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OZET

Doktora Tezi
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Brachypodium distachyon yillik bir bugdaygil tiirii olup, son 15 yildir serin mevsim
bugdaygil tirleri (tahillar ve bugdaygil yem bitkileri) i¢in bir model bitki olarak
kullanilmaktadir. Ancak Brachypodium’un Arabidopsis gibi basarili bir model sistem
olabilmesi i¢in genis bir dogal varyasyona sahip genetik kaynak koleksiyonuna sahip olmasi
sarttir. Bu nedenle Brachypodium’un yayilis gosterdigi diger iilkelerden yeni genetik
materyalin toplanmasi geregi vardir. Yunanistan Brachypodium’un yayilis gosterdigi
ulkelerden birisidir. Ancak bugiine kadar Yunanistan’dan Brachypodium genetik materyali
sistemli bir sekilde toplanmamistir. Bu ¢alismanin amact, Yunanistan’dan ilk defa sistemli bir
sekilde Brachypodium genetik materyali toplayarak Brachypodium igin genis dogal
varyasyona sahip bir genetik materyal kolleksiyonu olusturma g¢alismalarina katki saglamak
ve toplanan bu aksesyonlar1 karakterize etmektir. Bu amagla, Yunanistan’in 60 farklh
lokasyonundan, Brachypodium genetik materyali toplanarak bir kolleksiyon olusturulmustur.
Yiriitillen bu ¢alismada oncelikle kolleksiyonu olusturan Brachypodium populasyonlarinin
(her popilasyon icin 10 tek bitki) ortalama ¢ekirdek DNA icerikleri flow sitometri yéntemi ile
belirlenmistir. Yapilan ¢ekirdek DNA analizleri sonucu kolleksiyonu olusturan popiilasyonlar
bariz sekilde goriilebilen ¢ gruba ayrilmis ve her grubun farkli bir Brachypodium turine ait
bireylerden olustugu basarili bir sekilde saptanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore toplanan
60 popilasyondan 27 tanesinin B. distachyon, 23 tanesinin B. hybridum, 1 tanesinin B. stacei

ve 9 tanesinin ise simpatrik (karisik) popiilasyon oldugu belirlenmistir. Calismada B. stacei,



B. distachyon ve B. hibridium tiirlerinin ortalama ¢ekirdek DNA igerikleri sirasiyla 0.616,
0.676 ve 1.285 pg/2C olarak belirlenmistir. Cekirdek DNA analizlerinde standart olarak 0.90
pg/2C DNA icerigine sahip ¢eltik (Osmancik 97) ¢esidi, florasan boya olarak da propidium
iodide kullanilmistir. Calismanin ikinci boliimiinde ayni aksesyonlar morfolojik ve fenotipik
olarak karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak yapilan PCA (Pricipal
Component Analysis) ve filogenetik analizlerde (¢ tir agik bir sekilde ayirt edilmistir.
Yapilan bu istatistiksel analizler sonucunda ayrica her tiriin bazi popiilasyon ve bireylerinin
genis bir varyasyona sahip oldugu belirlenmistir. Calismanin tg¢lnct boluminde ¢ tarl
temsilen toplam 192 bireyinin genetik karakterizasyonu, 43 mikrosatellit markdr markoru
kullanilarak analiz edilmis ve koleksiyonu olusturan tiirlerin sahip oldugu varyasyonun yani
sira tiirlerin birbirlerine olan uzakliklar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglar, B. distachyon’un
kendine dollenen (f= 0.988) ile B. hybridum’un allotetraploid bir tir oldugunu
dogrulamaktadir. Ug tiir iKili olarak karsilastirildiginda genetik farklilasma: B. distachyon-B.
hybridum igin Fst= 0.203; B. hybridum- B. stacei i¢in Fst= 0.250 ve B. distachyon-B. stacei
icin Fst=0.302 degerlerinde olmustur. Mantel testiyle gergeklestirilen cografik ve genetik
uzaklik matrisleri arasindaki karsilastirma, istatistiksel olarak pozitif orta seviyede bir
korelasyon (Rxy=0.432, p=0.001) oldugunu ortaya koymustur. Genetik ve fenotipik uzaklik
matrisleri arasinda Mantel testiyle yapilan kiyaslama da, istatistiksel olarak pozitif orta
seviyede bir korelasyon (Rxy=0.448, p=0.001) oldugu gdstermistir. Filogenetik analiz ve
Bayes modeli kiimeleme sonuglari, PCoA ile genotipik karakterizasyon sonucunda ortaya
cikan desenle hemen hemen ayni olmustur. Ug tiiriin dogal popiilasyon yapisini gdz Oniine
alarak gergeklestirilen tiim analizlerin 6zetleri soyledir: B. distachyon tiiriinde ti¢ farkli grup
bulunmaktadir. ilk grup kontrol aksesyonlarindan (Bd21, Bd21-3, HU1.6 ve Koz-3)
olusmaktadir. Ikinci grup, Yunanistan’dan Kilk-1, Kilk-4, Kilk-6, Kilk-7, Edes-2, Edes-5,
Edes-7 ve Linos-4 bireylerinden; ligiincii grup da geriye kalan tiim bireylerden olugmaktadir.
B. hybridum tiriinde ise, Fira ve Pros popiilasyonlari, popilasyon ici ve populasyonlar
arasinda yaygin bir ¢esitlilik gostererek, digerlerinde olduk¢a farkli genetik ve fenotipik
karakteristikler gostermislerdir. B. stacei turinde, Amfi-1 bireyi Yunanistan’dan toplanan
diger bireylerden ayrilarak, Ispanya orijinli AL1.1 ve ALS5.2 bireylerinin ¢ok yakiminda yer
almigtir. B. stacei dogada ¢ok yaygin bir sekilde bulunan bir tiir olmayip, giinimizde gen
bankalarinda az sayidi aksesyon ve popilasyonu mevcuttur. Bu ¢alismayla ilk kez dordi
Yunanistan’dan toplanan yedi farkli B. stacei populasyonun sahip olduklari genetik ve
fenotipik cgesitlilik ile birlikte, yakin akrabasi B. distachyon ve B. hybridum tirleri ile iliskisi

incelenmistir.
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GENETIC AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF GREEK Brachypodium spp.
(POACEAE) POPULATIONS
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Brachypodium distachyon is an annual grass which the last 15 years is used as a model
plant for the temperate cereals and forage grasses. The research community needs many and
highly divergent natural populations of B. distachyon to utilize in the experimental projects.
In this study we established the first collection from Greece of B. distachyon and its close
relatives, B. hybridum and B. stacei, and we explored the genetic and phenotypic diversity of
these species. For this reason, 60 locations were sampled from different places in Greece and
27 B. distachyon, 23 B. hybridum, 1 B. stacei and 9 sympatric populations were collected.
Flow cytometry with Pl method was used for nuclear DNA content determination and via this
method successfully were distinguished the B. distachyon from the B. stacei species (0.676
and 0.616 pg/2C respectively). Phenotypic characterization of the collection was conducted
by evaluating 15 morpho-anatomical and physiological characteristics of 603 individuals for
three species. The PCA and the phylogenetic analyses clearly discriminate the three species
and revealed that there is high phenotypic variation particularly in the some populations and
individuals of each species. The genetic characterization of 192 individuals of the three
species explored with 43 microsatellite markers. The results testify the inbreeding nature of B.
distachyon (f= 0.988) and the allotetraploidy of B. hybridum. The pairwise genetic
differentiation of the three pairs is: for B. distachyon-B. hybridum Fst= 0.203, for B.
hybridum- B. stacei Fst= 0.250 and for B. distachyon-B. stacei Fst=0.302. The comparison



between geographic and genetic distance matrices via Mantel test revealed that there is
statistically significant positive moderate correlation (Rxy=0.432, p=0.001). Also, the
comparison of genetic and phenotypic distance matrices with Mantel test resulted a
statistically significant positive moderate correlation (Rxy=0.448, p=0.001). The outcome of
phylogenetic analysis and the Bayesian modeling clustering had almost the same pattern as
had been resulted from the PCoA and phenotypic characterization. The summary of all
conducted analyses regarding to the natural populations structure for the three species is: In B.
distachyon species there are three distinct groups. First group with the control accessions
(Bd21, Bd21-3, HU1.6 and Koz-3). Second group with Kilk-1, Kilk-4, Kilk-6, Kilk-7, Edes-2,
Edes-5, Edes-7 and Linos-4 individuals from Greece and the third group with all the rest
individuals. In B. hybridum species there is spread diversity among populations and
individuals with two populations (Fira and Pros) to present very divergent genetic and
phenotypic characteristics from all the others. In B. stacei species the Amfi-1 individual
diverged from the rest collected from Greece and is more near to the AL1.1 and AL5.2 from
Spain. This species is not widespread and only few accessions and populations are available
over the world. For first time, we present the genetic and phenotypic diversity of 7 different
populations (4 of them collected from Greece), and the relatedness with the close relative
species B. distachyon and B. hybridum.

Keywords: Brachypodium collection, natural populations, SSR markers, genetic diversity,
phenotype, nuclear DNA content

2015, 270 pages
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999 permiitasyon sonrasi ikili popililasyon Fst degerleri, dogrusal Fst
degerleri, Nm tahminleri ve olasiliklar1 (P) . Tiirler arasinda Nei standart
genetik uzaklik (NeiD) ve F’st degerleri
B. distachyon tiirlerinin 31 populasyonu ve 117 bireyi arasinda tahmin
EAIEN VAIYANSIAT ........cciiiecc e
B. hybridum tiiriiniin 15 popiilasyonu ile 47 bireyi arasindaki varyasyon
TANMINIEIT ...
Girig verisi olarak ii¢ farkli uzaklik matrisi kullanilarak 192 bireyin
PCoA’sinin ilk ii¢ ekseninde aciklanan varyasyon. Ikili kodominat
genotipik uzaklik matrisi, allel paylasim uzaklik matrisi (Dsa) ve Nei’s
1983 (Da)
Nei yansiz genetik uzaklik matrisinde olusturulan PCoA’nin ilk {i¢
koordinatinda agiklanan varyasyon..........cccocueeieeiiieiieiiienee e
Nei yansiz genetik mesafe matrisiyle olusturulan PCoA’nin ilk {ig¢
ekseninde ag1klanan Varyans..........ccoceieeniiniie e
Nei genetik uzaklik matrisiyle olusturulan PCoA’nin ilk {i¢ ekseninde
ACIKIANAN VATYASYOM .....viiiiiiiiiiitic et
Ug tiiriin 187 bireyi, yalniz Yunanistan orijinli {i¢ tiiriin 183 bireyi ve 119
B. distachyon bireyleri arasi {i¢ farkli Mantel testinin istatistiksel
olcimleri
Ug tiiriin 188 bireyinin genetik ve fenotipik uzaklik matrisleri arasi
Mantel testi istatiksel 6lgtimleri
Bir ile 10 arasindaki her kiime i¢in ortalama log-olasilik degeri, standart
sapma ve AK degeri. Evanno ve ark. (2005)’na gore en iyi K degeri tek
yildizl1 ve Wilcoxon testine gore en iyi K degeri iki yildizli olandir
Bir ile 7 arasindaki her kiime i¢in ortalama log-olasilik degeri, standart
sapma ve AK degeri. Evanno ve ark. (2005)’na gore en iyi K degeri tek
yildizl1 ve Wilcoxon testine gore en iyi K degeri iki y1ldizli olandir
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206 ile 238 bg aras1 9 allel tanimlanmistir (dikey barlar). En yaygin allel
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Bd21, Bd21-3, Gyth-4 (B. stacei) ve Para-1 (B. hybridum) bireylerine ait
ALBO008 mikrosatellit markér fragmanlarina denk gelen pikler.
Karakteristik olarak, iki diploid tiir a¢ik olarak bir pike sahipken,
allotetraploid Para-1 her bir paternal tiirden gelen iki pike sahip olmustur.
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bireyleri turuncu ve B. stacei bireyleri kirmizi renkle gosterilmistir..............
Bilesenlerin 6zdegeriyle bireylerin PCA’sinin ¢izgi grafigi (mavi ¢izgi)
ve dnemsiz bilesenlerin temsil edildigi kesikli ¢izgiler (kirmizi ¢izgi). 1k
iki bilesen kirmizi ¢izginin Ustindedir...........ocoevviiiiiiiiiiiciie e
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Bilesenlerin 6zdegeriyle (mavi ¢izgi) PCA’da popiilasyon ¢izgi grafigi ve
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kirmizi noktalar sirasiyla B. distachyon, B. hybridum, B. stacei bitkilerini
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1. GIRIS

Insanlarin beslenmesinde tahillarin, genel olarak da bugdaygil bitkilerinin énemi
herkesce bilinmektedir. Bugday, celtik ve misirdan olusan ii¢ temel tahil, insanlarin giinliik
kalori ihtiyaclarinin yarisim1 saglarken, bugdaygil yem bitkileri de ¢iftlik hayvanlarinin ana
besin kaynagini olusturmaktadir. Ayrica son yillarda bugdaygiller biyoenerjinin (bioethanol)
ana kaynaklarindan biri haline gelmistir. Insan beslenmesindeki hayati onemi, kiiresel
ekonomiye etkisi ve yaygin arastirma gruplarina ragmen, 2001 yilina kadar bugdaygiller
lizerine yapilan arastirmalar1 kolaylastiracak ve hizlandiracak uygun bir model bitki
bulunamamustir. Brachypodium distachyon ilk defa Draper ve arkadaslar1 tarafindan
bugdaygiller i¢in bir model bitki olarak onerilmistir (Draper ve ark. 2001). Model bitkiler,
bitkilerin molekiiler 1slah1 ve bitki biyoteknolojisinde oldukca yararhidir. Islevsel bir genomik
programin basarisi i¢in gereken genlerin tespiti ve biyoinformatik araclarin gelisiminde

kullanilmaktadir (Jenkins ve ark. 2005).

Brachypodium distachyon (Poaceae), Akdenizin etrafini ¢evreleyen cografi bolgelerin
(Makronesian Adalari’ndan Orta Asya’ya ve Giiney Avrupa’dan Kuzey Afrika ve
Etiyopya’ya kadar uzanan) kurak ve yar1 kurak kisimlarinda deniz seviyesinden 2000 metre
yiikseklige kadar olan alanlar iizerinde dogal olarak yetisen, algak boylu tek yillik bir
bugdaygiller bitkisidir. Bitki, ayrica Orta Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Avustralya ve
Glney Afrika’da vejetasyonun bozulmus oldugu alanlarda goriilmektedir (Catalan ve ark.
2012).

Diger model bitkilerle karsilastirildiginda (Arabidopsis, geltik, arpa vb.),
Brachypodium’un niteliklerinin bugdaygiller igin bir model sistem olarak oldukg¢a uygun
oldugu goriilmektedir. Arabidopsis iizerine yapilan arastirmalar birgok bilimsel atilima neden
olmustur. Ancak hiicre duvar yapisi, bitki yapisi, tahil 6zellikleri, interkalar meristem ve kok
yapisini igeren monokotil ozelliklerin incelenmesinde bir model olarak kullanilmast,
arastirmalarda bazi sinirlamalara neden olmaktadir. Celtik (Oryza sativa) ve misir (Zea mays)
bitkileri; biiyiikk hacimli olmalari, uzun iiretim siiresi ve zahmetli yetistirme kosullari
gerektirmeleri, karantina kisitlamalart ve fikri miilkiyet haklari gibi nedenlerden dolay1

genetik kaynaklara kisitli erisim imkani sunmaktadir (Brkljacic ve ark. 2011).

Diger yandan, Brachypodium, Arabidopsis benzeri kiigiik fiziki yapisi, kisa omri,

kicik genomu, kendine dollenebilme gibi 6zellikleri sayesinde basit sartlarda kolayca



yetisebilmektedir (Draper ve ark. 2001). Ayrica filogenetik konumu, Brachypodium’u
Ozellikle genis genomlu bugday (Triticum aestivum), cavdar (Secale cereale) gibi
bugdaygiller ve serin mevsim mera bitkileri i¢in uygun bir model haline getirmektedir.
Brachypodium, dalli dar1 (Panicum virgatum) ve fil cimeni (Miscanthus sinensis) gibi
biyokiitle bitkileriyle karsilagtirildiginda, kiigiik alanlarda bile hizli deneyler gerceklestirme
imkani1 saglamaktadir. Bu nedenle Brachypodium’u giiniimiizde Onemi artan biyoyakit
bitkileri i¢in bir model olarak kullanmak ve gelistirmek {tizere Onemli yatirimlar
yapilmaktadir. Bu baglamda, Brachypodium genomunun (DNA dizisinin tamamen
belirlenmis olmasi), ¢eltik ve sorgum (Sorghum bicolor) genomlariyla karsilastirildiginda,
gen igerigi ve gen ailesindeki genel benzerlikleri bakimindan “tipik” bir bugdaygiller olmasi
oldukca 6nemlidir (International Brachypodium Initiative, 2010). Bu yuzden, Brachypodium
sahip oldugu 0Ozelliklerin biiyiikk ¢ogunlugundan dolay1r bugdaygiller i¢in yararli iglevsel bir
model olarak, hizmet verebilir. Ayrica hiicre duvarlari, tanecik ve kok gelistirme Uzerine
yapilan ilk ¢aligmalar, bu tiriin uygun bir model olabilecegini destekler niteliktedir (Brkljacic
ve ark. 2011).

Bir model sistem olusturmak igin gerekli olan diger bir temel kaynak ise, dogal
aksesyonlarin genis bir koleksiyonu ile ilgilenilen karakterler bakimindan gesitlilik gdsteren
kendilenmis hatlaridir. Tarimsal agidan en ilgili 6zelliklerin molekiiler olarak arastirilmasi
icin genis bir genetik c¢esitliligin varlig1 esastir. Bu baglamda, B. distachyon’un dogal
aksesyonlari ve tiiretilen hatlarin karakterizasyonu ile ilgili bir dizi ¢alisma gerceklestirilmistir
(Filiz ve ark. 2009, Vogel ve ark. 2009, Catalan ve ark. 2012, Manzaneda ve ark. 2012, Mur
ve ark. 2011). Esasen Turkiye ve Kuzeydogu Ispanya’nin bazi bélgelerinden toplanmis sinirlt
miktarda gen kaynaklar1 bilim adamlarinin elinde mevcuttur. Bu yabani bugdaygillerin genis
cografi dagilimi ve genisleyen gen havuzu dikkate alindiginda, Brachypodium’un
uygulanabilir degerli bir arastirma materyali oldugu goriilebilir (Giraldo ve ark. 2012).
Simdiye kadar, Brachypodium’un orijinlendigi cografi bolge igerisinde yer almasina ve
zengin biyogesitlilige sahip olmasina ragmen, Yunanistan popiilasyonlarina ait bir genetik
kaynak koleksiyonu olusturulmamis ve sistemli bir aragtirmaya konu olmamistir. Bu nedenle,
bu caligmanin Brachypodium distachyon arastirma gruplarina ve serin bdlge tahil 1slah

programlarina son derece yararl bir katkis1 olacaktir.

Baslangigta Brachypodium distachyon tirtnin morfolojik olarak benzer diploid,
tetraploid ve heksaploid olmak Uzere ti¢ farkli ploidi diizeyine sahip oldugu diistiniilmekteydi.

Ancak daha sonralar1 tetraploid oldugu diisiiniilen sitotipin aslinda 2n=2x=20 kromozoma



sahip diploid bir tiir oldugu ve heksaploid oldugu diisiiniilen sitotipin bu iki diploid
Brachypodium tiiriiniin dogada melezlenmesi ile olustugu ve bu nedenle bir allotetraploid tiir
oldugu anlasilmistir. Cok yakin bir zamanda da, Catalan ve ark. (2012), bu g tdrt bir
birinden taksonomik olarak ayirmis ve bilimsel olarak énemli olan ve 2n=2x=10 kromozoma
sahip olan tire B. distachyon, 2n=2x=20 kromozoma sahip olan tlre B. stacei, 2n=4x=30
kromozoma sahip olan allotetraploid ture B. hybridum adin1 vermistir.

Yukaridakiler dikkate alindiginda, Catalan ve c¢alisma arkadaglarinin (2012)
olusturdugu temel cerceve kapsaminda yeni olusturulmus ve heniiz morfolojik olarak
karakterize edilmemis Brachypodium aksesyonlarmin saglam bir sekilde arastirmalarda
kullanilabilmesi igin tiirlerinin net bir sekilde dogru teshis edilmesi gerekmektedir. Bu durum,
Ozellikle model olarak belirlenmis olan B. distachyon (2n=10) tiiriinden gelistirilen herhangi
bir genetik materyalin genetik veya genomik araclarinin dogru olmasi, arastirmalarda giivenle

kullanilabilmesi i¢in oldukc¢a 6nemlidir.

Molekiler markorlerin gelisimi ve bunlardan DNA polimorfizminin tespit ve
kullaniminda yararlanilmasi, molekiiler genetik alanindaki en 6nemli gelismelerden biridir.
Cok sayida molekiiler markoriin bulunmasi, bu yontemden birini veya birden fazlasim
secerken dikkatli karar verilmesini gerektirir. Molekiiler markdrler heniiz arastirmacilarin tim
gereksinimleri karsilamaktan uzaktir. Yapilacak calismanin tiirline gore, arzu edilen bazi
Ozellikleri dikkate alinarak molekiiler markor teknik cesitleri arasinda se¢im yapabilir
(Semagn ve ark. 2006). Mikrosatellit veya SSR’lar (Simple Sequence Repeats) kodominant
olup, genom iizerine es diizeyde dagilmistir ve basit tekrarlanabilir testlerle belirlenebilirler.
Bu 6nemli 6zellikleri mikrosatelitleri, markor yardimiyla bitki 1slahi igin, genetik kaynaklarin
DNA parmak izleri, molekiiler haritalama ve belirli tiirlerin harita tabanli klonlanmasinda

markor segenegi haline getirmistir (Sonah ve ark. 2011).

Bu calismanin amaci, serin tahil ve bugdaygiller i¢in bir model bitki olarak kullanilan
B. distachyon bitkisinin genis dogal varyasyona sahip bir Yunanistan koleksiyonun
olusturulmasi ve bunlarin morfolojik ve genetik karakterizasyonuydu. Ancak toplama islemi
sirasinda B. distachyon bitkisinin yakin akrabalari olan B. hybridum ve B. stacei bitkilerini
birbirinden ayirmak zor oldugu igin bu tiirler de koleksiyona dahil edilmistir. Boylece g
tirden olusan zengin bir genetik kaynaga sahip koleksiyon elde edilerek, arastirma
materyalimiz genisletilmis, tiirler arasinda morfolojik ve genetik bakimdan karsilastirmali

aragtirma imkani elde edilmistir. Ayrica son yillarda, arastirmacilar arasinda B. hybridum ve



B. stacei tirlerine yOnelik bir ilgi artis1 goriilmektedir. Koleksiyona dahil edilen bu iki tirden
B. hybridum kucuk genom hacimli bir allopoliploid turddr, ikinci bitki B. stacei ise evrilmsel
gelisimde B. hybridum’un ana tarafindan atasi1 olup (Hasterok ve ark. 2004, Wolny ve
Hasterok 2009) ¢ogu Akdeniz kiy1 bolgeleri orijinli olup, arastirmacilarin elinde az sayida

aksesyonu mevcuttur (Hamammi ve ark. 2014).

Yukarida genel hatlar1 verilen bilgiler ve yontemler ¢ergevesinde bu arastirmanin

temel amaci sunlardir:

1. Yunanistan’dan B. distachyon, B. hybridum ve B. stacei tdrlerinin yeni bir
koleksiyonunu olusturmak,

2. Yeni koleksiyonu fenotipik olarak karakterize etmek,

3. Sitogenetik, flow sitometri aracla, yeni koleksiyonu belirlemek,

4. Microsatellit lokuslar (SSR markorleri) yardimiyla yeni koleksiyonun genetik
karakterizasyonu incelemek,

5. Tiir i¢i ve tiirler arasindaki fenotipik, genetik ve cografik iligkileri incelemek.



2. KAYNAK OZETLERI

Shi ve ark. (1993) tarafindan Triticeae, Festuca ve Bromus’la iliskili olarak
Brachypodium’un evrimsel pozisyonu RFLP verileri ve 5S bdlge (spacer) sekanslari
kullanilarak parsimoni yontemiyle analiz edilmistir. Parsimoni agaglarinin biiyiikk ¢ogunlugu
Brachypodium’un Triticeae, Festuca ve Bromus’dan iyice ayrildigini géstermistir. Bu
calismada edilen veriler Brachypodium’u Triticeae veya baska bir oymak yerine onu ayri bir

oymak olarak tanimlanmasini saglamistir.

Catalan ve ark. (1995)’nin ¢alismalarinda Brachypodium genomun karakteristiklerini
tespit etmek ve diger Pooideae ile ilgili olarak evrimsel konumunu belirlemek amaciyla;
Brachypodium P. Beauv. cinsinin ve diger bugdaygiller temsilcilerinin farkli tiirleri igerisinde
RFLP ve RAPD kullanarak, cekirdek genomunu analiz etmislerdir. Brachypodium
genomunun, kii¢iik boyutlu ve diisiik miktarda tekrarlanan DNA'l1 olmasi; cins icerisinde
kisith fragman uzunluk polimorfizmleri icermemesi, rastgele DNA ¢ogalmasiyla tiir
seviyesinde genomik ¢esitlilik gostermesi gibi essiz Ozelliklerine dikkat ¢ekmislerdir. Bu
molekiiler ¢alismalar Brachypodium'un, kendi oymaginda (Brachypodieae) en iyi sekilde
yerini alan izole edilmis eski bir cins oldugunu onaylamistir. Bromeae, Triticeae, Poaceae gibi
diger oymaklarla iligkisi, Brachypodieae'nin, pooidleri bu ana unsurundan ayirmak i¢in en
erken oymak olacagimi gostermektedir. Cins igerisinde, yalmizca B. distachyon tarafindan
temsil edilen tek yillik ayni atadan gelen organizma ile incelenen tim diger tiirler (B.
mexicanum hari¢) tarafindan temsil edilen ¢ok yillik ayni atadan gelen organizmalar olmak
uzere iki ana Eski Diinya dali (klad) ayirt edilebilir. Cok yillik Amerikan tiirii olan B.
mexicanum, bu iki dal organizmaya esit sekilde eklenmis goriinmektedir. RFLP verileri,

interspesifik ve tiir i¢i evrimsel metabolik yollara karar vermek i¢in daha uygun bulunmustur.

Catalan ve ark. (1997) yaptiklari calismada bugdaygillerin (Monokotiledon)
Pooideae alt familyasini da igine alan 12 oymagi temsilen 48 bireyinde kloroplast ndhF
geninin daha degisken 3’ucunu sekanslayarak incelemislerdir. Calismalari, Brachypodiea’nin
pooid “ana” dalina kardes pozisyonunu dogrulamaktadir. Bununla birlikte, hem kloroplast
hem de nukleer veriler Brachypodium'un evrimsel pozisyonunu ve bu oymagin ayrigmasinin
en son evrilen Pooid'lerinin radyasyonunu Oncelledigini agiklamislardir. Tek yillik
Brachypodium distachyon ve kisa rizomlu ¢ok yillik B.mexicanum’un hem kendine dollenir

hem de x=5 kromozom baz sayisina sahip oldugunu belirterek, Brachypodium'un diinya



tizerinde yayilmis tiirleri lizerinde ¢alisilmadigi halde, sadece cinsinin bu iki taksonu

bilindigini ve bunun onlar1 karakterize eden ortak 6zelliklerinden oldugunu bildirmislerdir.

Draper ve ark. (2001)’nin ¢alismalarinda, Brachypodium cinsi icerisinde tek gercek
yillik tiir olan B. distachyon'un gelisimini, fonksiyonel genomu, bir serin iklim tahilin1 temsili
etmesi ve yem bugdaygilleri olmasi bakimindan ilk defa bir potansiyel model tiir olarak
tanimlamiglardir. B. distachyon'u, a) 2n=2x=10, b) 2n=2x=20 ve c) 2n=4x=30 olmak Uzere (¢
farkli ckotip ile birlikte degerlendirmislerdir. Makalelerinde, B. distachyon'un bazi
aksesyonlarinin genom boyutunu [(2n=2x=10) ile 0.21 pg/1C (172 Mbp)] hesaplamislardir.
B. distachyon diploidin basit, ayirt edici karyotipe sahip oldugu ve yiiksek rekombinasyon
seviyeleri gosterdigi; high-throughput genetik icin uygun yetisme ve yasam dongisi
karakteristikleri gdsterdigi; doku kiiltiiriine kolayca tepki verdigi; transjenik bitkilerin, mikro
projektil teknolojisi ve higromisin seleksiyonu kullanan embriyojenik kallustan ytksek
frekansta geri kazanilabilecegi ve patojenler araliginda (Blumeria graminis, Puccinia
reconditia, P. striformis) B. distachyon'un tepkilerinin serin iklim tahil arastirmasi i¢in 6nemli
olan nitelikleri gosterdigi sonucuna varmiglardir. B. distachyon'un, genom boyutu, kromozom
sayisi, boy, yasam dongiisii gibi biyolojik bir¢ok karakteristikleri bakimindan ve yiiksek
verimli genetik bilimi i¢in uygun biiyiikk potansiyele sahip oldugunu, Arabidopsis'e ¢ok
benzedigini bildirmislerdir. B. distachyon, bugdaygillerin 6zelliklerini incelemeye ¢ok uygun
olmayan ¢eltigin yerine tamamlayict bir model olarak Onermislerdir. Ayrica, celtikle
kiyaslandiginda, B. distachyon'un genis popiilasyonlarini incelemek ve yetistirme kosullarini

kontrol etmenin daha kolay oldugunu vurgulamislardir.

Ozkan ve ark. (2003) calismalarinda, bir allopolyploid bugdaym C-degerinin diploid
ebeveynlerinden gelen bir yekunu olup olmadigini incelemislerdir. Bu soruya cevap vermek
icin 6 yeni sentezlenmis allopolyploid bugday ve ebeveyn bitkileri incelenmistir. Caligmada
allopolyploidilerin genom boyutunun beklenenden oldukg¢a kiiciik oldugu tespit edilmistir.
Allopolyploidi genom boyutunda bir artis saglamasia ragmen, bu artisin, beklenenden az
oldugunu bildirmislerdir. Genom boyutundaki redaksiyonun basarili poliploid tiirlesme
vakalarinm1 tesvik eden bir mekanizma olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir. DNA miktarindaki
niceliksel degisikliklerle ilgili genetik modifikasyonun, polyploidlerin sitolojik ve genetik

seviyede istikrar kazanmig olabilecegini bildirmislerdir.

Hasterok ve ark. (2004) yaptiklari ¢calismada Brachypodium distachyon'un poliploidi

serilerinin sayilarmi sitotaksonomik olarak ilk defa tarif etmis ve serilerin basit olarak



kromozom katlamasiyla meydana geldigi varsayimini agiklamislardir. Onlara gore, genomik
DNA problart ve rDNA markorleri, kullanilan in situ hibridizasyon, poliploid ekotiplerin
¢ogunun hibrid bir orijini oldugunu ortaya ¢ikarmakta ve bu tiirlin ve yakin akrabalarinin
kompleks evrimi iizerine 1sik tutmaktadir. ABR1 aksesyonu 5 ¢ift kromozoma sahiptir.
Bunlarin her biri, rDNA lokuslariin dagilimi ve morfoloji bazinda net bir sekilde ayirt
edilebilirler. ABR114'nin 20 kromozom sayis1 ve goriiniimiinden yola ¢ikarak, Bracyhpodium
distachyon'un ototetraploid bir formu oldugunu diistiinmiislerdir. Bununla birlikte, tizerinde
yapilan molekiiler sitogenetik ¢alismalar gostermistir ki, B.sylvaticum bilesimin i¢indeki
benzer bir genom ile ilgili olarak diploid olmasi ¢ok muhtemeldir. Calisma sonuglarina gore,
ABR113 otoheksaploid degildir, genomik olarak benzeyen iki diploid atasi olan ABR1 ve
ABR114'in dogal melezlerinden meydana gelen bir allotetraploiddir.

Ramakrishnan ve ark. (2004)’nin c¢alismalarinda piskillii brom (Bromus
tectorum)’da basit dizi tekrart (SSR) ve g¢ogaltilmig parga uzunluk polimorfizmi (AFLP)
molekiler markor genotipleri, tohum dormansisi, vernalizasyon gereksinimini Ustilago
bullata patojenine direngteki fenotipik varyasyonun yayinlanmis verileriyle karsilagtirilmustir.
AFLP verileri fenotipik verilerle 6nemli 6lcude korelasyon gosterirken, SSR verileri daha
yiiksek diizeyde korelasyon gostermistir. Molekiiler markor sistemleri arasindaki fark; Potosi,
Pass ve Nevada ugdeger popiilasyonlar1 analiz dis1 tutuldugunda, 6zellikle dikkate deger
olmustur. Bu sonuglar, SSR markorlerinin piiskiillii brom gibi giiglii bir sekilde kendilenen
tirlerin populasyonundaki genetik incelemelerde fenotipik 6zelliklerin kullanilabilecegini

gostermistir.

Dolezel ve ark. (2005) bu makalelerinde flow sitometri kullanarak, cekirdek
slispansiyonlarin hazirlanigi, stokiyometrik DNA boyama ve DNA referans standartlarinin
kullanimini tizerinde durarak, bitkilerdeki mutlak DNA miktarinin tahmini i¢in kullanilan
mevcut islemleri ele almaktadir. Ayrica genom hacmindeki tiirler arasi varyasyon tahmininde
karsilagilan metodolojik tuzaklari ve alan calismalarina yonelik DNA flow sitometri

kullanimini ele almaktadir.

Garvin ve ark. (2005), arastirmalar i¢in referans genotip olarak kullanilmak tizere
Brachypodium'un kendilenmis hatlarindan bir set gelistirmislerdir. Genotiplerde, hem
Brachypodium genomunun yapisi ve kompozisyonu, hem de Brachypodium ve serin mevsim
bugdaygilleri arasindaki synteny derecesini analiz etmislerdir. Bu kendilenmis Brachypodium

hatlar1 koleksiyonu, 27 farkli Brachypodium populasyonundan tek tohumlarla gelistirilmistir.



Flow sitometri yontemi kullanilarak, bu koleksiyondan diploid genotipler belirlenmis ve bu
sonuglar kromozom hesaplamalartyla dogrulanmistir. Diploid bir Brachypodium hattindan
(bir bakteriyofaj lambda) genomik kiitiiphane olusturulmustur. Brachypodium'un yillik
gelisimi diploid hatlarin kii¢iik genom hacmi ile eslestirilmis, serin mevsim bugdaygillerine

bir model olarak bu turlerin potansiyeli belirlenmistir.

Jenkins ve ark. (2005), Brachypodium distachyon'un 6nemini, serin iklim tahillar1 ve
bugdaygiller i¢in model bir bitki olarak degerlendirmislerdir. Serin iklim tahillar1 ve
bugdaygiller ile ilgili bir modelin, ortolog kromozom bdlgelerinde mikrosynteny kirilma
riskini en aza indirmek amaciyla akrabalarin filojenetik yakinliga dayali olarak segilmesi
gerektiginden bahsetmiglerdir. Brachypodieae familyasi, pooid “ana” dalinin kiz kardesi
pozisyonunda olan Poaceae familyasinin Pooideae alt familyasina yerlestirilmis, bu yiizden
Brachypodium, 6nceden tahillar i¢in bir model olarak gelistirilen ve farkli bir alt familyaya ait
olan ¢eltikle kiyaslandiginda, serin iklim tahillar1 ve diger tek genekli (monokotil) bitkiler ile
daha yakindan iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Vogel ve ark. (2006a), Brachpodium 'un 27 aksesyonundan olusturulan kendilenmis
hatlarin gelisimini incelemislerdir. Calismalarinda, C-degerinin tespit edilmesi, kaynak
aksesyonlardan besinin diploid oldugunu gostermistir. Bu diploid hatlar morfolojik 6zellikler
cesitliliginde varyasyon gostermektedir. Diploidlerde iki aya kadar hizli jenerasyon siiresi
saglayan kosullar tespit edilmigstir. Agrobacterium aracili bir transformasyon protokolii
gelistirilmis ve %0.4 ile %15 araliginda degisen verimle, test edilen 19 hattan 10’una
basariyla transfer edilmistir. Diploid Bd21 aksesyonunun kolayca transforme edildigi
bildirilmistir. T1 jenerasyonundaki transgenlerin farklilik gdsterdigini ve birgok hatta tek bir

genetik lokusun araya eklendigini agiklamislardir.

Garvin ve ark. (2008)’'nin bu c¢alismasi, model bir bitki olarak kullanilan
Brachypodium distachyon'un kisa tarihgesini veren bir incelme makalesidir. Ayrica makale bu
zamana kadar elde edilen iki ana germplazm kolleksiyonu ile genetik kaynaklari; hem dogal
hem de tanitilan Brachypodium'un cografik dagilimini; karyotip, synteny ve filojeni i¢in FISH
ile Brachypodium'un molekdler sitogenetik karakterizasyonu gibi, B. distachyon'un farkli
konularini tarif etmekte ve Ozetlemektedir. Onlar, Brachypodium'un biiyiime ve gelisme

kosullarini, transformasyon sisteminin etkinligini, BAC kiitliphane kaynaklarmi, EST



olarak, model bir bitki olarak Brachypodium'un kullanilmasi i¢in gelecekteki goriintiisiinii ve

elde edilebilir kaynaklarin biyoinformatik bilgilerini vermislerdir.

Idziak ve ark. (2008) arastirmalarinda dizili giimiis boyama (Sequential silver
staining) ve floresan in situ hibridizasyonu (FISH), B. distachyon (2n=2x=10), ABR114
(2n=2x=20), Brachypodium tirleri ve varsayilan atalarinin allotetraploidlerinin (2n=4x=30) 6
ekotipini meristematik kok ucu hiicrelerinde 45S rDNA alanlarinin sayis1 ve aktivitesini
belirlemek i¢in kullanilmislardir. Bildirdiklerine gére, allotetraploid Brachypodium tlrlerinin
bir ekotipindeki 45S rDNA bolgelerinin sayis1 her zaman varsayilan diploid ebeveynlerinde
mevcut olan lokus toplamma esit olmustur. Iki kii¢iik bolge ABR114 kromozomal sete
karsilik gelen kromozomlarda, iki blyuk bolge de B. distachyon orijinli kromozomlarda tespit
edilmistir. Biitiin analiz edilen allotetraploid ekotiplerde sadece B. distachyon benzeri genoma
bagli tDNA genlerinin transkripsiyonel olarak aktif olduklari, buna karsilik diger ebeveyn
genomdan olan rDNA’nin her zaman bastirildiklar1 tespit edilmistir. Allotetraploid
(2n=4x=30) Brachypodium tiirlerinde ilk defa niikleoler baskinlik gériilmiistiir.

Opanowicz ve ark. (2008)’nin bu g¢alismasinda, bir model bitki olarak iglev géren
Brachypodium distachyon’un temel oOzellikleri sunulmustur. Yazarlar, Brachypodium
distachyon’un cografi dagilimi ve filogenetik konumunu, hasatlik direncinin dogal
varyasyonunu ve Kkilturleme (domestication) Ozelliklerini, biyoenerji uygulamalarini,
molekiler genetik ve genomiklerini glinumiize kadar 6zetleyip, B. distachyon’un gelecekte bir

model bitki olarak kullanilabilirligini vurgulamiglardir.

Ozdemir ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 calismada, model bugdaygil Brachypodium
distachyon tizerine gergeklestirilen genomik arastirmalarin ginimizdeki durumunu
Ozetlemiglerdir. B. distachyon, kuguk bir genoma, kisa yasam dongiisiine, kendi kendini
dolleme ozelligine ve ¢ok sayida diploid aksesyonlara sahip olup, basit yetistirme kosullart
gerektirmektedir. Ayrica, bugday ve arpa gibi ekonomik agidan 6nem arz eden tahillara ve
biyoyakit olarak kullanilma potansiyeli bulunan bazi bugdaygillere filogenetik olarak
yakindir. Bu hedef tahillarinkine benzer tarimsal ozellikler gdsterir. Tahil genomlar1 igin
Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa (geltik)’dan daha iyi bir modeldir. Bunlar ci¢eklenen
bitkiler i¢cin model olarak kullanilirken, B. distachyon bundan boyle bugday ve arpa gibi ana
tahillar1 da igeren soguk iklim bugdaygil tiirleri i¢in genom modeli olarak kullanilmaktadir.
Bu tiirlere yonelik artan ilgi, diger genetik kaynaklarin koleksiyonu ve karakterizasyonuyla

birlikte, cekirdek dizileri ve BAC/EST kutliphanesini iceren genomik kaynak dizilerin ortaya



¢ikmasina neden olmustur. Brachypodium genomiklerinin agiklanmasi ve iyi bir sekilde
anlagilmasinin toplumun her asamasinda biiylik bir katki saglama potansiyelinin bulundugu
sonucuna varmislardir. Brachypodium genomu hakkindaki bilgi, degisik bitki genomlari
arasinda evrimsel iliskinin derinlemesine anlagilmasi bakimindan da yararlidir. Ekoloji,
molokiiler evrim ve karsilastirmali genetik gibi farkli alanlardaki karsilastirmali ¢alismalar

icin onemli bir rol oynayacagi 6n goriilmektedir.

Vogel ve ark. (2008), ortak yetisme (co-cultivation) kosullarimi 6nemli oOlglide
degistirerek, EC (Embriyojenik Kallus) kultlrind baslatmak igin olgunlasmamis ve kesip
cikarilmig embriyolart kullanarak transformasyon ydntemlerini iyilestirmislerdir. Bu
iyilestirmeler transformasyon verimligini yaklasik 15 kat artirmigtir. Transforme edilebilir
kendilenmis diploid hat Bd21-3’iin tespiti ve transgenik bitkiler iireten ortak yetismis
kalluslarda %41 gibi yiiksek oranda transfer verimli saglayacak transformasyon yontemini
gelistirdiklerini  agiklamislardir. Bu Brachypodium’u yiiksek ¢eltik transformasyon
verimliligiyle ayn1 seviyeye getirmektedir. Ayrica, toprakta kallus baslangicindan transgenik
bitkiye gecis siiresi 16 hafta, transgenik olmayan tohumdan transgenik tohuma gecis siiresi de

30 haftaya kadar diisebilmektedir.

Bakker ve ark. (2009) bu ¢alismalarinda, Avrasya yerli yelpazesine nazaran istilaya
ugramis Kaliforniya meralarinda genetik varyasyon diizeyinin diisik oldugunu
gostermektedirler. Istila edilmis bolgeler, uzaklik, biiyiik olasilikla da gevresel etkenler ve
melezleme kitligi gibi nedenler sonucu, izole edilmis B. distachyon olduk¢a farklilagsmis
popiilasyonlariyla karakterize edilmektedir. Butin aksesyonlar (173), dizi etiketleri
tanimlanmis mevcut B. distachyon temel alinarak belirlenmis 12 microsatellit lokus igin
genotiplenmistir. Ayrica dizileme i¢in c¢eltik ve aymi tlirlerin muhtemel dort yabanil
(weediness) geni ile iki kontrol (housekeeping) geni (AMY1 ve GMP1) segilmistir. Biitiin
Kaliforniya aksesyonlar1 (136) referans izlerine gére DNA igerikleri esas alinarak tetraploid
(2n = 30) olarak smiflandirilmigtir. Kaliforniya ve Avrasya’dan teste tabi tutulan 173
aksesyonun 12 microsatellit lokusundan 10’u homozigottur. Aksesyonlardan iki microsatellit
lokus Bd_SSR_23 ve Bd_SSr_526 heterozigottur.

Huo ve ark. (2009)’nin c¢alismalarinda, 12 ¢eltik pseudomolekiiliine karsilik
karsilastirmali analiz yapmak igin 55.221 tekrar maskeli Brachypodium BAC ug dizileri
(BES) kullanilmiglardir. Analizler BES’in %24’{liniin ¢eltik genomlariyla eslestiini ve

eslesenlerin %82.4’{inlin bilinen genlere homolog oldugunu gostermistir. Farkli ortolog
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genomik bolgelerde mikro esdogrusal (mikrokolinear) varyasyonlara neden olan diferansiyel
gen amplikasyonu, insersiyon, delesyon ve inversiyonun ortak evrimsel olgular oldugu ortaya
cikmustir. Iki genomdaki genlerin ortolog bolgelerde %17’sinin esdogrusallik géstermedikleri
tespit edilmistir. BAC dizi analizleri, Brachypodium genomunun kug¢ik boyutuyla uyumlu
ortolog ¢eltik bolgeleriyle karsilastirildiginda, Brachypodium’da yiiksek gen yogunlugu
(yaklasik 9kb/gen) ve diisiik tekrar DNA igerigi (yaklasik %13.1) oldugu goriilmiistiir.
Incelenmis 119 Brachypodium geni, bugday EST veri tabani ve delesyon biniyle eslenmis
(bin-mapped) bugday EST’lerine nazaran BLASTN dirler. Genlerin yaklasik %77’si EST veri
tabaninda Onemli eslesmeler gosterirken, %9.2°si delesyon biniyle eslesmis EST’lerle
eslesmektedir. Bazi durumlarda tek bir Brachypodium BAC’lerindeki genler, Brachypodium
genomunun delasyon binlerindeki bugday EST’lerini siralamak ve bugday genomundaki
hedef bolgelere 6zel markor gelistirme izlenenimini veren ayni delesyon biniyle eslenen ¢oklu

EST’lerle eslesmektedir.

Kumar ve ark. (2009) 3.818 Brachypodium EST (bEST) kontiglerinin karsilagtirmali
dizi analizi ile 3.792 fiziksel olarak haritalanmis bugday EST (WEST) kontigleri, 449 kadar
bEST kontiglerinin biitiin 21 bugday kromozomu iizerine binle eslesmis (bin-mapped) 1.154
WEST lokusuna ortolog olduklarini ortaya koymustur. Benzer sekilde 743 bEST kontiglerinin
biitlin 12 ¢eltik genomu iizerine yayilan 6zel ¢eltik genom dizilerine ortolog 183 kadar bEST
kontiglerinin, U¢ tur boyunca muhafaza edilmis 17 kadar SSR’1 barindiran hem bugday hem
de celtik genom dizilimine ortologdur. Muhafaza edilen bu 17 SSR’1n 12 igin gelistirilen
primerler Brachypodium, bugday ve celtik genomlar1 arasindaki gorece yiiksek diizeyli
konservasyonu ¢ozen wet-lab deneylerinde kullanilmistir. Bu ¢alismayla Brachypodium’un
bugday ve arpa gibi serin iklim tahillarinin genom analizlerinde ¢eltikten daha iyi bir model

oldugunu dogrulanmustir.

Ozdemir (2009) bu calismasinda, Tiirkiye‘nin farkli cografik bolgelerinden toplanan
Brachypodium distachyon ile saf hatlar olusturulmasi ve bu ¢esitlilik igeren koleksiyonu
morfolojik ve sitolojik olarak karakterize etmeyi amaclamistir. Bunun yani sira, segilen iig
genotip i¢in etkin bir doku kiiltiirii sistemi ve partikiil bombardiman1 ve Agrobacterium
aracilig1 ile gen aktarim yontemlerini kullanarak bir transformasyon sistemi kurulmustur.
Hatlarin ~ fenotipik  karakterizasyonu ve  Brachypodium tohumlarindan  yapilan
makro/mikroelement analizleri genis bir ¢esitlilik ve belirgin farkliliklar géstermistir. Olgun
embriyolarin kallus olusturma oranlarinin (%50 -%100) ve bu kalluslarin rejenerasyon

kapasitelerinin (%11.7 -%52.3) genotipe bagl oldugu bulunmustur. Her genotip farkli doku
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kiiltiirti  sartlar1 ortaya koymustur. Kalluslarin GUS (f-glucorinidaz) geni ile partikil
bombardimant sonucunda, tiim ii¢ genotip icinde %?28.7 ortalama gegici gen aktarim etkinligi
goriilmiistiir. Kalluslara gen aktariminda; Agrobacterium tumefaciens suslari, ilk ikisi
kanamisin antibiyotigine diren¢ ve sonuncusu glufosinate amonyum bazli herbisitlere
dayaniklilik gostererek, iki farkli biyiiklikte altin partikiilleri ya da jilet ile yaralanmis
kalluslara gen aktariminda kullanilmistir. GUS geni ifadesi 0.0 ile 10.4 (GUS odaklari/kallus)
arasinda degismistir. TUm parametrelerin gecici gen ifadesi iizerinde anlamli bir etkisinin

oldugu bulunmustur.

Vogel ve ark. (2009)’nin yaptiklari bu ¢aligmada, Tirkiye'deki sekiz lokasyondan 84
kendilenmis hat gelistirmislerdir. Bu koleksiyonun genotipik karekterizasyonunu yapmak icin
BAC ucundan ve EST dizinlerinden 398 SSR markorleri olusturmuslardir. 56 lokasyondan 43
SSR markdrle 187 diploid hattin analizi, kayda deger 6l¢iide genotipik cesitlilik gostermistir.
SSR genotipleri ile genis cografi bolgeler arasinda bazi korelasyonlar tespit etmelerine
ragmen, bireysel lokasyonlarda da yiiksek diizeyde genotipik cesitlilik tespit etmislerdir. Bu
yeni gen kaynaginin fenotipik analizi, ¢iceklenme siiresi, tohum agirlig1 ve bitki yapisinda
onemli derecede ¢esitlilik ortaya ¢ikarmigtir. Tohum agirhigi, diploid hatlar icin 2.5 ila 5.9
mg/tohum Olgulerindedir. Ortalama tohum agirligt 4.1 mg/tohumdur. Cigeklenme siiresi,
vernalizasyon siiresiyle yakindan iligkilidir. Tiim hatlarin ¢iceklenmeye baslamasi Bd21,
Bd21-3, Bd2-3 veya Bd3-1'den daha uzun vernalizasyon siiresi gerektirmistir. Tekirdag'dan
gelenler hari¢ tiim hatlarda hizli ¢igeklenmeyi tetiklemek igin dort veya bes haftalik
vernalizasyon yeterli olmustur. 3 ila 24 araligindaki markor basina allel sayis1 ve ortalama
allel sayis1 10.2 olmustur. Tespit edilen 8041 genotipleri disinda bir markor i¢in her biri
heterezigot olan yalnizca dort heterozigot tespit edilmistir. Bu durum, hatlarin oldukca
kendilenmis olduklarin1 gostermektedir. Brachypodium'un kendilenme dogasi laboratuvar
kosullar1 altinda ¢apraz tozlasmanin gercgeklestirilememesiyle de teyit edilmistir. Ayrica SSR
polimorfizmlere dayali konsensiis agac1 acgik sekilde ¢ok yiiksek bootstrap destekli iki ana
grubu gostermistir. Tek (Tekirdag) hatlar1 igeren daha kiiciik grup, uzun vernalizasyon
gereksinimi, tohum boyutu ve lemmalar iizerinde yakin tily yoklugu gibi ¢esitli fenotipik
ozelliklere sahiptir. Daha biiyiik grup ise, Tiirkiye ve Irak'tan gelen hatlar1 icermistir. Bu grup
icerisinde fenotipik benzerlige dayali olarak onceden gruplanmis farkli BATR gruplarindan
tim hatlar1 iceren bagl kiimeler bulunmaktadir. Bu nedenle fenotipik gruplandirmalarla ve

SSR profilleri arasinda dikkate deger korelasyon bulunmaktadir.
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Wolny ve Hasterok (2009)’un g¢alismalarinda, Brachypodium'un alt1 tiirii ile iki alt
tiirti, sitogenetik olarak analiz edilmistir. Bu analizlerde, 5S rDNA ve 25S rDNA gibi tekrar
eden DNA dizileriyle somatik metafaz kromozomlar1 ve ¢ok renkli FISH kullanilmistir.
[laveten in situ genomik melezleme (GISH) gerceklestirilmis ve ¢ekirdek genom
biiyiikliigiiniin tespiti flow sitometri ile yapilmistir. Somatik kromozom sayilar1 ve ¢ekirdek
DNA igerikleri (pg/2C DNA), altt Brachypodium turini temsil eden 20 aksesyon igin
hesaplanmistir. En az kromozom sayis1 B. distachyon'da (2n=10) ve en fazla kromozom sayisi
B. retusum'de (2n=38) gozlemlenmistir. S6z konusu farkliliklarin muhtemel nedenleri,
yakinlarda bazi bugdaygiller tiirleri, 6rnegin Festuca pallens'in yabani popiilasyonlari, igin
kanitlanmis bir fenomen olan 6nemli interspesifik DNA icerigi degiskenligidir. Ancak s6z
konusu farkliliklara, muhtemelen c¢esitli metodolojik faktorler, 6rnegin DNA igeriklerin
tespitinde farkli yontemlerin kullanilmast ve genom boyutunun hesaplamasinda farkl
standartlarin kullanilmasi neden olmaktadir. Bulgularinda, B. distachyon'un veya yakin bir
akrabasimin, B. phoenicoides'in muhtemel atalarindan biri oldugu 6n goriilmektedir. Bu
sonuglara dayali olarak 28 kromozomlu B. pinnatum'un, B. distachyon (2n= 10) ve B.
pinnatum (2n=18) ile ayn1 olan veya onlara benzer genomlar igeren interspesifik bir melez
oldugu sonucuna varilabilecegini belirtmiglerdir. Brachypodium'un iki diger tiirii olan B.
phoenicoides ve B. retusum’un, B. distachyon ile veya varsayilan ata kokenli tiirlerden biri

olarak onun yakin akrabasi ile birlikte allopoliploddir.

Filiz ve ark. (2009a), Tiirkiye'nin farkli 45 cografik bolgesinden 164 hat toplayip 146
kendilenmis hat olusturmuslardir. Aymi hatlar, SSR analizi i¢in Vogel ve ark. (2009)
caligmasinda kullanilmistir. Yukarida bahsi gecen hatlarda, kolleksiyon igerisinde molekiiler
(nukleer ve organel genom), morfolojik ve sitolojik ¢esitliligi karakterize etmislerdir. Bu
materyalin ¢ogunlugu (146 kendilenmis hattan 116's1) diploiddir. AFLP analizine dayali
diploid hatlarmin benzerlik matrisi, 0.05 ila 0.78 olan genetik uzaklikta yaygin gesitlilik
gostermistir. Diger taraftan organel genom cesitliligi, ¢calismalarinda kullanilan hatlarin hem
arasinda hem igerisinde diisiiktiir. Genotiplerin cografi dagilimi, incelenen genotipler i¢in ne
niikleer ne de organel genom varyasyonu ile belirgin sekilde korelasyon kurmustur. Hatlarin
fenotipik karakterizasyonu, ciceklenme suresi (7-22 hafta), tohum verimi (4-193
tohum/bitki), ve biyokitlede (15-77g) genis varyasyon gostermistir. Toplanan Brachypodium
aksesyonlarinin kromozom morfolojisi, akrosantrik olan kromozom 5 harig, alt-

metasantrikten metasantrike olmak {izere varyans gostermistir.
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Filiz ve ark. (2009b)’nin yaptiklar1 bu ¢alismanin amaci, SRAP’a (Sequence Related
Amplified Polymorphism) dayali olarak Tirkiyenin farkli cografi bolgelerini temsil eden
Brachypodium diploid aksesyonlar1 arasindaki morfolojik ve filogenetik iliskileri
degerlendirmek olmustur. Benzerlik matrisi, SRAP primer kombinasyonlariin kullanildig:
boliimde kullanilan tiirler arasindaki yakin iligkiyi gostermis ve 120'si polimorfik olan 156
fragman bandi olusturmustur. Genetik uzaklik 0.03 ila 0.62 araliginda olmustur. Bitki
genotipleri, SRAP analizine dayali olarak iki ana kiime igerisinde gruplagsmistir. Yerel diploid
Brachypodium genotipler arasinda yiiksek seviyede ¢esitlilik olmustur. Brachypodium
distachyon'un yaklasik olarak 500 diploid genotipi, serada yetistirilmistir. Genotiplerin
fenotipik karakterizasyonunda ortalama boy 21 ila 52 cm arasinda olmustur. Tiiylii yaprak
yapisi tespit edilmis ve derecesine gore artan sirayla 1'den 5'e kadar siniflandirilmistir. Yaprak
rengi, acik yesilden koyu yesile dogru gruplandirilmistir. Govde yapisi da ¢ok dikten ¢ok
egige olmak iizere bir ekotipten digerine ¢esitlilik gdstermistir. Ik tohum iiretimi, en erken 7
ve en ge¢ 22 hafta olarak kaydedilmistir. Tiim diger karakteristikler gibi, tohum verimi de,
ekotipler arasinda farklilik gostermistir. Bd TR-4 en yiksek verime sahip olurken (ortalama
793 tohum/bitki), Bd TR-12 ¢ok diisiik verimi gostermistir (ortalama 4 tohum/bitki). 500
yerel Brachypodium genotipin ortalama niikleer DNA igerigi 0.67 ila 1.35 pg/2C araliginda
olmustur. Niikleer DNA iceriklerine dayali olarak genotipler, diploid, tetraploid ve hekzaploid

olarak {i¢ farkli ploid seviyesinde gruplandirilmistir.

Vogel ve ark. (2009b) c¢alismalarinda, Brachypodium’un bir model bitki olarak
avantajlarini ele alarak, bu sistemin bugday, arpa ve Lolium arastirmalarinda kullanimiyla
potansiyel uygulamalarim1 ag¢iklamaktadir. Bilim adamlar1 Brachypodium’u kolay
Agrobacterium aracili transformasyon yontemleri, BAC kiitiiphaneleri, fiziksel haritalar,
genetik haritalar ve germplasm kaynaklarini iceren giiclii bir model sisteme doniistiirecek,
genomik kaynaklarin gelistirilmesinde hizli bir ilerleme saglamislardir. Ayrica, tim genomun

4x taslagl yayinlanmis olup, 2009°da son 8x diizeneginin tamamlanmasi ongoriilmiistiir.

Drader ve ark. (2010) calismalarinda ekin tirleri Hordeum vulgare ile son yillarda
sekanslanan Brachypodium distachyon genomu arasinda onemli arpa hastaliklarina direng
gosteren genleri tasidigr bilinen bolgelere odaklanarak, bir syteny haritasi sunmuslardir.
Diren¢ genlerinin Brachypodium’da genlerin olas1 fonksiyon ve bigimini korudugunu
gosteren ortolog genlere sahiptir. Brachypodium’da arpa direng genlerinin veya ortologlu
direng¢ gen lokuslari, diren¢ geninin, c¢eltikte gozlenenin aksine, konumunu korudugunu

gostermistir. Brachypodium ile arpa arasindaki yiiksek seviyede synteny, celtikle arpa
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arasindakine nazaran Brachypodium sekansinin genis genomlu Triticeae iiyelerinden harita

temelli gen izolasyonunda yiiksek kullanim potansiyelinin bulundugunu gostermistir.

Febrer ve ark. (2010), bakterial yapay bir kromozom (BAC) Brachypodium
distachyon'un fiziksel haritasin1 ve BAC ug¢ dizileri (BES) kullanarak toplanan tiim genom
shotgun dizimi (WGS) ile entegre ederek tarif etmislerdir. Sonuglanan fiziksel harita 272 Mb
genom kapsayan 26 kontig icerir. Fiziksel haritadan BES, genetik bir harita entegresinde
kullanildi. Bu bagimsiz bir dogulama ve yaymlanmis WGS toplanmasinin dogrulanmasini
saglar. Haritalanmis BAC Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) denemelerinde yiksek
coziiniirliikle kromozomlar i¢in entegre fiziksel harita ve dizi toplanmalarini hizalamak i¢in
kullanilmistir. Fiziksel, genetik ve sitogenetik haritalar tiim genom shotgun ile entegre edildi.
Bu raporda, onlar, parmak izi BAC'm yaklasik olarak % 90'mi igeren 26 genis kontig ile 272
Mb hacimli genomunun 271 Mb'1 hesaplanan Brachypodium'un fiziksel haritasina bagli ikinci
bir yiiksek kaliteli, yiiksek kapsamali BAC'!n yapimini tarif etmislerdir. Brachypodium'un
genetik bir haritasi ile bu fiziksel haritanin gruplandirilmasinda fiziksel ve genetik haritalar
arasinda biiyiik oranda dogrusallik belirlenmis, bdylece genetik markdr ve rekombinasyon
bilgisi ve BAC dizilimiyle gen izolasyonunu temel alan harita i¢in kullanilan bir kaynak

saglayarak fiziksel harita toplanmasinidesteklemektedir.

Garvin ve ark. (2010) bu caligmalarinda, Brachypodium'un bir genetik baglilik
(linkage) haritasinin gelistirilmesi tarif edilmistir. Genetik bag haritast diploid Brachypodium
Bd3-1 ve Bd21 hatlart arasindaki melezlemeden elde edilen F2 popilasyonu ile
gelistirilmistir. Harita, Brachypodium'dan basit dizi tekrar1 (SSR), diger bugdaygil tlirlerinden
ifade edilmis dizi etiketleri (EST), BAC (Bacterial Artificial Chromosome) ve COS
(Conserved Orthologous Sequence) markorleriyle doldurulmustur. Harita 1396 cM
uzunlugundadir ve 20 baglilik gurubu arasinda dagilim gosteren 139 markor lokusu igerir.
Baglilik guruplarinin 5'i 100 cM'i ge¢mis ve en genisi 231 cM olmustur. Diger bugdaygiller
ile karsilastirmal1 yapisal genomik ¢alismalarda rapor edilen benzer diizenlemelerde oldugu
gibi, Brachypodium baglilik haritast ve c¢eltik genom dizisi arasinda esdogrusallik

degerlendirmesi, iki genom arasindaki makrosintenin 6nemli bdlgelerini aciga ¢ikarmistir.

Mokhtarpour ve ark. (2010)’nin bu calismadaki amaglari, yaprak boyundan ve
eninden olmak {izere misir bitkisinin yaprak alanmi (LA), taze yaprak agirhgin (LFW) ve
kuru yaprak agirhgm (LDW) hesaplayacak denklemleri gelistirmektir. Denklemlerin

dogrulugu, cesitli ekim sikliginda, bitki biliylime asamalarinda ve ekim tarihlerinde misir
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bitkisi iizerinde test edilmistir. Yaprak bolgesini hesaplamak icin gelistirilen denklem, diger

calismalardan elde edilen denklemlerle karsilastirilarak test edilmistir.

Ozkan ve ark. (2010), yabani bugdaylarm diploid ve tetraploid dogal
popiilasyonlarinda C-degerinin tiirler i¢i ve arasi varyasyonlar1 ile genom hacmi ve habitat
faktorleri arasindaki iliskiyi incelemislerdir. 41 diploid ve tetraploid yabani bugday
populasyonunu temsil eden 376 tek bitkinin 1C ¢ekirdek DNA igerigi flow sitometri
metoduyla (FMC) saptanmis, cografik ve biyoklimatik degiskenlerle iliskilendirilmistir.
Varyans analizi esas alinarak diplod ve tetraploid Triticum tiirleri arasinda 6nemli farkliliklar
belirlenmistir. T. boeoticum ve T. dicoccoides popiilasyonlari arasindaki farklilarin
istatistiksel olarak 6nemli bulunmus ve T. araraticum disindaki popiilasyonlar arasindaki
izolasyon desteklemektedir. Bununla beraber bireyler arasindaki varyasyon istatistiksel olarak
onemli degildir. T. boeticum (0.143 pg; 2.32%), T. dicoccoides (0.314 pg; 2.49%) ve T.
araraticum (0.116 pg; 0.98 %) popiilasyonlar1 arasindaki maksimum genom boyutu
farkliliklar1 bu tiirlerdeki genom sabitligini desteklemektedir. T. boeoticum and T. dicoccoides
icin popiilasyonlar arasi varyans ile cografik ve biyoklimatik degiskenler arasinda 6nemli bir
korelasyon yoktur. Yazarlara gore, potansiyel olarak aktif birgok Retro elementin varligina
ragmen, kendi dollenen yabani Triticum tdrlerinin genom boyutunun genellikle sabit oldugu
sonucuna varilabilir. Dogal habitatlarinda yabani bugdaylar1 ayirt etmek olduk¢a zordur.
Bununla beraber, FCM teknigini kullanarak dort tiiriin hepsi kolay, hizli ve agik bir sekilde
ayirt edilebilirler.

Schmider ve ark. (2010)’nin ¢alismalarmin konusu, normal sekilde dagitilmis bagl
bir degiskenin varsayiminda sapmalara karsi tek degiskenli tek yonlii sabit etkili degisim
analizinin (ANOVA) saglamligin1 deneysel olarak incelemektir. Bu, temel popiilasyonlara
analizler uygulayarak test edilmistir. Her bir popiilasyondaki birey degerlerinin dagilimi,
normal dagilimdan 6nemli derecede farklilik gostermistir ve Monte Carlo simiilasyonlarinin
yontemi ile elde edilmistir. Sonuglar, normal olmayan sekilde dagitilmis verilerin

uygulanmasi altinda ANOV A saglamligi i¢in gii¢lii destek vermistir.

Schwartz ve ark. (2010) yaptiklar1 bu ¢alismayla sicaklik ve 151k 6zelliklerine bagl
olarak Tiirkiye, Ispanya ve Irak kokenli dogal Brachypodium aksesyonlarinin gigeklenme
stiresi degiskenligini incelemislerdir. Her iki gevresel parametredeki degisiklikler, verilen
aksesyonun ciceklenme slresini biiyiik 6l¢iide etkilemis ve dogal Brachypodium aksesyonlari

yaygin sekilde kislik ve yazlik tek yillik bitkiler igerisinde gruplandirilmistir. Cigeklenme
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sresi B. distachyon 24 dogal aksesyonu i¢in analiz edilmistir. Vernalizasyon, aksesyonlar igi
ve arasl varyasyonda, ¢ogu aksesyon i¢in ¢iceklenmenin gerekli oldugu giin sayisinda bir

azalmaya yol agmustir.

Tahernezhad ve ark. (2010) Iran’mn degisik vilayetlerinde topladiklar1 Aegilops
tauschii’nin 28 aksesyonunda 16 morfolojik 6zellik ve 19 SSR markdrleri kullanilarak
genetik  varyasyonlar  degerlendirilmistir.  Diskriminant fonksiyon analizi orijinal
gruplandirilmis olgularin %67.9’nun dogru siniflandirildigint géstermistir. Faktor analizi ise
tic faktoriin toplam varyasyonun %66.49’unu acikladigini gostermistir. Kiime analiziyle
ortaya cikarilan {i¢ kiimenin cografik dagilimlariyla uyumlu olmadiklar: tespit edilmistir. 19
microsatellit kullanilarak 208 allel belirlenmistir. Her lokus igin allellerin ortalamasi
10.94°tiir. PIC’in toplam ortalamasi 0.267’dir. Genotipler UPGMA yontemiyle
kiimelendirilmistir. Aksesyonlarin morfolojik kiimeler ve cografik bolgelerle eslesmedikleri
tespit edilmistir. Toplam varyasyonun %351.2’°sinin temel bilesenlerle ilgili olduklar tespit

edilmistir.

Uluslararas1 Brachypodium inisiyatifi (IBI) (2010), bu takim calismasinda IBI,
Pooideae alt familyasinin dizi analizi yapilan ilk iiyesi olan yabani bugdaygiller
Brachypodium distachyon'un (Brachypodium) genom dizisini tanimlamistir. Diploid
kendilenmis hat Bd21’in tiim genom shotguni kullanilarak dizi analizi yapilmistir. Dizi
analizinde bes psddo-molekiil, flow sitometri ile Olgiilen aralik icerisinde 272Mb uzunluk
(span) gostermistir. Toplanma, sitogenetik analiz ve iki fiziksel harita ve dizilenmis BAC'h
siralama 1ile onaylanmistir. Agiga ¢ikan dizi etiketlerinin(tags) (EST'ler) %98'den fazlasi, dizi
birlesimi, yakin-tam genom ile uyumlu olarak haritalanmistir. Diger bugdaygillerle
karsilastirildiginda Brachypodium genom, sentromer ve sintenik kirilma noktalarinda
yogunlagan retrotranspozanlarla ¢ok kompak oldugunu tespit etmisler. DNA transpozonlar1 ve
tirevleri genis sekilde dagilmis olup, esasen gen zengini bdlgelerle iliski icinde oldugu

sonucuna varmiglardir.

Brkljacic ve ark (2011), bu inceleme makalesinde, Brachypodium distachyon ve
diger “model” bitkiler arasinda bir karsilastirma sunulmakta; bugdaygiller ve serin iklim
tahillar1 i¢in bir model bitki olarak Brachypodium'un neden 6nemli oldugu detayli olarak
aciklanmaktadir. Yiiksek kaliteli Brachypodium genom dizini taslagi, dogal aksesyonlar ve
kendilenmis hatlar, T-DNA mutantlari, TILLING ve arastirmacilara agik mikrodizileri dahil

Brachypodium arastirmasi ile ilgili mevcut internet kaynaklarinin arastirmacilarin ulagimina
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acik oldugu rapor edilmektedir. Model bir bitki olarak Brachypodium'un 6nemini, tohum

dizilerinin artan sayis1 ve simdiye kadar yaymlanan makaleler desteklemektedir.

Huo ve ark. (2011) c¢alismalarinda, SNP (Single Nucleotide Polymorphizm)
kullanarak Bracyhpodium'un bir genetik bag haritasin1 ve 476 bireylik popiilasyonun bir F2
haritasin1 gelistirmilerdir. SNP tek kopya yeniden dizilim hedeflenerek belirlenmistir.
[llumina Golden Gate platform kullanarak, Brachypodium'un 5 kromozomuna tekabul eden 5
baglanti gurubu i¢inde 558 markdr kullanilmistir. Genel olarak 1.598 ¢M (centi Morgans)
olan toplam genetik harita uzunlugu, Brachypodium’un haritalanan popiilasyonununda yiiksek
bir rekombinasyon oranina sahip oldugunu gosterir. Genom o&zellikleri igin genetik harita
karsilagtirildiginda, rekombinasyon oraninin gen yogunlugu ile pozitif iliskili ve sentrometrik
tekrarl1 dizili konulan ankestral kromozom fiizyon yeri ve tekrarlanan bolgelerle negatif iliski
icinde oldugu bulunmustur. Yiiksege karsi diisiik rekombinasyon oranlar ile bitisik genom
bolgelerinin bir kiyaslanmasi intersipesifik synteny ve rekominasyon orani arasinda pozitif bir

korelasyon meydana getirmistir.

Jaroszewicz ve ark. (2011) yaptiklar1 bu c¢alismada, DNA diizeyinde varyasyon
modellerini, kromozomlari, bitki morfolojisini ve bunlarin Brachypodium distachyon
tizerindeki i¢ iliskilerini incelemislerdir. Akdeniz ve Iran-Turan bdlgesinden, (¢ yeni
seleksiyon yaninda, 18 aksesyonun hepsinin B. distachyon'daki RAPD profilleri, kok
mitozlarinin sitogenetikleri, kaba morfolojileri ve mikro yapilar1 incelenmistir. Skorlanan
RAPD banttan 309 tanesini polimorfik (%96) bulmustur. Tiim primerler i¢in beklenen
ortalama gen ¢esitliligi (Hi) 0.220 olmustur ki bu Asya-Avrupa kokenlilerde tespit edilen
varyasyona yakindir. UPGMA dendrograminda, aksesyonlar cografi bolgelerine gore
kiimelenmemistir. Sitogenetiklerde yiiksek degiskenlik tespit edilmistir. Vegetatif biiyiime
stiresi biiylik gesitlilik gostermistir. RAPD modelleri ve morfolojisi arasinda bariz baglanti
tespit edilmistir. Tiir i¢i birimlerin (kendilenmis hatlarin) dogal seleksiyonundan iyi bir temel

olusturan bitkinin tiim incelenen 6zelliklerinde yiiksek varyasyon dikkat cekmistir.

Luo ve ark. (2011) Brachypodium dogal koleksiyonundan 57 bitkinin kurakliliga
tolerans1 6lgmek igin serada sartlarinda iki deney gerceklestirmistir. Temel bilesenler analizi
(PCA) klorofil fliiorans (Fv/Fm) ve kuraklik stresinde yaprak suyu miktarindaki azalmanin,
toleransli ve hassas aksesyonlari smiflandirmak i¢in kullanilan fenotipik varyasyonun
cogunun nedeni oldugunu gostermistir. Kuraklik toleransinda, 3l toleransh, 16°s1 orta

toleransli, 32°si hassas ve 6’s1 ¢ok hassas olmak iizere bir birinden farkliliklar gosteren dort
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grup aksesyon tespit edilmistir. Toleranshi grup az solmus yaprak solmasi, Fv/Fm ve LWC’de
cok az azalma gosterirken, ¢ok hassas gruplar asir1 yaprak solmasi, Fv/Fm ve LCW’de asir1
azalma gostermistir. Kuralik stresi seker konsantre ¢ozeltili toplam su (WSS) miktarimi
artirmis, fakat degisik aksesyon gruplari arasindaki bu artista bir farklilik tespit edilmemistir.
Onlara gore, kuraklik stresine kars1 gosterilen genis fenotipik varyasyon kuraklik toleransinin

karmasik 6zellikleri icin 6nemli olan gen ve alleleri belirlemek igin kullanilabilir.

Mur ve ark. (2011) bu inceleme makalesinde yazarlar, Brachypodium'un gincel
durumunu ve bir dizi biyolojik 6zelliklerinin nasil incelenecegini tanimlamislardir. Ayrica
daha biiylik tahillarin ve yem bugdaygillerinin genomik analizini kolaylastirdigindan
Brachypodium'u bir model tiir olarak tekrar degerlendirmislerdir. Ilk énce Brachypodium
genomunun, genis serin iklim tahil genomlar i¢in bir referans olabilecegini ve ikinci olarak
gen fonksiyonunu hizli tespitinde fonksiyonel bir genomik model olarak daha degerli
olabilecegini diisiinmiislerdir. Bu baglamda Brachypodium'un dogasinda olan biyolojik
ozellikler, onu, tiim bugdaygiller icin yararli bir model haline getirmektedir. Ayrica
Brachypodieae, su ana kadar yiiriitiilen tim molekiiler filogenetik ¢alismalarda Triticeae—
Bromeae ve Aveneae—Poeae familyalarinin soguk iklim tahillarin1 ve yemlerini iceren yakin
zamanda evrim geciren ana pooid bugdaygillerinin kardes oldugunu gostermistir. Son olarak,
hizla yok olan gilinlimiiz ekin tiirlerini kullanmanin genomik giicliiklerini goz Oniinde
bulundurarak, model, yart model ve gerektiginde ekin tiirlerinin kullandig1 arastirmada
cogulcu yaklasimi Onermektedirler. Boyle bir strateji Brachypodium'un sahip oldugu
fonksiyonlarin hem bugdaygiller ve tahil genomlarini birlestirmek hem de onlar1 agiklamak
i¢cin de kullanilabilmesi karsilastirmali genomik yaklasimlar1 artirabilecektir. Ac¢ikgasi bir tiir,
tim biyolojik 6zelliklerin bir modeli olarak yeterli olamaz, fakat Brachypodium bunun
istisnast olmaya yakindir. Bazi 6nemli tahil patojenleri i¢in bir ana model olarak hizmet
gorebilir, hiicre duvar1 yapilar1 ve biyo-sentez &zellikleriyle biyoyakit ekinlere model olabilir
ve tahil gelisimini incelemek i¢in kullanilabilir. Daha da 6nemlisi yetisme kolaylig1 ve kiiciik

yapisi, diisiik maliyetli, fakat {izerinde calisilacak ytliksek kazancl tiir kilmaktadir.

Razali ve ark. (2011) calismalarinda formal normallik testlerinin guicunin ne
oldugunu, normallik varsayimmin ne zaman ihlal edildigini, parametrik testlerde hangi
sonuglarin gegersiz ve giivenilmez yorumlara ve ¢ikarimlara yol actigini incelemislerdir. Bu
makale, dort formal normallik testinin giiciinii karsilastirir: Shapiro —Wilk testi, Kolmogorov-
Smirnov testi, Lilliefors testi ve Anderson-Darling testi. Sonuclar, Shapiro-Wilk testinin, en

giiclii normallik testi oldugunu, ardindan Anderson-Darling testinin, Lilliefors testinin ve
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Kolmogorov-Smirnov testnin geldigini gostermektedir. Ancak, tiim dort testin giicii, az

sayidaki ornekler i¢in hala disiiktiir.

Sonah ve ark. (2011)’nin bu arastirmalarinda tek g¢enekli (Brachypodium, stplrge
daris1 ve c¢eltik) ve iki ceneklilerde (Arabidopsis, Medicago ve Populus) mikrosatellit
dagiliminin bir genom c¢apinda analizi gerceklestirilmistir. 6 bitki tlrdnin tim genom
dizisinde 797863 basit dizi tekrar1 (SSRs) tespit edilmistir. Ayrica, Mb basina 101 SSR
markor frekansiyla, e-PCR ile dogrulanan 22879 SSR markor seti gelistirilmis ve ilk defa
Brachypodium’daki farkli kromozomlarda haritalanmistir. 55 markoriin+ deneysel
dogrulanmasi, 16 Brachypodium aksesyonunda SSR markdrlerinin %80 oraninda basarili
amplifikasyon gostermesini saglamigtir. Bu genom capli markdrlerin ¢evrimigi bir veri tabant
“BraMi”(Brachypodium mikrosatellit markorleri) gelistirilmis olup, arastirmacilarin

kullanimina agilmastir.

Wolny ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada, 5 temel kromozom igeren bir diploid tiru
olan serin iklim tek yillik bugdaygil olan Brachypodium distachyon’un, tipik olarak temel
kromozom sayilarina 8 veya 9 olan diploidler ile birlikte ¢cok yillik ve ¢ogunlukla poliploid
olan bu cinsin, diger Avrasya tiirlerinden dikkat cekici bir sekilde farkli oldugunu
belirlemislerdir. Daha 6nce filojenler, B.dystachyon’un 12 temel kromozom sayili tropik
bugdaygiller olan ¢eltik ile bir kromozom iizerinde genis dl¢iide gen dizilimini koruduklarini,
B. distachyon cinsinin evriminde diger tiirlerden erken ayrildigii = gostermistir.
Caligmalarinda, B. distachyon'un, ¢ok yillik Avrasya allopoliploidlerden herhangi birisinin bir
bileseni olarak goriilmemesine ragmen, ata kokeninden tiir aras1 melezleme igeren homoploid
kokene sahip olabileceginin kanitin1 sunmuslardir. Sitogenetik yaklasimi kullanarak

Brachypodium'daki disploidinin, basit bir gegis izlemedigini gostermislerdir.

Bragg ve ark. (2012), daha once gelistirdikleri Agrobacterium tumefaciens aracil
yuksek verimli transfromasyon protokoliinii daha da gelistirerek 8,49 Brachypodium T-DNA
hatlar1 elde etmislerdir. Mutantlarda DNA’y1 ¢evreleyen ekleme alanlarini sekanslamak i¢in
ters PCR kullanmiglardir. FSTs (Flanking Sequence Tag-Cevreleyen Dizi Etiketleri)
kullanarak Brachypodium genomunda 4402 T-DNA mutanti1 5285 0zel ekleme bolgesine
(ISs) baglamay1 basarabilmislerdir. Baglanan ISs’lerin %29’u birden fazla FSTs ile
desteklenmistir. T-DNA eklemeleri total genoma 19.3 ekleme/Mb ortalamasiyla yayilmistir.
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Catalan ve ark. (2012) bu disiplinler aras1 g¢alismayi, ii¢ sitotipin temsili ornekleri
tizerinde evrimsel iligkileriyle kdkenlerini arastirmak ve ayr tiirleri temsil edip etmediklerini
izah etmek icin yiiriitmiistiir. 15 secilmis fenotipik 6zelliklerin istatistiksel analizleri, 36 hat
veya popiilasyondan bireyler i¢in yapilmistir. Sitogenetik analizler, flow sitometri, FISH,
genomik GISH ve ¢oklu DNA dizi analizi problariyla ve CCP yoluyla gerceklestirilmistir.
Filogenetik analizler, ayrilma zamanlar1 ve evrimsel oranlari hesaplanmis olan farkli
Brachypodium soylarindan iki plastide (ndhF, trnLF) ve bes niikleer (ITS, ETS, CAL, DGAT,
GI) gene dayandirilmistir. Bu ¢alismadaki disiplinler aras1 yaklasim, B. distachyon'un (g
sitotipinin, tek bir tiirtin degiskenlik araligina diisen otopoliploid serisi ile ama daha ¢ok her
biri tiir smifina bagh iyice farklilagsmis li¢ takson ile uyusmadigini agik bir sekilde
kanitlamistir. Filogenetik analiz, 2n=20 ve 2n=10 sitotiplerin, sirastyla 2n=30 sitotip maternel
ve paternel genom dondrleri olan iki bagimsiz soydan ortaya c¢iktigini kanitlamistir. 2n=20
soyu, ve 2n=10 soyundan ve biitiin ¢ok yillik ana Brachypodium tirlerden daha eskidir ve
belirgin sekilde daha hizli mutasyona ugramistir. Sitogenetik ve molekiiler veriler, iki diploit
B. distachyon 2n=10 ve 2n=20 sitotiplerin, tiretilen allotetraploid 2n=30 sitotipin kdkenine
katilan farkli tiirleri gosterdigi yoniinde hemfikirdir. Morfoanatomik veriler iki diploit
arasindaki fenotik farkliliklart gostermistir; elde edilen allotetraploid kendi fenotik
niteliklerinden bazilarin1 korurken, bazilari da ebeveynlerinden biriyle paylasmaktadir. Ug
B. distachyon sensu lato sitotipi arasinda tespit edilen onemli fenotipik, sitogenetik ve
molekiiler farkliliklar, ti¢ farkli tiirde taksonomik ayrigmalarini saglayan bu kompleks
igerisindeki ana tiirlesme siireglerinin gostergesidir. 2n=10 sitotipi i¢in B. distachyon adi
korunurken, iki yeni tiir 2n=20 ve 2n=30 sitotipleri i¢in sirasiyla B. stacei ve B. hybridum

adlar verilmistir.

Ghasemi ve ark. (2012) yaptiklar1 caligmada; normallik varsayimin, gegerlilikleri ona
bagl oldugundan, ¢ogu istatistiksel islemin, yani parametrik testlerin kontrolii i¢in gerekli
oldugunu bildirmislerdir. Simetri (¢arpiklik-skewness) ve sivrilik (basiklik-kurtosis) eksikligi,
dagilimin normalden sapabilecegi iki ana yoldur. Bu parametreler ile ilgili degerler, normal
dagilimda sifir olmalidir. Bu degerler, z-skoruna doniistiiriilebilir. Az sayidaki orneklerde,
1.96'dan daha blytk veya daha kigik z-skoru degerleri, verilerin normalligini olusturmak
icin yeterlidir. Ancak kii¢iik standart hatalarin oldugu ¢ok genis sayidaki érneklerde (200 veya
daha fazla), bu kriter, = 2.58 olarak degistirilmelidir ve ¢ok biiylik 6rneklerde higbir kriter
uygulanmamalidir (yani basiklik ve carpiklik onem testleri kullanilmamalidir). Ayrica

normallik icin kullanilan en popiiler testin, yani, Kolmogorov-Smirnov testinin, diisiik
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performansindan dolayr artik kullanilmamasi gerektigi sonucuna varmislardir. Normalligin
hem gorsellik hem normallik testleri yoluyla degerlendirilmesini tercih etmektedirler. Bu

nedenle de SPSS paket programinin sagladigi Shapiro-Wilk testi cok tavsiye edilmektedir.

Giraldo ve ark. (2012)’nin bu ¢alismasi, ti¢ Brachypodium tariinin her birini
karakterize etmek igin standart sitotipleme yonteminin (yani kromozom sayimi ve flow
sitometri) yerini alabilecek PCR-bazli alternatif bir yaklasim bulmak amaciyla yapilmistir.
Arastirmacilar, Balearic ve Kanarya Adalar1 dahil ispanya'daki cesitli lokasyonlardan 83 B.
distachyon-tipi hatlarin1 dort mikrosatellit (SSR) markérii ile birlikte analiz etmislerdir.
Hatlarin setleri igerisinden 64 tanesi 10, 4 tanesi 20 ve 15 tanesi 30 kromozoma sahiptir.
Incelenen markérleri, sitotip-spesifik SSR profilleri olusturmustur. Bu yiizden tek bir
amplifikasyon drund, 2n = 10 ve 2n = 20 sitotipleri arasinda 6rtiismeyen allelik araliklariyla
diploid orneklerde olusmustur. Soyle ki: biri, diploid sitotiplerin herbirinin biiyiikligi
araliginda olmak tizere iki bant, 2n = 30 hatlarinda amplifikasyon gostermistir. Ayrica, SSR
ALB165 ile birlikte elde edilen kayda deger boyut farkliligi, agaroz jel elektroforezi yoluyla

Brachypodium'un tanimlanmasina izin vermistir.

Guillon ve ark. (2012)’nin bu g¢alismasi tahillarin tane gelisimi ve dolumu igin
Brachypodium distachyon'un model bitki olarak kullanimin1 amaclamistir. Bd-21-3
aksesyonunun tane gelisimi siiresince morfolojik, sitolojik ve protein, yag, seker, nisasta ve
hiicre duvar1 analizi gibi biyokimyasal verilerde toplanarak degerlendirilmistir. Bu ¢aligma,
Brachypodium'un karyopsiste 3 temel gelisme doneminin olusumunu ve Brachypodium'un
tane gelismesinin genis olarak tarif edilmesini vurgulamaktadir. Morfogenesis olarak
adlandirilan ilk donemde, embriyo fertilizasyondan sonra (DAF) yaklasik olarak 18 giinde
hizli olarak geligmistir. Ayn1 donem boyunca endosperm gelismis, sonug¢ olarak tane
hacminin % 80'" olusmustur. Olgunlagsma donemi boyunca karbonhidratlar genel olarak
endospermde sukrozdan nisastaya doniiserek siirekli olarak depolanmustir. B-glukanlarin
bityiik miktar1 birikimde lokal varyasyonlar ile endospermde birikmistir. Ilging bicimde diger
tahillarla nazaran Brachypodium'da yeni b-glukanlar bulunmustur. Proteinler (globulinler ve
prolaminler gibi) 15 DAF tan yukarisinda daha fazla miktarda bulunmustur. Bu proteinler
Pooideae'da genel olan, celtikte de bulunan iki farkli alt hiicresen (sub-cellular) yapida
depolanmistir. Gelismenin son donemleri boyunca, kuru madde oldukga sabit kalirken tane
kurumustur. Brachypodium tahillara gére bazi 6nemli farklar sergilemektedir. Tane gelisimi
boyunca beta-glukan birikir ve bu hiicre duvari polisakkariti nisastaya doniisen temel depo
karbonhidratidir.
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Li ve ark. (2012), tarimsal olarak onemli bugdaygiller i¢in bir model tiir olarak
potansiyelinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in Brachypodium'da IRIP (ice recrystallization
inhibition protein) genleri, FST (fructosyltransferase) genleri ve pekcok CBF (C-repeat
binding factor) genleri ailesinin evrimi ve korunmasi ¢aligmalari i¢in karsilastirmali analizleri
kullanmislardir. Brachypodium distachyon, 6zel gen ailesi genislemesi sayesinde evrimlesen
soguga duyarli IRIP genlerini icerir. Brachypodium distachyon'da CBF4 homologlari
genomda bulunmazken, genis bir soguga toleransli CBF3 alt familyas1 tespit edilmistir.
Fruktan akiimiilasyonuna sebep olan diisiik sicaklik ve B. distachyon'da olmayan tipik ana
Pooideae alt familyasindaki FST-motifleri kodlanmis FST gen homologlari, ana Pooideae
tirlerinin ile kiyaslanan B. distachyon'da bariz bir sekilde farkli olmustur. B. distachyon'un,
baslica Pooideae tiirlerinin diisiik sicakliga toleransi i¢in 6zel molekiiler mekanizma igin
ilging bir model olarak yararlanilabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, diisiik
sicakliga toleransi iceren anahtar genlerin evrimlesme tarihinde baslica Pooideae tiirleri ve
Bracyhpodium'da farkli olmustur. Bu farkliliklar, tarimsal olarak baslica Pooideae tiirlerinde

biitiinsel ¢alismalar i¢in bir model olarak B. distachyon'un kullanimi sinirlamaktadir.

Lopez-Alvarez. (2012) bu yayinda, tamamlayic1 plastid (trnLF) ve nikleer lokus
(ITS, Gl)'nin standart DNA sekanslarini kullanarak hizli, dogru ve otomatiklestirilebilir tur
tanima yonteminden olusan bir DNA barkodlama yaklagimini tasarlamaktadir. Yiiksek
derecede homojen, fakat ¢ok farkli B. distachyon ve B. stacei diploidleri, direk trnLF (% 2.4),
ITS (% 5.5) veya GI (%3.8) sekans ayrigsmasi kullanilarak kolay olarak ayirt edilebilmistir
(teshiste % 100 basar1). Buna gore, B. hybridum, trnLF + ITS sekanslar1 kombinasyonunun
kullanimiyla (teshis basarisi %90) veya allopolliploidinin bulundugu iki ebeveyn sekansi
arasinda % 5.4 ve % 4 oraninda sapma goriilen klonlanmis GI sekanslartyla (%96.7) agik
olarak tanimlanabilmistir. Onlarin sonucglarina gore; bu veriler birbirlerine yakin olan bu
tirlerin birbirlerinden ayrilmasinda tarafsiz ve etkili bir barkodlama saglamaktadir. Bu
prosediir, model bitki ve onun baglasiklarinin bazi yanlis siiflandirilmalariyla sonuglanan
morfolojik veya flow sitometri teshisine bagli olan metotlardan olusan taksonomik
belirsizligin {istesinden gelinmesini saglamaktadir. Onlarin c¢aligmasi, allotetraploid B.
hybridum ya anne ya da baba ebeveynlerin rol oynadig1 B. distachyon ve B. stacei bitkilerinin

iki yonlii melezlenmesinden sonuclandigini géstermistir.

Manzaneda ve ark. (2012) arastirmalarinda, Iberya Yarimadasin’da kurakliga
egilimli bolgelere dagilan 57 dogal popiilasyonda serin iklim yillik bugdaygillerden

Brachypodium distachyon’un sitotip dagilimini incelemek igin flow sitometri ve kdk ucu
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peltelerini (root-tip squashes) kullanmislardir. Ayni zamanda cevresel kuraklik, ploidi ve
kuraklik toleransinin varyasyonu ve kurakliktan kaginma (Ciceklenme zamani) ozellikleri
arasindaki baglant1 incelenmistir. Bu tiir igerisinde diploidlerin (2n=10) ve allotetraploidlerin
(2n=30) dagilim1, kurakliga egilimleriyle iliskilendirilerek Iberya Yarimadasi iizerinde cografi
olarak gosterilmistir. Cografi ve yiikseklik etkilerinin kontrol edilmesinden sonra kuraklik ile
poliploidizasyon olusumu arasindaki iliski devam etmistir. Su kullanim yeterliligi ploidi
diizeylerinde degisiklik gostermektedir, tetraploitler su kullaniminda kisitli suyla yetisme
kosullar1 altindaki diploidlerden daha yeterli olmuslardir. Sonuglar, kurakligin, sitotip
segrasyonun olasi adaptif kokenine isaret ederek, B. distachyon'da polidiploid olusumunun

onemli bir belirleyicisi oldugunu gostermistir.

Tuna M. (2012) flow sitometriyi, siispansiyon halindeki hiicre veya partikiillerin sivi
bir akis sistemi igerisinden tek tek gegerken optik 6zelliklerine gore analiz edildigi bir metot
olarak tanimlamigtir. Verdigi bilgiye gore, ilk defa otomatik kan hiicresi sayimi ve analizi
cihazi baslikl1 bir makaleyle 1956 yilinda tip camiasina duyurulmustur. Onceleri sadece kan
hiicrelerinin analizinde kullanilirken, teknolojik gelismeler ve yeni florasan boyalarin
gelistirilmesi ile tip bilimi yaninda yasam bilimlerinde de vazgecilmez bir aragtirma ydntemi
olmustur. Flow sitometri bitki hiicre ve organellerinin analizinde ¢eyrek asirdir kullanilmakta
olup, her gecen giin yayginlagsmaktadir. Ancak bitkilerde genis kullanim potansiyeline sahip
olmasina ragmen, bugiine kadar en sik ¢ekirdek DNA analizinde kullanilmistir. Cekirdek
DNA igerigi hem bitkinin hiicreleri arasinda, hem de ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda
degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir. Baglangigta ¢cekirdek DNA
icerigi kimyasal analiz ve mikrodensitometri metotlariyla belirlenmekteyken, flow sitometri
yiikksek hizi ve hassasiyeti nedeniyle cekirdek DNA analizlerinde tercih edilen metot

olmustur.

Emanuelli ve ark. (2013) yaptiklar1 bu ¢alismada, yabani akrabasi V.vinifera ssp.
sylvestris ile tiirleraras1 melez gesit ve anag olan kiiltiirlenmis asma V.vinifera ssp. sativa’nin
2.273 aksesyonundaki 22 ortak mikrosatellit lokus ve 384 tek nikleotid polimorfizmde
(SNPs) molekiiler gesitlilik modellerini arastirmislardir. Toplam germplasm koleksiyonundaki
genetik cesitlilik ortalamasi, beklenen heterozigotlukla dlciilebildigi kadar, SSR lokuslarinda
(0,81) SNPs (0,34)’den daha yiiksektir. Asma gen kaynagi koleksiyonundaki genetik yap1
analizleri katmanlagsmanin bazi seviyelerini ortaya ¢ikarmistir. Arastirmacilarin elde ettikleri

sonuglar, genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisint degerlendirmek i¢i markor sistemlerinin
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yeterli oldugunu, microsatellitlerin de c¢ekirdek koleksiyonu olusturmak igin elverisli

olduklarini ortaya koymustur.

Harsant ve ark. (2013) calismalarinda Brachypodium distachyon’un iki hattinda
(Bd21 ve Bd21-3) hasat indeksine (HI) katki saglayan morfolojik bilesenlerle HI’deki yiiksek
sicagligin etkisini arastirmistir. 24°C’den 32°C’ye yiikselen sicaklik artisinin sap sayisinda
azalmaya neden oldugu, ancak sap basina ek dal sayisi {izerinde bir etkisi olmadig1 tespit

edilmistir.

Huan ve ark. (2013) ¢alismalarinda, RNASeq, vernalize, post-vernalize ve vernalize
olmayan Brachypodium distachyon (L.) Beauv. fidelerini transkripton analizi igin
kullanilmistir. Toplamda 1,665 gen ekspresyonu, vernalizasyona bagli olarak Onemli
degisiklikler gostermistir. Bunlar arasinda vernalizasyona sabit bir tepki veren 674 varsayilan
vernalizasyon-bellek-iliskili gen, transkriptonal diizenleme biyolojik slrecinde belirgin
sekilde zenginlesmistir. Sonugta bu ¢alisma, Brachypodium'daki transkriptonal seviyede
cesitli varsayilan vernalizasyon-bellek-iligkili geni tanimlarken; Brachypodium ve arpa
arasindaki karsilastirmali analiz de, vernalizasyon bellegi agisindan bazi korunmus ve tiire
Ozgii ozellikleri tanimlamistir. Elde ettikleri sonuglar, Brachypodium vernalizasyon iligkili
genlerin muhtemelen dahil edildigi metabolik yollar1 kavramay: saglamakta ve diger iliskili
bitki tarleri icerisinde gelecekteki fonksiyonel arastirma igin yararl ipuglar1 saglayacak olan
vernalizasyon diizenleme mekanizmasinda Brachypodium ve arpa arasindaki ¢esitli

farkliliklarina isaret etmektedir.

Oney (2013)’in doktora tezinde, yeni bir model sistem olarak secilen Brachypodium
distachyon (L.) P. Beauv. (Poaceae) tiiriiniin {ilkemizin dogal florasinda yayilis gosteren 110
farkl1 lokasyonuna ait aksesyonlar1 sitogenetik (nuklear genom biiyiikliigii, ploidi diizeyi,
mitotik kromozom sayis1) ve morfolojik acidan (bitki boyu, gelisme formu, tohum boyu,
kilgik uzunlugu, tek tohum agirligi, bin tane agirlifi, basak ve basakeik sayisi) karakterize
edilmistir. Flow sitometrik analizlerin sonucu olarak, 110 farkli alandan toplanan B.
distachyon populasyonlarinin 77’sinin diploid, 33’liniin tetraploid oldugu belirlenmistir.
Diploid ekotiplerin 0.74 pg (2C) genom biiyiikliigiine, tetraploid ekotiplerin ise 1.44 pg (2C)
genom biiytikliigline sahip olduklar: tespit edilmistir. Buna gore ploidi seviyesi belirlenmis
olan 77 diploid aksesyonun 6’sinin polisomik (0.81-0.92 pg/2C), 33 tetraploid aksesyonun
15’inin ise hipoploid (1.01-1.26 pg/2C) oldugu sonucuna varilmistir. Bu da calisilan

aksesyonlarin %70 oraninda diploid olduklarini gostermektedir. Ayrica toplanan aksesyonlar
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deniz seviyesinden yiikseklik artisginin genom blytikligii ile iligskisi dikkate alinarak
degerlendirildiginde 2C genom biiyiikliigiine sahip diploid aksesyonlarda 0-300 m yiikseklige
kadar total genom miktar1 yiikseklik artisiyla pozitif bir korelasyon igerisindeyken 300 m
yiikseklikten sonra ylikseklik artigina bagli olarak total genom miktarinin azaldigi tespit
edilmistir. 4C genom biiyiikliigiine sahip tetraploid aksesyonlarda ise diizenli bir artis ya da
azalis gozlenmemistir. Yapilan morfolojik karakterizasyon sonucunda ozellikle Akdeniz
Bolgesinde yayilis gosteren diploid ekotiplerin kisa boylu (5-18 cm), ciliz, cevresel
kosullardan kolaylikla etkilenebilen ve dik bir gelisme formuna sahip, basak ekseni
tizerindeki tohumlarin dizilisi seyrek, acik sari renkte, tohum boylar1 6.11-8.54 mm
araliginda, kil¢ik uzunluklart 6.82-14.41 mm aralifinda, kiiciik yapili, basak sayilarinin 1-4
adet basake¢ik sayilarinin 1-6 adet arasinda degisiklik gosterdigi kaydedilmistir. Tetraploid
ekotiplerin ise bitki boyu diploid ekotiplerden 2-3 kat daha fazla (18-33 c¢m), dik, yar1 yatik ve
yatik formlarda, basaklari dolgun, basak ve basakcik ekseni iizerindeki tohumlarin dizilisi
kompakt ve sik, koyu kahverengi, 6.84-8.86 mm boy uzunluguna sahip, kil¢ik uzunluklari
8.78-14.94 mm araliginda, tohumlar1 iri goriiniislii, basak sayilarmin 1-4 adet, basakg¢ik
sayilarinin ise 1-5 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Calisilan 1134 diploid ve
tetraploid hattin 825 adedinde diskriminant analizi uygulandiginda aksesyon i¢i ve
aksesyonlar arasinda 540 diploid bitkinin icerisinden 46 adedinin tetraploid bitki morfolojik
ozelligi gosterdigi, 285 tetraploid bitkinin 73 adedinin diploid bitki morfolojik karakter
ozellikleri gosterdigi Fisher’in dogrusal ayirma fonksiyonlar1 kullanilarak belirlenmistir.
Yapilan ¢alismada molekiiler ve morfolojik karakter 6zelliklerine gore diploid ve tetraploid

bitkileri dogru ayirma basarisinin %85.6 oldugu belirlenmistir.

Trafford ve ark. (2013), Brachypodium, Bromus ve diger Pooideae cinsleri aras1 tahil
kompozisyondaki varyasyonun boyutunu incelemislerdir. Nisastada varyasyona neden olan
faktorleri, B. distachyon ve arpay:1 ekstrem tip ornekleri olarak kullanarak tahillardaki (-
glucan oranini, kesfetmislerdir. Karbonhidrat metabolizma bulunan genlerin ekspresyonu ve
igerigi ile kritik enzim aktivitelerini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglar, bu tiirleri Poaceae
icin fonksiyonel bir model olarak kullanmaya c¢alisirken, tahil gelisiminin olagandisi

Ozellikleri ile B. distachyon’daki kompozisyonun dikkate alinmasi gerektigini gostermistir.

Zhang ve ark (2013) calismalarinda, Yr26 lokusunu iceren kromozomal bdélgelerini
bombardiman edecek markdr gelistirmek i¢in bugdaym Brachypodium distachyon ve celtige
dogrudashigi kullanilmig, 2341 F2 bitkilerinin butinu ile Avocet S692R137°den elde edilen
551 F2:3 projenleri Yr26’nin iyi bir haritasini elde etmek i¢in kullanilmistir. C-1BL-6-0.32
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delesyon bdlmesine (delation-bin) yerlesmis bugday ifade edilmis dizi etiketleri (ESTs), dizisi
etiketlenmis alan (STS) markdrleri gelistirmek i¢in kullanilmistir. Yr26’y1 ¢evreleyen EST-
STS markorleri celtik ile B. distachyon genomlarimin dogrudas bolgelerini belirlemek i¢in
kullanilmustir. iki dogrudas bolgede onemli benzerlikleri olan bugday EST’leri Y126 nin iyi
haritalanmasi i¢in korumali markorler gelistirmek tizere secilmistir. Yr26 alanina 31 markor
haritalanmis ve 6 tanesi direng genleriyle birlikte ayrigmistir. Markor diizenleri ¢eltik ile B.
distachyon arasinda yiiksek seviyede muhafaza edilmistir, ancak ¢eltikle bugday arasinda bazi

yeni diizenlemeler (allignment) de gézlenmistir.

Barac ve ark. (2014), Prunus’da gelistirilen 26 basit dizi tekrarlar1 (SSR)
markdrlerini  kullanarak — Sirbistan’dan  toplanan kiraz tiirlerinin = genetik  ¢esitligini
arastirmiglardir. Bu materyal, Prunus cerasus, Prunus avium, Prunus fruticosa, Prunus
mahaleb ve Prunus serrulata olmak iizere bes kiraz tiiriinden gelen 77 kiraz aksesyonundan
olugsmaktadir. P. avium, P. cerasus, P. mahaleb ve P. serrulata’dan olusan dort turde 9 primer
ciftiyle 16 benzersiz, belirli tirlerde (speciesspecific), allel tespit edilmistir. Temel bilesenler
(PC) analizinde ilk iki bilesenden yararlanarak toplam gozlemlenen fenotipik cesitliligin

%350’den fazlas1 agikliga kavusturulmustur.

Catalan ve ark. (2014)’nin bu ¢alismasi giiniimiize kadar yapilan Brachypodium
aragtirmalarmin degisik yonlerini kisaca 6zetlemektedir. Birinci Uluslararasi Barchypodium
Konferansi’nda sunulan bilimsel bildirileri Brachypodium distachyon’un bir model sistem
olarak yayginlasmasinin bir kaniti1 oldugunu 6ne stirmektedirler. Ayrica bildirilerde ¢ok genis
bir basliklar yelpazesinin (genom evrimi, kokler, abiyotik ve biyotik stress, karsilastiriimali
genomik, dogal cesitlilik ve hiicre duvarlari gibi) bulunmasi, arastirmacilar toplulugunun
kaynak gelistirmekten, biyolojik sorunlara, 6zellikle de bugdaygillere yonelik bir gegis

gerceklestirdigini ve kritik kitlesel bir arag elde ettiklerini belirtmektedirler.

Dell’Acqua ve ark. (2014) calismalarinda Brachypodium distachyon turlerinin lokal
gruplarinda dizilemeli genotipleme (genotyping-by-sequencing) kullanimini rapor etmislerdir.
Popiilasyon genetigi, landscape genomik ve genom olgekli birlik ¢alismalarindan
yararlanarak, cevresel B. distachyon’un roliinii adaptasyon iceren genomik lokuslarin tespit
edilmesine yonelik dogal bir detektor olarak degerlendirmislerdir. Bunu basarmak icin
Brachypodium distachyon bireyleri degisik ekolojileri ve 16697 SNPs karekterize edilmis
dokuz lokasyonda orneklenmistir. Dizileme derinligindeki varyasyonlar zenginlestirilmis

transpoze edilebilir elamanlardaki 8072 genomik depoda tutarli desenler gdstermistir. iki
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iliskilendirme yontemi ortaklasa ¢evresel adaptasyonla dnemli derecede iliskili olan 15 gen

dizisi tespit etmislerdir.

Filiz ve ark. (2014) yaptiklar1 bu ¢alismayla Brachypodium 'da biyiume dizenleyici
faktor (GRF) gen ailesinin ilk genom 6lgekli analizini rapor etmislerdir. Yapilarini, genomda
duplikasyon, muhafaza edilen motifler ve filogenetik iligkileri igerecek sekilde GRF
genlerinin in silico karsilastirmali analizini gergeklestirmislerdir. Arastirma sonucunda, 10
BAGRF genleri tespit edilmistir. Kormozom 1’de tespit edilen en yiiksek GRF genleri 5 tyeli
iken, en az gen 2, 4 ve 5 kromozomlarinda (sadece 1 liye) bulunmustur. Filogenetik analizler
monokotil ve dikotillerin GRF proteinlerin birlesik agagta (joined tree) bir arada
kiimelendikleri ortaya ¢ikarilmistir. Ozellikle de monokotil tiirler yiiksel bootstrap degeriyle

ayn1 kiimede gruplanmustir.

Gordon ve ark. (2014), ¢alismalarinda polimorfizmin kapsamli bir setini belirlemek
ve gen ifadesiyle dagilim ve uyumlarini analiz etmek i¢in alt1 farkli hatti dizilemislerdir.
Polimorfizmi belirlemek ve kalitelerini dogrulamak amaciyla bircok yontem ve kontrol
kullanilmistir. Kontrol ve simule edilen kuraklik stres kosullar1 altinda gerceklestirilen
MRNA-seq deneyinde genotip bagimli kiir tepkisiyle 300 gen tespit edilmistir. Biiyiik 6lgekli
sekans degiskenlerinin, genotip bagiml kiir tepkisini iceren yiizlerce genin baskalasmis gen
ifadesiyle son derece yiiksek diizeyde uyum gosterdiklerini rapor etmislerdir. En degisken
hatlar icin derin bir mRNA veri seti ile de nova transkriptom toplulugu olusturmuslardir. Bu,
referans genomlarda mevcut olmayan yuzlerce gen ve 2400 daha once agiklanamayan
transkriptin kesfine yol agmistir. Ayrica yaygin bir sekilde kullanilan kendilenmis hatlar
arasindaki sekans degiskenlerinin arastirilmasi ve goriintiilenmesi i¢in arastirmacilara agik bir

veri tabani olusturmusglardir.

Hammami ve ark. (2014) calismalarinda, Akdeniz ve Iber Yarimadasi’ndan toplanan
yabani bugdaygiller Brachypodium distachyon (2n = 10)’un 7, stacei (2n = 20)’nin 4 ve B.
hybridum (2n = 30)’un 13 popiilasyonunda microsatellit (SSR) ve inter-microsatellit (ISSR)
markdrleri kullanilarak genetik ¢esitlilik arastirilmistir. Analiz edilen 11 SSR markor, toplam
156 polimorfik fragman saglamistir. B. hybridum popilasyonlar1 (98) B. stacei
popiilasyonlarindan (87) fazla, B. distachyon popiilasyonlarindan (44) ise ¢ok daha fazla
fragman geri getirmistir. Baz1 fragmanlarin B. distachyon (%3.85), B. stacei (%27.56) veya B.
hybridum (%18.58) populasyonlarina 6zgii oldugu goriilmiistiir. 16 ISSR markdriiniin analizi

benzer sonuglar gostermistir: B. hybridum popiilasyonlar1 B. distachyon veya B. stacei
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poplilasyonlarindan daha fazla fragmanla geri donmiistiir. Bireyler, popiilasyonlar ve tiirler
arasindaki uzakliga gére SSR ve ISSR fragmanlarinin varligr/yoklugu esasini1 6lgmeye dayali
yapilan molekiiler varyans analizi, varyanslarin biiyiikk ¢ogunlugun (%67) popiilasyonlar
arasinda oldugunu goéstermistir. Bunu, %24 ile popiilasyon i¢inde bireyler arasindaki ve son
olarak %?9 ile tiirler arasi1 farklilik izlemektedir. UPMA tabanli gruplagsma ve temel koordinat
analizi ayni tiirlerin popiilasyonlarina karsilik gelen {i¢ grubun net bir sekilde ayristigini
gostermistir. Temel bilesenler analizi, igerilen kromozom sayisi, diisiik molekiil agirlikli
guletinin alt tniteleri, en etkili iklimsel ve cografik faktorler de degerlendirilmistir. Bu, B.
distachyon ve B. hybridum popiilasyonlari arasindaki ac¢ik ayrimi ortaya ¢ikarmistir.
Akdenizlilik ve rakim indeksi birinci eksenle iligkili olarak %70.56’lik toplam varyasyonla
aciklanmustir. B. distachyon formlarinin kita i¢ kesimlerde ve yiiksek rakimli alanlarda, B.
hybridum formlarnin ise, biiyiikk miktarda yaz yagmuru alan bolgelerde bulunduklarina ve

diisiik Akdenizlilik indeksine sahip oldugu yoniinde bir egilim gorilmiistur.

Lv ve ark. (2014) calismalarinda, transgenik ve mutant yaklasimlar kullanarak
Brachypodium ditachyon ve poliploid bugday homologlarindan Cigeklenen Lokus T (FT)’yi
karakterize etmislerdir. Calismadan elde ettikleri sonuglara gore: Vegetatif biliylimeden
reprodiiktatif bliylime fazina gegis ciceklenen bitkilerin yasam dongiisiinde en kritik
donemlerden birisidir. FT ¢oklu ¢igeklenme yollarindan gelen sinyalleri yapraklara entegre
ederek ve siirglin apikal meristemlere ileterek bu gecisin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynamaktadir. FT1’in asir1 ekspresyonu siirgiin rejenerasyonu sirasinda hem Brachypodium
hem de hexaploid bugdayda ¢ok erken ¢igeklenmeye ve canli tohum iiretimi i¢in gerekli olan

vegetatif dokuda yetersizlige neden olmaktadir.

Poiré ve ark. (2014) calismalarinda, model bugdaygillerin (Brachypodium distachyon
(L.) P. Beauv.), siirgiin ve koklerinin klasik hasat ve goriintiileme teknigi kombinasyonlarini
kullanarak azot ve fosfor beslemesine tepkilerini 6lgmiislerdir. Referans hatti Bd21-3, bir doz
tepki egrisi elde etmek i¢in 11 fosfor ve 11 azot konsantresi kullanan saksilarda
yetistirilmistir. Siirglin biyohacmi ve biyokiitlesi, kok boyu ve biyokiitle, doku fosfor ve azot
konsantransyonu besleyici konsantrasyonlarla artmistir. Goriintiileme ile o6lgiilen siirgiin
biyohacmi kuru agirlikla (R?>0.92) yiiksek seviyede korelasyon gdstermis, hem biyohacim
hem de biiyiime orani besin elverisliligine giiclii tepki vermistir. Matematiksel modellemeyle
eslestirilmis goriintii tabanli bir zaman dizisi yaklagiminin besin arzina yonelik genotipik

tepkisinin geleneksel hasat tekniklerinden daha yiiksek ¢oziiniirliigiinii saglamakta ve iistiin
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beslenme kullanim verimiyle iliskili genomik boélgelerin belirlenmesi ve yiiksek verimli

tarama icin umut vermektedir.

Savas Tuna, G. (2014) Doktora tezinde NKU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii
Brachypodium koleksiyonunda bulunan ve Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis 59
aksesyonu materyal olarak kullanilmistir. Flow sitometri ile yapilan ¢ekirdek DNA analizleri
sonucunda 48 aksesyonun B. distachyon, 11 aksesyonun ise B. hybridum oldugu
belirlenmistir. Calismada, koleksiyonu olusturan aksesyonlar morfolojik ve molekiiler
yontemler ile analiz edilerek mevcut genetik cesitlilik belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla
yapilan morfolojik karakterizasyonda 17 morfolojik 6zellik incelenmistir. Bu inceleme
sonucunda; aksesyonlarin bitki boylarinin 24.7 c¢m, bayrak yaprak ayas: boyunun 5.6 cm,
bayrak yaprak ayasi eninin 4.5 mm, biyokitlenin (kok haric) 4.5, g basakli sap sayisinin 34
adet, basaksiz sap sayisinin 4 adet, bitki basina basakcik sayisinin 111 adet, bitki basina
tohum sayisinin 372 tohum/bitki, bitkilerin sahip oldugu tohum agirliginin 1.95 g ve bin tane
agirliginin 5.12 g oldugu belirlenmistir. Ayrica tohumlarin ¢imlenme siiresinin 15 giin,
bitkilerin basak ¢ikarma siiresinin 125 giin ve ¢igeklenme siiresinin 136 giin oldugu tespit
edilmistir. Bitkilerin genel olarak yesil renkte, tiiylii yapida ve dik formda oldugu, ancak bazi
aksesyonlarda yatik ve yart dik formlarin da bulundugu belirlenmistir. 32 B. distachyon
aksesyonuna ait 142 birey ile 11 SSR primeri kullanilarak yapilan c¢alismada 99 allel
saptanmistir. Primer basina allel sayisinin 3-15 arasinda degistigi, belirlenen bdlgelere gore
ortalama allel sayisinin 1. Bolge’de 13.67 allel/bdlge, 2. Bolge’de ise 11 allel/bdlge oldugu
goriilmistiir. Caligmada polimorfizm oraninin %100, allelik zenginligin (Na) 6.302, gen
cesitliliginin 0.645, gozlenen (Ho) ve beklenen (H.) heterozigotluk diizeylerinin ise sirasi ile
0.0116- 0.0366 ve 0.4111 — 0.8645 degerleri arasinda degistigi hesaplanmistir. Rakim,
cekirdek DNA igerigi ve morfolojik 6zellikler arasinda korelasyon analizi yapilmis ¢ok sayida
negatif ve pozitif korelasyon tespit edilmistir. Ayrica c¢ekirdek DNA igerigi ile rakimin
morfolojik o6zellikler Gzerindeki etkilerini belirleyebilmek igin ¢oklu dogrusal regresyon
analizi yapilmistir. Bu analize gore; DNA miktar1 arttik¢ca bayrak yaprak eni ve boyu, tohum
agirhigl, bin tane agirligi, bitkideki tiiyliilik derecesi azalirken; ¢imlenme, basaklanma ve
ciceklenme sirelerinin arttigr goriilmiistir. Rakim arttikga basakli sap sayisinin arttigi,

cekirdek DNA iceriginin ise azaldig1 belirlenmistir.

Tyler ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢aligmada, genis kendilenmis hatlar koleksiyonunda
fenotipik ¢esitliligi incelemisler ve daha sonra biyoyakit ve tahil olarak bugdaygillerin

kullanimiyla ilgili 6zelliklere bir vurgu yaparak, daha detayli analiz i¢in hatlarin ana
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koleksiyonunu se¢mislerdir. incelenen fenotipik karakterlerin bazilari, bitki boyu, biiyiime
sekli, sap yogunlugu, ¢iceklenme zamani ve tohum agirligini igermektedir. Ayrica NIR (Near
Infrared Spectroscopy) ve CoMPP (Comprehensive Microarray Polymer Profiling) kullanarak
hiicre duvari bilesimindeki farkliliklar1 incelemislerdir. Biitlin 6rneklerde, sap yogunlugunda
iki kat ve tohum hacmin 1.7 kat igeren genis bir dogal varyasyon gézlemlemislerdir. Bu
deneydeki maksimum boy, tiim hatlar boyunca 45 cm aralikla Bd21 i¢in 28 cm'den Adi-6 ve
BdTR3e i¢in 60 cm'ye kadar iki kattan fazla degisiklik gostermistir. Maksimum 32 cm
boyunda olan Bd21, Bd21-3 gibi hatlar, nispeten kisadir. Tim {i¢ tohum o&zelliklerinde
oldukca belirgin varyasyon gozlemlenmistir. Tohumun eni 1.3 ila 1.6 mm aralifinda, boyu

7.6 ila 9.4 mm aralifinda ve kiitlesi 3.5 ila 5.9 mg/tohum arali§inda olmustur.

31



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yunanistan’da Brachypodium spp.’in toplanmasi

Akdeniz ile c¢evrili ve Giineydogu Avrupa’da yer alan Yunanistan anakarasi,
Balkanlarin glineyinde yarimada seklinde denize uzanir ve en yiiksek noktasi 2.917m olan
Olimpos dagimin bulundugu Peloponnesos yarimadasi ile bitmektedir. Kiy1 seridi son derece
girintili ¢ikintili ve de ¢ok fazla adaya (200’den fazlasinda yasam olan) sahip oldugu igin,
13.676km ile diinyanin 11. en uzun sahil seridine sahip iilkesidir. Ulkenin kara smirlarmin
uzunlugu 1.160km’dir. Yunanistan, 34° ve 42° kuzey enlemleri ve 19° ve 30° dogu

boylamlari arasinda yer almaktadir. Ulkenin toplam yiizolgiimii 131.957 km? dir.

Brachypodium spp. bitkisi (bundan boyle Brachypodium), 2012 yilinin Haziran ve
Eyliil aylar1 arasinda Yunanistan anakarasi ve adalarinin 60 farkli bolgesinden toplanmistir.
Yunanistan B. distachyon tiirliniin anavatani i¢inde bulunmasina ragmen; bu, tiiriin
Yunanistan’in her yerinde ¢ok yaygin olarak bulundugu anlamima gelmemektedir. Dogal
popiilasyonlarin orijinal yapisin1 korumak igin, tur érnekleri Hawkes (1980) metodu izlenerek
rastgele toplanmistir. Dikkat edilen tek kriter, 6zellikle anakarada 6rnek alinan lokasyonlar
arasinda minimum 40km’lik bir yol mesafesinin bulunmasi olmustur. Ayrica kolay erisilebilir

5 ada secilerek, 10 lokasyondan 6rnekler toplanmustir.

Lokasyonlarda Brachypodium bitki popiilasyonu bulundugu zaman, rastgele 20 adet
bitkiden tohumlar toplanmis ve bu tohumlar ayr1 ayr1 plastik torbalara konulmustur. Toplam
olarak yaklagik 1.200 adet farkli Brachypodium bitkisi toplanmis ve kullanilana kadar bunlar
derin dondurucuda (-20°C) saklanmistir. Ayrica, lokasyonlarin betimlemesini yapabilmek
icin, orneklerin toplandigi yerlerin ve bitkilerin dogal hallerinin (in situ) fotograflari da
cekilmistir (Sekil 3.1). Ornekleme lokasyonlarinin koordinatlar1 ve yiikseklikleri GPS aygiti
ile kaydedilmistir.
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Sekil 3.1. Adriani’deki Adri popiilasyonun toplandig1 alanin fotografi (Kod no: 48, 6l¢ii birimi:
cm)

3.2. Koleksiyon Lokasyonlarna Iliskin Bilgiler

Orneklerin toplandigi lokasyonlar hakkinda elde edilen bilgiler, sonraki galismalara
yardimct olmast i¢in ve Genetik Kaynak Bankalarina bitkisel malzeme olarak gonderilmek
Uzere Microsoft Access (Sekil 3.2) ile olusturulan bir veritabaninda depolanmistir. Boylelikle
isteyen her arastirmaci Orneklerin toplandigir bolgeler ile ilgili ihtiya¢c duydugu bilgilere,

ozellikle de fotograf galerisinden ulasabilmeleri saglanacaktir.
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~2] Collection Locations

Collection Locations of Brachypodium spp. from Greece

]
Code Number 1 Photos
Population's |Gera
Name
Prefecture RETHYMNIS
Comments |Near to the sea, less vegetation, A
Region Gerani grown on rocks.
Latitude (N) 35.21.584 i
Longitude (E) |024.23.352 Collection Date [28-Jun-12
Altitude (m) 3
Record: 10f60 » M » £ No Filter | Search
Sekil 3.2. Bitki toplanan lokasyon bilgilerinden Microsoft Acess’te olusturulan veri tabanindan
bir géranim

Orneklerin toplandigi her bolge ile ilgili bilgiler EK 2 olarak calismanin ekler
bolimiune konulmustur. Sonuglarin analizi esnasinda popiilasyon isimlerinin kullanilmasina
imkan vermeyen bazi programlarda, isim yerine bdlgelerin kod numaralart kullanilmigtir.
GPS cihazindan alinan koordinatlar derece:dakika formatinda yazilmistir. Rakim, deniz
seviyesinden yukseklik olup metre cinsindendir (bundan bdyle metre). Tarih giin-ay-yil
formatindadir. Sayilarin popiilasyon kodlarina karsilik geldigi WGS 1984 (World Geodetic
System) tabanli olusturulan Brachypodium popiilasyon drneklerinin toplandigi 60 lokasyonun
haritas1 (Sekil 3.3)’ de goriilmektedir. Ornekleme bdlgelerinin rakimi 0 ve 1.000 m

araligindadir.
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Sekil 3.3. Brachypodium spp.’in Yunanistan’da toplandigi bolgelerin WGS 1984 Geographic Coordinate System tabaniyla olusturulan haritasi
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3.3. Bitki Materyali ve Deneme Asamalar:

Daha o6nce de belirtildigi gibi, 6rnekler 60 farkli lokasyondan toplanmigtir. Daha sonra
deneme asamasinda bitkilerin flow sitometride Pl ve DAPI (4,6 diamino-2-phenylindole)
metoduyla tiirleri belirlenmistir. Aynmi1 lokasyon orijinli bitkiler dogal bir popiilasyon
olusturmaktadir (bundan bodyle popiilasyon). Ayni bolgeden birden fazla tiir toplandiginda,
artik simpatrik popiilasyonlar s6z konusudur. Ornegin Gera popiilasyonu (Numara 1) B.
distachyon ve B. hybridum simpatrik popiilasyonlarindan olusmaktadir, ¢iinkii her iki tiiriin
bireyleri de ayni1 lokasyondan toplanmustir. Her bir popiilasyona bir isim ve kod numarasi
verilmistir. Ornekler, popiilasyonun kod numarasi ile isimlendirilmis olup, kod numarasini
nokta ve 1 ile 10 arasindaki sayilar izlemektedir (Ornegin 1.7 kod numarasi, birinci
populasyonun yedinci bitkisi anlamindadir). Ayrica sonuglar verilirken bireylere ait olduklari
populasyona atfen, popllasyon ismi verilip, bunu tire isareti ve numara takip etmektedir
(boylece ornegin 1.7 kod numarasi, Gera-7 bireyini gostermektedir). Bu c¢alismada
kullanilmak iizere, Yunanistan’da toplanan biitiin koleksiyonun her popiilasyonundan (toplam

olarak 600) rastgele 10’ar bitki secilmistir.

Ayrica bu ¢aligmada kontrol olarak kullanilmak tizere (large) biiyiik T-DNA (transfer-
DNA) sayisiyla kendilenmis bir aksesyon olan (Vogel J and Hill T, 2008) Bd21-3 aksesyonu
ve Ispanya/UPM’de bulunan ve Bayan P. Giraldo tarafindan saglanan 8 aksesyon dahil
edilmistir (EK 3) (Giraldo, 2012). Bundan baska 2010’da IBI (Uluslararas1 Brachypodium
Girigimi) tarafindan tam gen dizi analizi yayinlanan Bd21 (B. distachyon) (IBI, 2010), Prof.
Dr. Metin Tuna tarafindan toplanan Turkiye orijinli Koz-3 (Vogel, 2009), ABR113 (B.
hybridum) ve ABR114 (B. stacei) aksesyonlar1 sadece genetik karekterizasyon iglemlerinde
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bd21, Koz-3, ABR113 ve ABR114 kontrol aksesyonlari
Dr. J.P. Vogel tarafindan saglanmistir.

Ornek toplama isleminden sonra, calismanin deneysel siiregleri {ic ana boliimden
olusmaktadir. Bunlar, NKU Ziraat Fakiiltesi serasinda yetistirilen {i¢ tiiriin fenotipik
karakterizasyonu, NKU Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri Bolumindeki Bitki Sitogenetik
Laboratuvarinda sitogenetik analizlerin gerceklestirilmesi ve ¢ekirdek DNA igeriginin tayin
edilmesi ve USDA WAJUSA (Birlesik Devletler Tarim Bakanligi Washington Eyaleti)
Genotipleme Laboratuvarinda gergeklestirilen genetik karakterizasyonlardir. Asagidaki
Cizelge 3.1’de deneysel siireglerin ii¢ boliimiinde kullanilan her bir tiir ve her bir tir iginde

kullanilan bitki sayis1 verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismamizin biitiin boliimlerinde kulllanilan her tlr ve her bir tirdeki bireylerin sayist
Turlerin Bireyleri Fenotipik Gekirdek DNA Genetik
Karekterizasyon I¢erigi Tespiti Karekterizasyon
Brachypodium distachyon 307 307 122
Brachypodium hybridum 278 159 51
Brachypodium stacei 18 18 19
Toplam 603 484 192

Calisilan bireylerin tamami kod numaralart ile birlikte, tiirler ve calismaya dahil edilen
bolimler EK 1’ de verilmistir. Baz1 durumlarda, analizler popiilasyon diizeyinde yapilmistir.
Cizelge 3.2.’de ¢alismanin her evresinde kullanilan popiilasyonlar ve bireylerin tiir karsiliklari
verilmistir. Calisma esas olarak model bitki olan B. distachyon iizerine odakli oldugundan,
analizlerde bu tiire agirlik verilmis; diger tiirler ise miimkiin oldugunca imkanlar 6lgusiinde

analizlere dahil edilmistir.

Cizelge 3.2.  Bu calismanin ii¢ boliimiinde kullanilan her bir tiirde yer alan popiilasyon sayisi
Tiirlerin popiilasyonlar Fenotipik Cekirdek DNA Genetik
Karekterizasyon Icerigi Tespiti Karekterizasyon
Brachypodium distachyon 31 31 31
Brachypodium hybridum 26 13 10
Brachypodium stacei 3 3 4
Simpatrik B. distachyon & 5 5 5
B. hybridum
Simpatrik B. hybridum & 3 3 3
B. stacei

Toplam 69 56 54

3.4. Tohum Ekimi ve Bitki Yetisme Kosullari

Yunan koleksiyonundan secilen 600 tohum ve bunlara ilave edilen dokuz kontrol
tohumu, 15 Kasim 2012 tarihinde 7x10 boyutlarindaki viyollere ekilmistir. Bd21-3 (12

tekerrurlu), AL1.1 ve AL5.2 (2 tekerriirlii, sinirli sayida tohumun olmasi nedeniyle) harig
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diger her birey ii¢ tekerriirlii olarak ekilmistir. Tohumlarin ¢imlenmeme olasigint dikkate
alarak, kayiplar1 6nlemek amaciyla her viyol goziine iki adet tohum ekilmistir. Cikis yapan
fidelerde seyreltme yapilarak her viyolde bir adet bitki birakilmistir (Sekil 3.4). Viyol
gozlerinin dolgusu, ti¢ birim torf ve bir birim perlit topraksiz karisimindan olusmaktadir.
Ihtiyag olduk¢a sulama yapilmistir. Yaklasik olarak 2 ay sonra haftada bir kez giibre
verilmeye baslanmistir (N/P/K=135/58/112 mg/L, Varis 2002) Bitkiler NKU Ziraat
Fakiiltesi’nin cam serasinda, kontrolsiiz kosullarda yetistirilmistir. Cikis tohumlarin
ekiminden 6 giin sonra baglamis ve 12 giin icinde tamamlanmistir. Fideler yeterince
giiclendiginde, yaklasik ekim isleminden 1,5 ay kadar sonra, flow sitometri analizi ve DNA

igeriginin belirlenmesi i¢in drnekler alinmistir.

Sekil 3.4. Brachypodium aksesyonlarinin viyollerde filizlenmesi. Fotograf 22 Kasim 2013’te
¢ekilmistir

Fideler 25 Subat 2013 tarthinde 7cm x7cm boyutlarinda ve iginde 5 birim torf, 1 birim
perlitten olusan karisgimli saksilara (220 cm® hacimli) nakledilmistir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
Bu nakil igleminden sonra, B. stacei tiirleri basaklanmaya basladigi igin bitkiler her giin
gozlemlenmistir. Sonug olarak, bazi bitki kayiplarindan sonra, 1784 bitki (603 bireye karsilik
gelen) yetistirilmis olup, bu bitkiler ¢igeklenmis ve olgun tohumlar vermistir. Boliim 3.5.1.°de

agiklanmig olan fenotipik 6zellikllerin lgtimi igin kullanilmistir.

38



Sekil 3.5. Serada sasirtma islemi sonras1 Brachypodium spp. bitkilerinin yetistirilmesi

Sekil 3.6. Serada sasirtma islemi sonrasi Brachypodium spp. bitkilerinin yetistirilmesi

Yukarida bahsedilen genetik analizler i¢in doku hasati, ABD Washington State
Universitesi Bugday Arastirma Tesisleri’nde gergeklestirilmistir. Secilen tohumlar, SS5
(sfagnum yosunu torfu 70-80: bahcelik perlit 20-30 oraninda) topraksiz karisimli 48°lik
viyollere 5 Eylul 2013 tarihinde ekilmistir. Her bir viyol goziine iki adet tohum ekilmistir ve

daha sonra seyreltme islemi yapilmistir. Viyollerdeki bitkiler ilk 6nce iki hafta filizlendirme
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odasinda (sicaklig, 14 saatlik giindiiz siiresince 22 °C ve 10 saatlik gece siiresince 15 °C olan)
inkiibe edilmistir. 20 Eyliilde filizlenme tamamlandiktan sonra filizlenen bitkiler, hizli
bilyiimeleri i¢in baska bir yetistirme odasina (sicakligi, 16 saatlik giindiiz siiresince 24 °C ve 8
saatlik gece stresince 18 °C olan) alinmustir. 44.4, 47.1, 47.6, 51.7, 55.7 ve 59.4 bireyleri
hari¢, neredeyse biitiin tohumlarda fide ¢ikisi ger¢eklesmistir. Yaklasik olarak bir ay sonra
biitiin fideler DNA o6rnekleri alinabilecek kadar biiylimiis olup, olgunlasana kadar serada

tutulmuslardir.
3.5. Fenotipik Karakterizasyon
3.5.1. Olgulen Bitkisel Karakteristikler

Dogal popiilasyonlarin morfometrik analizleri asagidaki bes kronolojik siraya gore

gerceklestirilmistir:

1. Cimlenme ve filizlenme sirasinda

2. Basaklanma donemi sirasinda

3. Vegetasyon doneminin tamamlanmasindan sonra

4. Bitki hasati sirasinda

5. Hasat sonras1 6l¢timler

Ayn1 popiilasyondaki bireylerin her bir karekteristik olglimleri, tc tekerrurleriyle
beraber ayni giinde gergeklestirilmistir. Fentotipik karaterizasyon igin tiim bitkilerde 16 farkli
morfo-anatomik ve fizyolojik 6l¢tim gergeklestirilmistir. Bundan boyle bu dlgiimler fentotipik

karekterizasyon olarak anilacaktir. Bu karekteristiklere ait 6l¢im yontemleri sunlardir:

Fide cikisi

Ekim sonrasi her giin gozlem yapilarak, toprak iizerinde ilk c¢ikisin gerceklesmesi,
filizlenme olusum giinii olarak kaydedilmistir. Ancak filizlenme olusum giinii
degerlendirilmeye alinmamustir, ¢linkii uygulama sirasinda olusabilecek deneysel hata
farklilasmasin1 kapatilmasi (iistesinden gelinmesi), her birey icin daha fazla tekerrlr

gerektirmektedir.

Basaklanma
Her sabah, her bireyin tim tekerrtrleri gozlendi. Bitkinin ilk basak kil¢iginin ortaya

ciktig1 zaman, basak olusum giinii olarak kaydedilmistir. Basaklanma siiresi; 26/02/2013’ten
05/05/2013’¢ kadar, yaklasik 70 giindiir. Bundan bdyle bu karekteristik bagsaklanma olarak
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anilacaktir. Basaklanma degeri, bitkinin ekiminden ilk bagak olusumuna kadar gecen siiredeki

glinlerin sayisidir.

Sap sayisi

Vegetasyon donemi tamamlandiktan sonra her bireyin sap sayist sayilmistir (bundan

boyle Saplar/adet).

Bogum sayisi

Vegetasyon donemi tamamlandiktan sonra her bireyin en uzun sapindaki bogum sayisi

saytlmistir (bundan boyle Bogumlar/adet).

Bitki boyu
Vegetasyon donemi tamamlandiktan sonra her bireyin bitki boyu, tacindan basak

kil¢iklarinin ucuna kadar 6l¢iilmiistiir (bundan bdyle Boy/cm).

Salkim boyu

Bitkinin tam olarak ciceklenmesi sonrasi her bireyin en uzun sapmin salkimi

Olgtilmistiir (bundan bdyle Salkim/cm).

Salkimh sap savisi

Bitkinin tam olarak cigceklenmesi sonrasi lizerinde salkim bulunduran sayilmistir

saplar (bundan boyle Salkimli saplar/adet).

Basakcik sayisi

Bitkinin tam olarak g¢igeklenmesi sonrasi en uzun sap salkimindaki basakgiklar

sayllmistir (bundan boyle Bagsakg¢iklar/adet).

Bayrak Yaprak Boyu (BYB)

Vegetasyon donemi tamamlandiktan sonra en uzun saptaki bayrak yaprak boyu

Olciilmiistiir (bundan boyle BY B/cm).

Bayrak Yaprak Eni (BYE)

Vegetasyon donemi tamamlandiktan sonra en uzun saptaki bayrak yaprak eni boyun

2/3’de Slglilmiistiir (bundan boyle BYE/cm).

Bayrak Yaprak Alan1 (BYA)

Her bireyin en uzun sapindaki bayrak yaprak alani (bundan bdyle BYA/cm?) BYB x
BYE x 0.75 formullne gore hesaplanmistir (Mokhtarpour 2010, Farouk 2011).
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Biyokiitle
Bitkiler hasat edilirken her bireyin tohumlarla birlikte toprak ustt biyokitlesi

Ol¢tilmiistiir (bundan bdyle biyokdtle/gr).

Tohum agirhgl

Bitkiler hasat edildikten sonra her bireyin toplam tohum agirlig tartilarak ol¢iilmiistiir.
Her bireyden toplanan tohumlar ayr1 bir bir kagit kaseye konulmustur (bundan boyle Tohum

agirligi/gr).

Vegetatif biyokitle

Vegetatif biyokutle, her bireyin toprak istii biyokiitlesinden toplam tohum agirligi
cikarilarak hesaplanmistir (bundan sonra Vegetatif biyokutle/gr).

Tohum verimi

Her bitkiden elde edilen toplam tohum i¢inden rast gele 50 tohum secilerek agirliklari
Ol¢iilmiistiir. Birey basina tohum verimi (bundan boéyle Tohum verimi/adet) su formiile gore

hesaplanmistir: (Toplam tohum agirlig1/50 tohum agirligr) x 50.

Bin tane agirhg

Her birey i¢in bin tane agirhigi (bundan bdyle BTA/gr) su formiile gore hesaplanmustir:
50 tohum agirhigr x 20.

3.5.2. istatistik Analizleri

Fenotipik verilerin istatistiksel analizleri SPSS (IBM SPSS Statistics 20) ve Past3.02
(Hammer, 2001) programlarinda yapilmistir. Bu verilerin hem parametrik hem de non-
parametrik analizleri, parametrik testlerdeki varsayimlarin saglanip (satisfy) saglanmamasina
bagli olarak gergeklestirilmistir. Varyans analizi veya ANOVA testi, ayristirma (discriminant)
testi, dogrusal regrasyon (linear regression), Pearson korelasyonu, F-testi ve t-testi gibi bircok
parametrik istatistiksel yontemlerin, bagimli degiskenin yaklasik olarak her bir bagimsiz
degisken kategorisine dagitilmasini ve varyanslarin homojen olmasini gerektirir (Ghasemi,
2012). Bu varsayimlarin saglanip saglanmadigini kontrol etmek igin gesitli yollar vardir.
Bunlardan bazilari, histogramlarin kontrol edilmesi, normal Q-Q diyagramlart ve kutu
diyagramlari, carpiklik ve basiklik z degerlerinin (-1.96 ile +1.96 araliginda olmali)
hesaplanmasi, Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testlerinde p degerinin 0.05°in (izerinde

olup olmadiginin kontrol edilmesidir. Bazi arastirmacilar Kolmogorov-Smirnov testlerinin
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giivenilir olmadigimi diistinmektedirler (Ghasemi, 2012, Razali, 2011). Ancak degerlerin
kiicik bir aralikta olmasi durumunda Shapiro-Wilk testi de iyi bir performans
gostermemektedir. Diger arastirmacilar, tahminlerde kiiclik bir sapma olmasma ragmen

parametrik testlere parametrik olmayanlardan daha fazla giivenmektedirler (Schmider, 2010).

Bu ¢alismada, bagimsiz degiskenler tiirler veya popiilasyonlardir. Bagimli degiskenler
ise fenotipik karakteristiklerin degerleridir. Bu nedenle, ilk olarak parametrik test tahminleri
ile elde edilen verilerin saglanip saglanmadigi kontrol edilmis olup, sonuglar saglanmis ise
parametrik testler kullanilmistir (MANOVA, ANOVA, Pearson correlation, GLM); Diger
durumlarda ise, Kruskal-Wallis, Wilcoxon ve ki-kare (chi-square) gibi parametrik olmayan
testler kullanilmistir. Baz1 durumlarda ise sonuglarin karsilagtirilmasi i¢in her iki kategorideki

testler yapilmistir.
3.5.3. Tamimlayic istatistikler

Ortalama, minimum, maksimum, standart sapma, varyans, ¢arpiklik ve basiklik gibi
ortak tanimlayici istatistiksel parametreler, standart hatalariyla birlikte, her tlrde her fenotipik
karekter icin ayrt ayri SPSS 20 istatistik programiyla hesaplanmigtir. Hesaplamalar
sonucunda, U¢ turin her bir fenotipik karekterle beraber kutu diyagramlari olusturulmustur.
Verilerin grafiksel olarak gosterildigi kutu diyagramda, orta siyah ¢izgi medyan (1), golgeli
bolge degerlerin %50’lik kisminin bulundugu alan (2), golgeli bdlgenin Gstunde uzanan
cizgiler %25’lik kismin st (upper quartile) ve alt (lower quartile) smirlart (3), kutu
diyagramin altinda ve lstlindeki yatay ¢izgiler en kiiciik ve en biiylik degerler (aykir
olmayan) (4) ve siir disinda olan degerler (5) verilmistir. Kutu diyagramlar hem “orta” hem
de “asirt” aykirt degerleri gostermektedir. Ceyrekler arasi aralik (IQR), degerlerin %50’sini
kapsar ve genellikle smirlar disina ¢ikan diisiik ve yiiksek degerleri bulmak i¢in kullanilir.
Orta aykir1 degerler, diger degerlerin 1.5xIQR katindan biiyiik degerlerdir ve bos noktalarla
gosterilmistir. Asir1 aykiri degerler ise, diger degerlerin 3xIQR katindan biiyiik degerlerdir ve

yildiz ile gosterilmistir.
3.5.4. Parametrik testler

Cok degiskenli varyans analizi (MANOVA), bir ka¢ grubun popiilasyon ortalamalarin
karsilastirmak i¢in kullanilan istatistiksel test yontemidir. Bu yontem iki ya da daha fazla
bagimli degisken varsa kullanilmaktadir. Her bir bagimli degiskenin istatistiki 6nemini test

etmek icin bireysel p (olasilik) degerlerini saglamaktadir. Aslinda MANOVA bir kag
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degiskenli ANOVA testidir. Ancak, ANOVA’ya gore bazi Ustiinliikleri vardir. Birincisi, tek
bir uygulamada bir ka¢ bagimsiz degiskenin 6l¢iimiinde gergekten 6nemli olan faktdriin daha
iyi tespit edilmesi sansi vardir. Ikincisi, ¢oklu ANOVA bagmsiz olarak yiiriitiiliirse,
olusabilecek Tip-I hatalarina karsi koruma saglar. Ek olarak, ANOVA testlerinde tespit
edilemeyen farkliliklar1 da ortaya ¢ikartilabilir.

MANOVA testinde de ANOVA testinde oldugu gibi gruplar icindeki bagiml
degiskenlerin normal dagilim gosterdikleri kabul edilmektedir. Daha da onemlisi, ¢arpiklik
(skewness) ve aykir1 degerler nedeniyle normal olmayan bir dagilim s6z konusu oldugunda,
dagilimin normal olup olmadigini kontrol etmek i¢in F testi en uygun yontemdir. MANOVA
testi ¢izelgenin her bir goziindeki (cell) biitiin bagimli degisken, ortak degisken (covariate) ve
biitiin bagimli degisken-ortak degisken c¢iftleri arasinda dogrusal bir iliski oldugunu
varsaymaktadir. Bu ylizden iliski, dogrusalliktan saptiginda analizin giicii riske girecektir.

Varyans ve kovaryans homojenligi gerekmektedir.

Parametrik testlerden once, verilerin gerekli kabullenmelere uygun olup olmadigi
kontrol edilmistir. EK 16’de verilen Q-Q egrileri (plot), B. stacei tiirlinde bazi kiigiik
numunelerden kaynaklanan istisnalar disinda, verilerin normal dagilima sahip oldugunu
gostermektedir. Shapiro-Wilk testi null hipotezinin rejeksiyonunu vermektedir ki, bu gok
ornekli durumlarda yaygin bir durumdur (Razali, 2011, sonuglar sunulmamustir). Cizelge 4.1,
Cizelge 4.2, Cizelge 4.3’de skewness (garpiklik) ve kurtosis (basiklik) degerleri verilmistir.
Bazi satirlarda limit degerler asilsa da yeni bir yaklagimlara gére bu sapmalarin parametrik

testler i¢in kabul edilebilir oldugunu s6ylemek miimkiindiir (Schmider, 2010).

Ancak aykir1 degerlerin varsayimlarin {izerinde olmasi, diisiincemize gore olasi
problemlerden biridir. Sapmalar1 elemine etmek igin farkli transformasyon yontemleri (z-
degeri, log ve In transformasyonlar1) kullanilmistir; ancak bagar1 saglanamamaistir. Bu yilizden
MANOVA analizinin yapilmasina ve sonuglarin Wilks’in A degerinden daha gii¢lii ve ortak
deger matrisindeki sapmalarin asilmasina daha az duyarli olan Pillai iz kriterleri ile

yorumlanmasina karar verilmistir.

Cramer ve Bock (1966) post-hoc karsilagtirmalarinda ve ANOVA’nin takibinde
(follow-up) Tip-1 hatalarinin olusmasin1 6nlemek amaciyla ortalamalar tizerinde MANOVA
testinin ilk defa uygulandigini belirtmislerdir. Bu nedenle analizimizde MANOVA testini
tercih ettik. Bununla birlikte, MANOVA testi yapilmadan 6nce biitiin bagimli degiskenlerde
uygun araliklarda korelasyon olup olmadigint (6rn. 0.2-0.6; Guarino, 2006) anlamak igin
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degiskenler arasinda Pearson korelasyon serisi uygulanmistir. EK 18, EK 19 ve EK 20
bagimli degiskenler arasinda anlamli bir iligki paterni oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar

MANOVA testinin uygulanmasini daha giivenilir hale getirmistir.
3.5.5. Parametre dis1 testler

Kruskal-Wallis testi iki ya da daha fazla populasyonun medyanlarinin esitligini test
eder ve varyans analizinin parameter disi (non-parametric) esdegeridir. Siirekli veya sirali
bagimli degiskenler iizerinde, bagimsiz bir degiskenin iki veya daha fazla gruplar1 arasinda
onemli istatistiksel farklar bulunup bulunmadigini testpit etmek icin kullanilabilecek siralilik
tabanl1 (rank-based) parameter dis1 testtir. ikiden fazla gruplarin karsilastirilmasina izin veren

Mann-Whitney U testinin de bir uzantisidir.

Biitiin testlerde oldugu gibi Kruskal-Wallis testini de uygulamak icin bazi
kabullenmelerin yapilmasi gerekmektedir: a) bagimli degisken sirali ve stirekli diizeyde
Ol¢iilmelidir, b) bagimsiz degisken iki veya daha fazla katagorik bagimsiz grubu igermelidir,
c) gozlemler bagimsiz olmalidir, yani gruplarin kendi aralarinda ya da her bir gruptaki
gozlemler arasinda iligki olmamalidir, d) her bir gruptaki dagilim benzer bi¢ime sahip
olmalidir, yani benzer degiskenlik gostermelidir. Parametre disi testler SPSS 20 istatistik

programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.5.6. Fenotipik verilerde temel bilesenler analizi (PCA)

Temel bilesenler analizi (PCA-Principal Components Analysis), ¢cok degiskenli veri
setleri i¢inde miimkiin oldugunca ¢ok varyansi dikkate alarak, hipotetik degiskenleri
(bilesenleri) bulur (Davis 1986, Harper 1999). Bu yeni degiskenler orijinal degiskenlerin
dogrusal (linear) kombinasyonlaridir. PCA, grafik c¢izimlerinde kullanilmak iizere veri
setlerinin sadece iki degiskene (ilk iki bilesen) indirgenmesi i¢in kullanilabilir. En 6nemli
bilesenlerin temel degiskenler ile iligkili oldugu varsayiminda bulunulabilir. Morfometrik
veriler i¢in bu bilesen boyu (size) olabilirken, ekolojik veriler icin fiziksel gradyan (6rnegin
sicaklik veya derinlik gibi) olabilmektedir. PCA rutini, SVD (Tekil Deger Ayrisimi- Singular
Value Decomposition) algoritmasini kullanarak varyans-kovaryans matrisinin  veya
korelasyon matrisinin 6zdegerlerini ve 6zvektdrlerini bulur. Ozdegerler ilgili 6zvektdrdeki
(bilesenler) varyans ile baglantilidir. Bu bilesenlerden kaynaklanan varyans yiizdeleri ayrica

verilmisgtir.
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Ozdegerlerin ¢izgi grafigi (Scree Plot), 6nemli bilesenlerin sayisin1 gdsterebilir. Bu
egrinin diizlestirilmesinden sonra 6nemsiz bilesenler gdzardi edilebilir. Ozdegerlerin ¢izgi
grafinde, %95 oraninda giivenli araliklar bootstrapping (sec¢-bagla testi) sonucu olarak
gosterilir. Rastgele bir model (Broken Stick) kapsaminda beklenen 6zdegerlerin istege bagh
grafikleri ¢izdirilebilir ve de ¢izilen egri altindaki 6zdegerler, Gnemsiz bilesenler olarak temsil

edilebilir (Jackson 1993).

“Biplot” segenegi, serpilme grafigi iizerinde orjinal eksenlerin (degiskenlerin)
projeksiyonunu gdsterir. Bu PCA yiiklemelerinin (katsayilar1) diger bir gorsellestirilme
seklidir. “Yiiklemeler” (loadings), farkli orjinal degiskenlerin (x ekseni boyunca sirali olarak
verilen) farkli bilesenler i¢ine ne derece girdigini gostermektedir. EK 6 ve EK 7’ de, %95
giivenirlik aralig1 ile PC1 ve PC2 katsayilar1 ve EK 4’da da 15 temel bilesenin yiiklemeleri
verilmistir. PCA, Past V3.02 yazilimi ile gerceklestirilmistir (Hammer, 2001)

3.5.6.a. Bireylerde PCA

Fenotipik veriler ile PCA yapilirken, 307 adet B. distachyon, 278 adet B. hybridum ve
18 adet B. stacei olmak Uizere 603 adet bireye karsilik gelen 1784 bitkinin ortalama degerleri
hesaplanmustir. Ug farkli tiiriin bireyleri sirasiyla yesil, turuncu ve kirmizi renklerle
boyanmustir. Degerler farkli 6l¢ti birimlerinde oldugu i¢in, korelasyon modeli yaklagimi
kullanilmistir; bu  yaklasim, biitiin degiskenlerin standart sapmalara bdliinerek
normallestirilmesi anlamina gelmektedir. Verilen serpilme grafigi, 6zdeger oOlcegindeki
eksenler ile 10000 bootstrap sonucudur. Cizilen elipsler, poplilasyon noktalarinda %95
diisiisiin beklenildigi bir bolgeyi tahmin etmektedir. Bunlar ortalama deger i¢in giivenilir

olmayan bélgelerdir.

3.5.6.b. Popiilasyonlarda PCA

Popiilasyon ve lokasyonlar1 arasindaki iliskileri incelemek icin, her bir tiiriin
popiilasyonlarinin ortalama degerleri hesaplanmistir. Simpatrik popiilasyonlarin her bir tiirii
icin iki farkli ortalama hesaplanmistir, boylece 78 adet popiilasyon olusturulmustur. Bu
ortalamalar 10.000 bootstrap destegi ile PCA korelasyon modelinde grafiklestirilmistir.
Serpilme grafiginde, biitlin noktalar1 igeren en kiiciik disbiikey poligon olan ve farkh
renklerdeki noktalarla kapli alanlar1 gostermek i¢in kullanilan digbiikey segenegi de

kullanilmistir.
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3.5.7. Aynistirma (Discriminant) Analizi

Bu calismada oOlgiilen fenotipik karakteristik kombinasyonlarinin ne derecede
degerlendirildigini anlamak ve ii¢ tiirii ayirt etmek i¢in PAST yaziliminda (DA-Ayristirma
Analizi veya Kanonik Degisken Analiz-CVA) gerceklestirilmistir. Ayristirma analizi, veri
setlerindeki degisken gruplar arasindaki iliskilerin belirlenmesi ile ilgili ¢ok degiskenli bir
tekniktir. Ilk iki kanonik eksen boyunca olan 6rneklerin serpilme grafigi maksimal ve biitiin
gruplar arasindaki maksimal ayrimdaysa ikincidir. Eksenler, PCA’daki gibi orijinal
degiskenlerin dogrusal kombinasyonlaridir ve 6zdegerler bu eksenler ile agiklanan varyasyon

miktarlarin1 gostermektedir.

Siniflandirma segenegi, her bir noktayr grup ortalamasina minimal Mahalanobis
mesafesi veren gruba atayarak verileri siniflandirmaktadir. Mahalanobis mesafesi, dogrusal
diskriminant siniflayicist verilerek, toplanmis grup i¢i kovaryans matrisi yardimi ile
hesaplanir. Her bir nokta i¢in verilen ve tahmin edilen grup atamalari listelenmistir. Ayrica,
grup atamalar1 tek cikarimli capraz dogrulama (Jackknifing) yontemi ile dogrulanmustir.
Sonug olarak, verilen her bir gruptaki (satirlar) ve bu gruplarin farkli gruplara (siitunlar)
atanmastyla olusturulan, nokta sayilarindan meydana gelen bir ¢izelge olarak karigiklik
(confusion) matrisi verilmistir. Ideal olarak, diyagonal karisiklik matrisinin verilmesiyle her
bir nokta ilgili oldugu grubuna atanmalidir. Off-diyagonal (kdsegen dis1) hesap, siiflandirma
hatalarinin derecesini gostermektedir. Genellikle ayristirma analizi, arastirmacinin farkli
(dogal olarak meydana gelen) gruplar1 ayirt etmesini saglayan degiskenleri algilayan ve farkli

gruplar halindeki durumlar tesadiifi kesinlikten daha iy1 siniflandiran bir aragtir.

DA, regresyon yontemleri ailesine aittir. Bu sebepten dolay1 bagimsiz degiskenleri
veya en azindan ayni hesaplamalari icermeyen degiskenleri kullanmaya calistik. Yani, bu
analizden BYE, BYB ve tohum verimi (Seeds vyield) ¢ikartilmistir. BYA ve BTA (1000
kernels) degiskenleri ayn1 bolgeyi kapsamaktadirlar. Hesaplama ayrintilar1 PAST yaziliminin
kullanim klavuzunda verilmektedir (http://folk.uio.no/ohammer/past/).

3.5.8. Fenotipik verilerde filogenik yaklasimlar

Ug tiiriin icinden ve aralarindan toplanan bireyler arasindaki iliskileri daha
derinlemesine incelemek ve fenotipik karakteristiklerden tiireyen olas1 giiglii benzerlikleri
kesfetmek icin, filogenetik analizler yapilmistir. Genetik temelleri genellikle bilinmediginden,

kompleks ontojenilere sahip olabildiklerinden ve ayrica arastirmacilarin iyice tanimlanmamis
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secim ve sinirlama islemlerinden gegmis olabilecekleri igin morfolojik karakterlerin gercekci
olarak modellenmeleri, Ozellikle zor olabilmektedir (Wiens, 1998). Cogu durumlarda,
kullanilan uzaklik hesaplamasi dikkate alinmaksizin, UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean-Aritmetik Ortalamay1 Kullanarak Agirlikli Olmayan Cift Grup
Yontemi), en dogru sonuglart vermektedir. Bir sonraki en dogru yontem ise komsu birlestirme
(neighbor-joining) ve FM (benzer sekilde gerceklestirilen) yontemidir. Fakat bu yontemlerin
dogrulugu sadece CSE akord uzakligiyla kullanildig1r durumlarda gecerlidir. Tam 6rnekleme
boyutlar1 ile veri setlerinde, sonraki en dogru yontem genellikle frekans parsimony
yontemidir. Bunu, maksimum olasilik (maximum likelihood), komsu birlestirme yontemi
(NJ), Nei genetik uzaklik ve FM yontemleri izler (Wiens, 1998). Bu yuzden, mumkin
oldugunca giivenilir filogenetik agaclar olusturabilmek i¢in, uzaklik matris yontemi
(UPGMA) ve karakter tabanli yontem (Maksimum Olasilik) olmak tizere iki farkli yaklasim

uygulanmigtir.

Agaclarin olusturulmasi i¢in, yukarda bahsedilen ayristirma analizindekiler (DA) ile
ayni olan 12 adet fenotipik karakteristik kullanilmistir. Ancak Once standardizasyon islemi
yapilmistir. Bunun i¢in varyanslardan ortalama degerler ¢ikarilmis ve standart sapma (z-
degerleri) ile boliinmiistiir. Ayr1 ayr1 her bir tiiriin agacglarinin olusturulmasi i¢in, orijinal
degerlere yeni bir standardizasyon islemi uygulanmis ve her bir tiirlin her karekteristigi i¢in

ortalama deger ile standart sapma hesaplanmistir.

Agaclarin hepsi Dendroscope V3.2.10 yazilim programiyla olustrulmustur (Huson,
2012). Bireylerin ¢ok sayida olmasindan dolayr tiim etiketlerin gosterilmesi miimkiin
olmamistir. Bu sebeple agaclar, en ilging bulgulara odaklanacak sekilde diizenlenmistir.

Butun bireylerin etiketleri PDF formatindaki dikdortgensel kladogramlarda bulunmaktadir.

3.5.8.a. UPGMA kiimelemesi
UPGMA (Sokal and Michener, 1958) hiyerarsik kiimeleme yontemidir ve uzaklik

matrisine dayanan bir koklii dendrogram olusturur. UPGMA, ultrametriktir. Yani, biitiin ug
bugumlar (6rnegin takson) koke esit uzakliktaki mesafededir. UPGMA agacini olusturmak
icin, 1.000 bootstrap (se¢-bagla testi) yapilarak doniistiiriilmiis verilerde (standart sapmalari)
hesaplanan Oklid uzakligi benzemezlik matrisiyle PAST yazilimi kullanilmistir. Bootstrap
analizi filogenetik agaclardaki dallar icin destek giiclinli degerlendirme olanag: saglar. Bir
bogum tarafindan yazilan bir sayi, dalin bittigi noktalardaki klad ¢dziimlemelerini yapan

bootstrap agaglarinin yiizdesini yansitir. Bu yontem ile filogenetik agacin dal siralanmasi
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(topoloji) kontrol edilebilir. Bootsrapping sonucunda agaglar kiimesinin 6zeti olan uyumluluk

(consensus) agact olusturulur.

UPGMA agaglarinda, en iyi agacin bulunmasi i¢in maksimum olasilik yontemi
kullanilirken 1.000 bootstrapping islemi uygulanmistir. UPGMA yontemi ile bes farkli agac
olusturulmustur. Agaglardan ilkinde tiim bireyler birlikte, {igii her bir tiir i¢cin ve sonuncusu da
popiilasyonlar icin olusturulmustur. Simpatrik populasyonlarda, 6zel populasyon tirlerinin
her biri icin birer adet olmak iizere iki farkli ortalama hesaplanmistir. Ornegin, Farsa
poplilasyonunda her bir karakteristik i¢in iki farkli deger hesaplanmistir. Hesaplamalardan biri
B. distachyon bitkisi ve digeri de B. hybridum bitkisi i¢indir. Bunun igin bu popilasyon
kladogramda yesil (B. distachyon) ve turuncu (B. hybridum) renklerde iki defa gosterilmistir.

3.5.8.b. Maksimun olasilik filogenetik agaci

Maksimum olasilik yontemi, istatistiksel bir yéntem olup verilen verilerin olasiligini
maksimize ederek, agaclarini bulur. PHYLIP-3.695 yazilim paketindeki Contml opsiyonu,
Brown hareket modeline dayali olan sinirlandirilmis maksimum olasilik yontemini kullanarak
filogenezleri tahmin eder ve verilen verilerdeki elde etme olasiligint maksimize eden tekil
(single) agaci arastirir. Giris verileri, N boyutlarindaki her bir tiirlin koordinatlarinin dizisi
olarak alinmistir. Agag topolojisi, aga¢ segmentlerinin uzunluklariyla koksiiz (unrooted) agac
diyagrami olarak verilmistir. Uzunluk birimleri, beklenilen birikmis varyans (zaman degildir)
miktarlaridir. (Felsenstein, 1989). Maksimum olasilik yontemiyle ii¢ tiir i¢in bir agac

olusturulmustur.

3.6. Sitogenetik Analizler
3.6.1. Flow sitometrinin teorik arka plani

Flow sitometri kan hiicrelerinin hizli ve hassas bir sekilde sayimi ve analizi amaciyla
gelistirilmis bir metottur. 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
kullanim1 yaklagik 20 yi1l 6nce baslamis olup, glinlimiizde her gegen giin artmaktadir. Flow
sitometri, bitkilerde genis kullanim potansiyeline sahip olmasina ragmen, bugiine kadar en
fazla cekirdek DNA (nuclear DNA content) analizinde kullanilmistir (Dolezel ve Bartos
2005).
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Cekirdek DNA icerigi genellikle “C” degeri olarak olg¢iiliir. Bu terim ilk defa Swift
(1950) tarafindan kromozom sayis1 ile meydana gelebilecek karigikliklart dnlemek i¢in ortaya
atilmistir (Bennet ve Leitch 1995). Herhangi bir genotipin C degeri (1C degeri) genotipin
sahip oldugu replike olmamis haploid kromozom takiminin igerdigi DNA miktarin1 ifade
etmektedir. Baska bir deyisle bir ¢ekirdegin 1C DNA igerigi, polen mitozundan hemen sonra
polen tanelerinin sahip oldugu g¢ekirdek (DNA’ s1 replike olmamis, hiicre dongiisiiniin G1
faz1) DNA igerigidir. Bir ¢ekirdegin 2C DNA igerigi, DNA’s1 replike olmus haploid
cekirdegin (polen mitozundan hemen 6nce g¢ekirdegin DNA igerigi, hiicre dongiisiiniin G2
faz1) veya DNA’s1 heniiz replike olmamis diploid ¢ekirdegin (2n kromozom sayisina sahip
diploid bir bitkinin G1 fazi) DNA igerigidir. Histogramda G1 piki olarak ifade edilir. 4C
DNA icerigi ise DNA’s1 replike olmus diploid c¢ekirdegin DNA igerigidir (Tuna 2012).
Histogramda G2 piki olarak ifade edilir. Cekirdek DNA igerigi hem bir bitkinin hiicreleri
arasinda, hem de ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda degismeden sabit kalmakta ve bu
nedenle tiirlere 6zel olmaktadir (Bennett ve Leitch 1995). Hiicrelerin bir kismi mitoz
asamasindan yeni ¢ikmisken (boliinme heniiz gergeklestiginde cekirdegin replike olmamis
DNA igerigine sahip olunan durum), bir kismi da mitoz asamasina girmek igin son
hazirliklarim1 yapmaktadir (¢ekirdegin replike olmus DNA igerigine sahip olunan durum).
Hicrelerin geri kalan kismi da bu iki asamanin arasinda bulunan DNA sentez (S fazi)
asamasinda bulunmaktadir. Cekirdegin DNA igerigi, hiicre dongiisiiniin DNA sentez (S fazi)

faz1 baglangicinda artmaya baslar ve sonunda g¢ekirdegin DNA igerigi replike olur (Sekil 3.7).

A —___MPHASE B

cytokinesis™
(cytoplasmic
division)

Cell Number

S PHASE
(DNA replication)

Fluorescence Intensity

Cell cycle phases A DNA histogram

Sekil 3.7. Bir flow sitometri histograminda hiicre dongii fazlari. A hiicre dongiisii, B G1 ve G2
histogramlari
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Bir bitkinin ¢ekirdek DNA igerigini mutlak olarak belirlemek igin, bu bitkinin DNA
icerigi, DNA igerigi bilinen bir standartla kiyaslanir. Bu standart bitki belirlenirken analiz
yapilacak oOrnekle standardin piklerinin st {liste gelmemesine dikkat edilmelidir. Flow
sitometri ile yapilan ¢ekirdek DNA analizlerinde hassas bir analiz i¢in histogram {izerinde
bulunan piklerin miimkiin oldugunca ince ve uzun olmalidir. Ayrica varyasyon katsayisina
(CV) bakarak giivenli sonuglar elde edilebilir. Hazirlanan 6rnegin kabul edilebilir olmasi igin
CV’nin %3 ve daha diisiik olmasi istenir. Fakat baz1 zor tiirlerde kabul edilebilirlik diizeyi
%y5’e kadar ¢ikar (DoleZel ve Bartos 2005). Bir 6rnegin mutlak DNA igerigi, 6rnek ile segilen
standardin G1 piklerinin floresan yogunluklarina ait degerler kullanilarak asagidaki formiil
(3.1) araciligiyla pikogram (1pg = 102 gr) olarak hesaplanir. DoleZel ve arkadaslarina gore
(2003) b¢’ye doniistiirme islemi su formiile gore yapiimalidir: 1 pg DNA = 0.978 X 10° bg.

Omegin Floresan Yogunlugu
Omek Cekirdek — _ (G1 pikinin degeri) % Standardin Olarak
DNA Igerigi (pg) Standardmn Floresan Yogunlugu Bilinen DNA Igerigi (pg)
(G1 pikinin degeri)

(3.1)

3.6.2. i¢ Standartlar

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 iiste gelmemesine dikkat edilir. Bu
durumda standart bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi 6rnek bitkiden ya daha biiyiik ya da daha
kiclk olmalidir. Ayrica standart se¢ciminde dikkat edilecek diger bir nokta ise, ornek ile
secilecek standardin ¢ekirdek DNA icerikleri arasindaki farkin minimum diizeyde olmasidir.
Ciinkii aralarindaki fark biiyiidiikce hata orani artmakta ve bdylelikle analizin hassasiyeti

azalmaktadir

I¢ standart olarak popiilasyonlarin ilk taranmasinda Lycopersicon esculentum

‘Stupicke’ kullanilirken (Dolezel et al. 1992), ¢ekirdek DNA igeriginin belirlenmesinde
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Edirne c¢eltik merkezinden edinilen Oryza sativa ‘Osmancik 97 ¢eltigi kullanilmistir. Bu
celtik gesitinin ¢ekirdek DNA igerigi, Dr. Dolezel’in bize verdigi Lycopersicon esculentum
‘Stupicke’ (1.96pg/2C, Sekil 3.8) ve Raphanus sativus ‘Saxa’ (1.11pg/2C, Sekil 3.9)’nin
birincil referans standardi olarak kullanilmasiyla, PI FCM’li farkli 6l¢gme yoOntemleriyle
hesaplanmistir (Dolezel ve ark. 1992 ve 1998). i¢ standart olarak kullanilan celtigin ¢ekirdek
DNA igerigini daha kesin olarak hesaplamak i¢in bahsedilen referans standartlar kullanilarak
6 farkli giinde toplam 16 farkli hesaplama yapilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda Oryza
sativa ‘Osmancik 97’nin ¢ekirdek DNA igerigi 0.90pg/2C (veri sunulmamustir) olarak
hesaplanmis ve Brachypodium bireylerine iligkin yapilan diger hesaplamalar bu oran esas

alinarak yapilmistir.

File: Rice+Tomato.FCS Date:21-02-2013 Time:12:52:08 Particles: 4016 Acq.-Time:312s partec PAS
140 % = Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
Oryza sativa 1 1000 6515 192 600 3223 036
2 3116 20301 1209 3776 217 036
‘ . ’ 3 6918 45067 1413 4413 203 036
Osmancik 97 1 13685 89153 388 1211 183 036

112 \ y
< Lycopersicon esculentum
‘Stupicke’

counts

G2 peak
r SRy .‘.~.200.°.‘ e ‘-.n«BBO, vy A s ‘8'00 .e.‘, 1(‘)00
A2 PI
Sekil 3.8. Lycopersicon esculentum ‘Stupicke’(domates)’e ile Oryza sativa ‘Osmancik 97’nin G1

piklerinin bir birlerine gére pozisyonlarinin goriiniisii (Domatesin G2 pikide (en sagda)
gorilmektedir)
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Ale: R+Raphanus.FCS Date:06-03-2013 Time: 12:23:40 Particles: 5000 Acq.-Time:405s partec PAS

250

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
G1 peak > 3141 2066 1ol 2438 194 043
3 3.837 25267 2322 5597 157 043
4 7.688 506.28 414 999 132 043
2004
{ Oryza sativa Raphanus sativus
' 0smancik 97’ ‘Saxa’
° | G1 peak
1004
50 G2 peak
. . | |
0 200 400 600 800 1000
A2 532-30
Sekil 3.9. Raphanus sativus ‘Saxa’ ile Oryza sativa ‘Osmancik 97° G1 piklerinin bir birlerine

gore pozisyonlari (R. sativus G2 pikide (en sagda) gorilmektedir)

DAPI metodu hem i¢ hem dis standartta kullanilmistir. Domates i¢ standrt olarak,

Bd21-3 referans aksesyonu dis standart olarak kullanilmistir.

3.6.3. Sitogenetik analizlerde kullanilan bitki materyali

Baslangigta FCM (Flow sitometri) Yunanistan’in ilk Brachypodium koleksiyonun
hangi tiirleri igerdigini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Tirleri tespit etmek i¢in her
populasyonun ilk taramasi 2012 Aralik aymin sonunda gergeklestirilmistir. Dolayisiyla her
popiilasyondan besinci birey flow sitometri PI metoduyla, i¢ standart Lycopersicon
esculentum “Stupicke’ (1.96pg/2C) kullamilarak kontrol edildi. Ihtiyag duyuldugunda,
ozellikle simpatrik popiilasyonlar s6z konusu oldugunda, ekstra analizler yapilmstir. ilk
analizler Yunanistan koleksiyonun 27’sinin B. distachyon, 23’{iniin B. hybridum, 1’nin B.
stacei, 6’sinin B. distachyon ve B. hybridum simpatrik popiilasyonu ve 3’iiniin B. hybridum

ve B. stacei simpatrik popiilasyonlarindan olustugunu ortaya ¢ikarmistir. (Cizelge 3.3).

Cekirdek DNA igerigi tespiti arastirmasi igin B. distachyon, B. stacei ve simpatrik
popiilasyonlar1 kullanilmigtir. Bu popiilasyonlarin tercihinde B. distachyon tdrlerinin

bugdaygiller i¢in model bitki olarak kullanilmasi ile B. stacei tiiriiniin diinya arastirmacilar
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camiasinda nadiren kullanilmig olmasi etkili olmustur. Cekirdek DNA igerigini belirlemek
icin kullanilan her tiiriin birey sayisi ile karsilik geldikleri lokasyonlar asagidaki cizelgede
gosterilmistir (Cizelge 3.3). Daha éncede de belirtildigi iizere Ispanya ve Irak’tan Bd21-3 de

kullanilmustir.

Cizelge 3.3.  Cekirdek DNA igerigi tespiti i¢in Flow sitometride kullanilan tiirlerin birey sayisi
Turler Birey Sayisi Karsilik Gelen Lokasyon Sayisi
Yunanistan | Diger | Toplam | Yunanistan | Diger | Toplam

B. distachyon 303 4 307 27 4 31

B. hybridum 157 2 159 11 2 13

B. stacei 16 2 18 1 2 3

Simpatrik 9 0 9

Toplam 476 8 484 48 8 56

Sahip oldugumuz imkanlar ¢ergevesinde c¢ekirdek DNA icerik tespitine dahil

edilemeyen B. hybridum bireyleri, flow sitometri DAPI metoduyla test edilmistir.
3.6.4. Pl metodu

Calismada ¢ekirdek DNA analizi, saglikli ve geng fidelerden (her populasyon icin 10
bitki) elde edilen taze yaprak dokular1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu calisma NKU,
Ziraat Fakdltesi, Tarla Bitkileri Bolimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi laboratuarinda
bulunan PARTEC marka Flow sitometri cihazi kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10.

Bitki Genetigi ve Sitogenetigi laboratuarinda Flow sitometri cihazi
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Yapilan ¢ekirdek DNA icerigi analizlerinde PARTEC firmasinin hazir kitleri
kullanilmistir. Analizlerde B. distachyon aksesyonlari igin 0,90 pg/2C DNA’ya sahip Oryza
sativa ‘Osmancik 97’ (geltik) standart olarak kullamilmistir. Cekirdek DNA analizi igin
oncelikle bitki dokularindan cekirdekler izole edilmistir. Cekirdek izolasyonu prosediirii

asagidaki gibidir:

1. Yaklasik olarak 0,5 cm? biyiikliigiinde saglikli yaprak dokusu petri kabina konur ve
tizerine 500 pl Extraksiyon Buffer ilave edilir.

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

parcalanir. Bu sekilde hazirlanmis 6rnek petri kabi igerisinde 10-15 saniye calkalanir.

3. Calkalama isleminden sonra 30-90 saniye kadar petri kabinda bekletilen 6rnek Partec

marka 50 pl CellTrics filtre ile siiziilerek tiip igerisine transfer edilir.

4. Tip igerisine daha once hazirlanmis 2ml staining soliiSyon ilave edilerek 1siksiz bir
ortamda 30-60 dakika inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda 6rnekler flow sitometri cihazi

kullanilarak analiz edilir.

*Staining Soliisyonun Hazirlanmasi: Her 6rnek icin: 2 ml Staining Buffer, 6 ul
RNase stok soliisyon, 12 pl PI (Propidium Iodide) stok soliisyonu karistirilarak staining
soliisyonu hazirlanir. Staining soliisyon 1s1ksiz ortamda 4°C’de 1 giin saklanabilir. Eger 6rnek

hazirlanmis halde ise ayni1 sartlarda 12 saat kadar muhafaza edilebilir.

Ornek hazirlamada uygulanan prosediirdeki iglemler sonucunda bitki dokusundaki
hiicreler mekanik olarak pargalanir ve hiicre g¢ekirdekleri serbest hale gecer. Extraksyon
Buffer igerisinde bulunan deterjan serbest kalan c¢ekirdeklerin zarlar1 tizerinde porlar
olusmasini1 saglar. Bu porlardan staining soliisyonunun i¢inde bulunan PI (niikleik asitlere
baglanma 6zelligine sahip florasan boya) ¢ekirdek igerisine girer ve niikleik asitlere baglanir.
Porlardan gecen PI miktar: ile ¢ekirdek DNA igerigi dogru orantilidir. Yani ¢ekirdek DNA
icerigi ne kadar fazla ise ¢ekirdegin igerisine giren ve baglanan PI’da bu orana baglh olarak
artis gosterir. Bu protokole gore hazirlanmis olan 6rnek flow sitometri cihazinda analiz
edilirken, cihazin yaydigi lazer 1sik kaynagimin oniinden gegen hiicreler genetik yapiya
baglanan PI miktariyla orantili olarak florasan 1s1k yayar. Yayilan florasanlar cihazin
icerisinde bulunan ilgili bolimlerde bir dizi islemden gegerek elektrik sinyallerine doniisiir ve
bilgisayar monitoriine histogram olarak yansir. Histogramin dikey ekseni; analiz edilen hiicre

sayisini, yatay ekseni ise; analiz edilen Orneklerin florasan yogunlugunu gostermektedir
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(Sekil 3.11). Yatay eksenin sagma 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; 6rnegin hazirlandigi dokuyu meydana getiren
hiicrelerin flow sitometri analizi sirasinda, hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda
bulunmasidir. Her 6rnegin 6l¢iimii 3 bin civarinda ortalama cekirdek sayisiyla yapilmis ve

%3’ten az CV’li 6rnekler dikkate alinmustir.

File: 38.9 Date: 12-04-2013 Time: 17:30:561 Particles: 4269 Acq.-Time: 291 s File: 22.1.0.FCS Date: 12-04-2013 Time: 19:02:07 Particles: 3010 Acq.-Time: 2518
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Sekil 3.11.  B. distachyon (solda) ve B. hybridum (sagda) bitkilerine ait G1 piklerinin standart
olarak kullanilan Oryza sativa bitkisinin G1 pikine gore nispi pozisyonlari

Cekirdek DNA igerikleri dagilim normalitesi ve diger parametrik test varsayimlariyla
kontrol edilmistir. Ug tiir arasindaki ortalamalarin tek degiskenli analizi (GLM seleksiyonu),
B. distachyon ile B. stacei bireyleri arasindaki t-testi ve ¢ekirdek DNA igerigi ile koleksiyon
lokasyonlarinin rakimi arasindaki Pearson korelasyonu IBM SPSS 20 istatistik paket

programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.6.5. DAPI metodu

DAPI (4,6 diamino-2-phenylindole) 06zellikle DNA’nin AT (adenin-timin)
nikleotidlerince zengin olan bolgelerini secer. Bitki cekirdek DNA analizlerinde genel
kullanim i¢in en ¢ok tercih edilen ve sik kullanilan florasan boyalar DAPI ve propidium

iodidedir. DAPI nispeten daha ucuz ve c¢evreye daha duyarli bir madde oldugu i¢in ploidy
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analizlerinde tercih edilen boyadir. Ancak baglanmak i¢in DNA’nin AT bdlgelerine daha
fazla meyilli oldugu i¢in genom hacmi belirlemek amaciyla yapilan analizlerde kullanilmasi
onerilmez. Cinkl analiz edilen bitkinin genomu AT nikleotidlerince zenginse bitkinin
genom hacmi oldugundan daha yiiksek olarak belirlenmis olacaktir. Tersi durumda ise (GC
niikleotidlerince zengin) bitkinin genom hacmi oldugundan daha diisiik olarak belirlenmis
olacaktir. Bu gibi durumlarda niikleotid seciciligine sahip olmadigi i¢in Propidium iodide

kullanilmas1 gerekmektedir (Tuna, 2012).

DAPI metodu icin Partec CyStain UV precise P reaksiyoner kit kullanilmig ve
asagidaki protokol uygulanmstir:

1. Yaklasik olarak 0,5 cm? biiyiikliigiinde saglikli yaprak dokusu petri kabina konur ve

tizerine 400 pl Exraction Buffer ilave edilir

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

pargalanir. Bu sekilde hazirlanmig 6rnek petri kabi igerisinde 10-15 saniye ¢alkalanir.

3. Calkalama isleminden sonra 30-90 saniye kadar petri kabinda bekletilen (inkiibasyon
olup) 6rnek Partec marka 50 ul CellTrics filtre ile stizlilerek tlp icerisine transfer edilir.

4. Tip igerisine daha 6nce hazirlanmis 1.6ml Staining Buffer ilave edilerek 1siksiz bir
ortamda 30-60 dakika inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda 6rnekler flow sitometri cihazi

kullanilarak analiz edilir (mavi florensan kanalinda )

Sonu¢ olarak her bireyin ait oldugu dogru tiirii belirlemek i¢in 240 analiz
gerceklestirilmistir. Bu islemden sonra PI metodunun sonuglarindan da yaralanarak bitkilerin

lokasyon bolgeleri WGS 1984 sitemi aracilifiyla harita {izerine iglenmistir.

3.6.6. Kromozom sayimi

Diisiik ¢ekirdek DNA igerigine sahip olan bireylerin yeni tanimlan B. stacei tlrline
(Catalan ve ark. 2012) ait olduklarin1 dogrulamak igin bu bireylerin bazilarinda asetokarminle

klasik kromozom sayim metodu uygulanmistir. Uygulanan bu metod 6zetle sdyledir:

1. Tohumlar icerisinde 1slatilmis ¢imlendirme kagidi bulunan petri kaplarinda oda

sartlarinda ve karanlik bir ortamda ¢imlendirilir.

2. Kok uglar1 1-1.5 cm olunca hasat edilerek icerisinde soguk su bulunan cam siselere

yerlestirilmis ve 20 saat +4°C inkdibe edilir.
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3. Soguk su muamelesinden sonra kok uglar1 farmer soliisyonunda (3 kisim etanol ve bir

kisim glasial asetik asit) fikse edilir.

4. Preparat yapmadan Once kok uglar1 asetokarmin boyasi ile boyanmis ve ezme

yontemiyle preparat hazirlanir.

Veli, Gyth, Hota and Amfi (B. stacei) popiilasyonlari kontrol edilmistir. Ayrica Fira ve
Liva popiilasyonlarindan B. hybridum bireyleri; Fifi ve Olym popiilasyonlarindan B.
distachyon bireyleri de bu metotla belirlenmistir. Asagidaki fotograflarda (Sekil 3.12) B.

stacei tdrtintn kok hdcrelerinin mitotik kromozomlar1 goriilmektedir (Veli-5). Bu turde 20

kromozom bulunmakta (2n=2x=20) ve gorece B. distachyon’dan daha azdir (2n=2x=10.

Sekil 3.12.  (a) Petri kabinda tohumlarin ¢imlenmesi ve (b) ) asetokarminle boyama sonrast B.
stacei (Veli-5) mitotik metafaz kromozomlarinin goriiniisii (2n=2x=20)

3.7. Genetik Karakterizasyon

Toplanan bitkilerin genetik karakterizasyonu TUBITAK 2214A bursu kapsaminda
gerceklestirilmistir. Arastirmanin bu kismi Dr. Kulvinder S. Gill’in danigmanliginda
Washington Eyalet Universitesinde (WSU/ABD)) tamamlanmstir. Genotipleme ve verilerin
analizleri Dr. Deven R. See’nin bilimsel destegiyle, Tarimsal Arastirma Servisi Genotipleme
Laboratuvarinda (Pullman/ABD) gergeklestirilmistir. Bitkiler WSU Bitki Biiylitme Tesisine

ait bugday arastirma seralarinda ¢imlendirilmis ve biiyiitiilmiistiir.
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Sekil 3.13.  Seklin iist kisminda WSU tesislerine ait bugday arastirma serasinin fotografi yer
almaktadir. Seklin alt kismunda ise, B. hybridum bitkilerinin  7x7 cm? “lik saksilara
dikimi sonras1 fotografi yer almaktadir (sol) ve seklin sag alt kisminda tiim bitkilerin
48 gozlii viyollerde ¢ekilmis fotografi yer almaktadir (sag)

3.7.1. Bitki materyali ve biiyiime kosullari

Yunanistan’dan toplanan tiim Brachypodium spp. bitki orneklerine ait 183 birey
(6rnek) genetik analiz i¢in secilmistir. Bu bireylerin yaninda, daha 6nce toplanan bitki
koleksiyonlarindan 9 birey daha genetik analiz ¢alismasina dahil edilmistir. Bd21, Bd21-3,
ABR114, ABR113 ve Koz-3 kod nolu bitki érnekleri Dr. Vogel J. tarafindan, HU1.6, AL1.1,
ALS.2 ve MA1.2 kodlu bitki 6rnekleri Dr. Giraldo tarafindan saglanmistir. Toplam olarak 192
bitki Orneginin mikrosatellit lokus ¢esitliligine dayali olarak genetik karakterizasyonu

gerceklestirilmistir. Bu boliimde kullanilan 6rneklere ait detayli bilgi EK-1de gosterilmistir.
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Secilen drneklere ait tohumlar 48 gozlii viyollere topraksiz SS5 karisimi (%70 Kanada
sfagnum yosunu torfu, %30 bahcelik perlit) kullanilarak 4-5 Eylul 2013’te ekilerek ¢cimlenme
kabininde 2 hafta bekletilmistir (Cimlenme kosullar1; 22 °C’de 14 saat giin 15181, 15°C’de 10
saat gece). Bunu takiben bitkiler vernalizasyon kabinine aktarilarak burada 5 hafta
bekletilmistir (Sekil 3.13). Bu periyottan sonra, bitkiler 7x7cm? (220cm® hacime sahip)
kaplara ayni topraksiz karisim kullanilarak nakledilerek, bitkiler olgunlasincaya
(biiyiiyiinceye) kadar kontrollii sartlar altinda tutulan serada bekletilmistir (24°C’de 16 saat
giin 15181: 18°C’de 8 saat gece).

3.7.2. DNA izolasyonu

12 Ekim 2013’te DNA izolasyonu ve genotipleme i¢in yaprak dokusu toplanmistir.
DNA izolasyonu biitiin 6rnekler i¢in ayni anda iki adet 96 kuyucuklu plaka kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla; yaklasik 3 cm uzunlugundaki yaprak dokulari toplanip, her bir
birey 2-3 parcaya ayrilarak ©6zel 96 kuyucuklu derin plakalara (Phenix-MPI-009)
konulmustur. Plakalar kimwipe doku kagidi kullanilarak kaplandiktan sonra bitki materyali 3-
4 gun boyunca liyofilize edilmistir. Bunu takiben kuru dokudan DNA, asagida tanimlanan
SDS modifiye protokolii kullanilarak izole edilmistir:

1. Kurutulmus 6rnekler, Qiagen 6glitme cihazinda 25 devir/sn hizda 20 dakika boyunca
ezilir (Sekil 3.14).

2. 750 pl onceden 1sitilmig (60° C) SDS izolasyon tamponu plaka tzerindeki her bir
kuyucuga eklenerek plakalar levitasyon cihazinda 60° C’de 90 dk. bekletilir.

3. Plakalar oda 1sisina geldiginde, her bir kuyucuga 750 ul kloroform-isoamilalkol (24:1)
karigimi eklenir.

4. Plakalar levitasyon cihazindan (mikroplaka karistiricida) oda 1sisinda 30 dk. tekrar
karistirilir (Sekil 3.14)

5. Plakalar oda 1s1sinda 4000 rpm’de 15 dk. boyunca santrifiyj edilir.

6. Ust fazlar yeni bir plakaya aktarilarak, iist fazin 2 kat1 hacimde soguk alkol 6rneklere
ilave edilmis ve drnekler pipetlemeyle yavasca karigtirilir.

7. Plakalar oda 1sisinda 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek, iist faz ortamdan
uzaklastirilmistir. Kuyucuklarin dibinde sadece DNA ¢okeltisi birakilir,

8. Cokelti (DNA) 1 ml %70 etanol ile yikanip oda 1sisinda 30 dk. bekletilir.
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9. 4 dk’lik kisa bir santrifiijlemeden sonra etanol ortamdan uzaklastirilip, DNA c¢okeltisi
kurumaya birakilarak 250 pLL TE (10mM Tris :1mM EDTA, pH=7.5) ve 1pL of RNaz
eklenir.

10. Elde edilen DNA kullanilmadan 6nce, 4°C’de gece boyu bekletilir.

SDS ekstraksiyon (izolasyon) tamponu (200ml)

1 M Tris, pH=8.0 20ml
5mM NaCl 20ml
0.5M EDTA pH=8.0 20ml
20% SDS 8.4ml
ddH,0 131.4ml

Kullanmadan 6nce 0.76 gr. Sodyum bisllfit eklenir ve NaOH ile pH 7.8-8.0’¢

ayarlanir.

Elde edilen DNA’larin miktar tayini NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific)
spektrofotometresi kullanilarak yapilmig ve her bir bireye ait DNA 6rnegi 15ng/ul olacak

sekilde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in sulandirilmastir.

Sekil 3.14. 96 kuyucuklu plaka formatinda DNA izolasyonu i¢in kullanilan 6giitme cihazi solda;
levitasyon (mikroplaka ¢alkalayic1) sagda yeralmaktadir
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3.7.3. Mikrosatellit lokuslari (SSR) ve primerler

Brachypodium distachyon’un mikrosatellit lokuslarina (Basit dizi tekrarlarina/SSR)
dayali genetik cesitlilik karakterizasyonu Vogel ve ark. (2009a) tarafindan gelistirilmistir.
Asagida sunulan tabloda her bir lokus i¢in kullanilan primerler ve markdrlere (belirteclere) ait
bilgiler verilmistir. Stok primerler Dr. John Vogel’in katkilariyla saglanmistir. Toplam olarak,
46 markor incelenmis (taranmig) Ve sonug olarak calisma 6rneklerindeki genetik ¢esitlilik igin
42’si degerlendirilmistir (Cizelge 3.4). ALB050, ALB089, ALB149 ve ALB170 markorleri
tiim tiirler i¢in yeterli sonu¢ verememistir (Bu markdrler icin bireylerin %70’ten az bir kismi1
analizlerde bu markérler kullanilamamistir. 1leri

skorlanmistir). Dolayisiyla, sonraki

primerlere 19 bg iceren M13 niversal primerleri (CACGACGTTGTAAAACGAC) eklenmistir.

Cizelge 3.4.  Yunanistan’dan toplanmis Brachypodium spp.’nin genetik karakterizasyonunda
kullanilan mikrosatellit lokuslara dair bilgiler.
Markor |Tekrar|Tekrar| Geri Primer 5°—3° | M13 kuyruk (19b¢) +ileri Primer
adi birimi | sayis1 (20bg) 5 —3"
ALBOO1 ot 29 TTCTCCACCACACTCCT |CACGACGTTGTAAAACGACGATC
TCC GTGTTCTTCCCCTTCA
ALBO06 t 15 CCTCCTCCAACAACCAC|CACGACGTTGTAAAACGACTAGT
g AGT AGCCCCCAAGCCTTCT
ALB004 a 17 CTCCCACTCGATCTTCT |CACGACGTTGTAAAACGACCCAC
g CGT AGACGAAGCAGAGACA
ALB00S - 13 ATGGGCGAGAAGACAG | CACGACGTTGTAAAACGACACG
AGAA GGAACTCACCATTTCAC
ALBO13 a 12 ATCCGTGTTTCGTTCTTT|CACGACGTTGTAAAACGACTTTG
| GG CCAATGCTTCAAACTG
ALB022 ot 11 ATTTCTGCCCAGCAAAC | CACGACGTTGTAAAACGACGAC
ACT CTCCCCTGTCTCAGGT
ALBO030 tt 9 GTAGTCCAGCCCCATCT |CACGACGTTGTAAAACGACCGTC
g TCC CGCAAGCTTGTTTT
ALB034 aac 9 TGCTGCTTCTTTTGTCG | CACGACGTTGTAAAACGACAAT
ATG GGTGGATCTGCAGAAGG
ALB040 ot 8 AGTCCTCCTCCTCGCTA |CACGACGTTGTAAAACGACCCCT
AGG GCTTCCCTCTCTCTCT
ALB047 | ct 7 CTCGCACTCCCTCTTGT |[CACGACGTTGTAAAACGACCGCT
g9 TCT GAAACTTGTGCAGGTA
ALBO50* t 15 GGAGGGAGAAAAATGC |CACGACGTTGTAAAACGACTAGT
9 CTTC AGCCCCCAAGCCTTCT
ALBO56 t 10 TCCACAGAGCACCACA |CACGACGTTGTAAAACGACTCCT
9 GAAG CTGGTTCCTGAGATCG
ALBOS6 a3 7 CAACTGATCCCGAGCTC|CACGACGTTGTAAAACGACGTCC
g TTC GGAACCAACGAAAAC
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Markor |Tekrar|Tekrar| Geri Primer 5°—3° | M13 kuyruk (19b¢) +ileri Primer
ad1 birimi | sayisi (20bg) 5 —3"
ALBOS7 | adc ;  |GACTTGATGAAGCCCTG| CACGACGTTGTAAAACGACACA
9 CTC GGCAGCAGCAGGAAC
ALBO089* | ca 7 TGAGTCGAATAAGCCG |CACGACGTTGTAAAACGACCTTC
g GAAG ACCCAGCTGCTCATC
ALB100 ca ;  |CAGGTACGTCACCAGGT| CACGACGTTGTAAAACGACCGG
g TCA AGACGACGACAGAGG
ALB131 c ,  |GACACATCGTTGGCAAT| CACGACGTTGTAAAACGACCAA
g9 GTC CGGAGTGGTACGTTGTG
ALB139 | aca 7 TGTACCGGAGGATGAA |CACGACGTTGTAAAACGACGTGC
9 GTCC CAAATCCAAGAAGGAA
ALB149* | at 19 | AAGATCCTGCAAAAGA |CACGACGTTGTAAAACGACCTCG
TAATCATAA ATCTCAAGGGCATCAT
ALB155 ot 15 |ATATCACCCCCACAGGA|CACGACGTTGTAAAACGACTGAT
ACC CAGAGTCCCCAAAACC
ALB158 aa 14 | TGTCTTGTCCCCTGCGA | CACGACGTTGTAAAACGACGCG
: TA CTCCTTGAGCTGTATTG
ALB160 ot 13 | TGCTGATCCCATTTCCT |CACGACGTTGTAAAACGACGTGC
CAT CCGAGGACTATCATGT
ALB165 | ata 1o |ATTTGCCCCACAAATGG|CACGACGTTGTAAAACGACTTCG
TTA TGGTTCAACAACATGG
ALBL170* |t 10 |AGGGTGGCTGTTTAGAC|CACGACGTTGTAAAACGACTTGG
’ GAA GAATCTCCAGGTTCAG
ALB175 i 10 |CTGACGTTAGGGTGGCT|CACGACGTTGTAAAACGACTTGG
’ GTT GAATCTCCAGGTTCAG
ALB179 ct 9 CACCGGAAGTGGAGAA |CACGACGTTGTAAAACGACTGAT
GAAG CAAGTGCAAGGAAACG
ALB181 ac g |GGGTTCCACCTGTCAGA|CACGACGTTGTAAAACGACATGC
AAA CAAATGGGACTGTTTC
ALB183 - 9 |TGGTGATTTAAATGGCA| CACGACGTTGTAAAACGACGGG
CAAA ATATGCCCAATTTTGAA
ALB223 | aat 6 AAGACATCCAACCGAC |CACGACGTTGTAAAACGACACTG
CAAG CTGCGTTTCGTCAGA
ALB230 | atct 6 TAAAGGGGCAAATTGC |CACGACGTTGTAAAACGACTCGC
AAAG AATGAAACCCTAGGTC
ALB257 | aatt 5 TGTGATGGATTTTGCTT | CACGACGTTGTAAAACGACTGTC
CCA GCTCCTGCATCTATTG
ALB273 3 8 TCCATCTCCATCATCCC | CACGACGTTGTAAAACGACTGG
J TTC GGAACATTTCCATCATT
ALB278 c 8 CCTGGGTTAATTATGGC |CACGACGTTGTAAAACGACCGTA
CTGT TCTATTCTCACCTCCGATG
ALB311 a 6 CGTCGTCTTCAGGTCTT |CACGACGTTGTAAAACGACCCTA
g TCC ACAGCTTCCGTCTCCA
ALB348 tc 13 | TGTGTGCCGAACTAGTG|CACGACGTTGTAAAACGACTCCA
AAAG GGCCCTCACATATCTC
ALB349 tc 13 |GGATGGCTCTCAAGGTC| TCACGACGTTGTAAAACGACGA
ACT GCATGTGGGTGTGATTT
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Markor |Tekrar|Tekrar| Geri Primer 5°—3° | M13 kuyruk (19b¢) +ileri Primer
ad1 birimi | sayisi (20bg) 5 —3"
ALB355 ctt 11 CAGCAGGTCCTCGTACT | CACGACGTTGTAAAACGACGAT
CCT ACATCCCAGCCATTAATCC
ALB372 tatc 9 GGTGCGCAATGGAGAT |CACGACGTTGTAAAACGACTCTA
AGAT GGCTCCGTTCCGAGTA
ALB374 tt 9 AATGGTGGATCTGCAGA|CACGACGTTGTAAAACGACTGCT
: AGG GCTTCTTTTGTCGATG
ALB376 - 9 GGGTTCCACCTGTCAGA |CACGACGTTGTAAAACGACATGC
AAA CAAATGGGACTGTTTC
ALB445 aaa 7 CACCAGCGTTTACGTAG|CACGACGTTGTAAAACGACTGTT
g CAG CAGTGGGTCGAGTCAA
ALB454 tac 7 CTTCACCCAGCTGCTCA | CACGACGTTGTAAAACGACTGA
’ TC GTCGAATAAGCCGGAAG
ALB461 at v GGGCCGTCTGCATTTAT | CACGACGTTGTAAAACGACCAG
CAT AACTGTCAGTCCCCTTTG
ALB467 at 7 GGCGTCACGAAAGAAG |CACGACGTTGTAAAACGACCcccC
AGAA ACCAGCTCTATGAAAT
ALB486 a 6 GGCCAGCCATGTTAGAC|CACGACGTTGTAAAACGACTAAT
g TGT CCGCGTCCTCTCTTGT
ALB514 aa 6 AAAAGAACCCCGACCT | CACGACGTTGTAAAACGACACG
g GAAT GAGGGAGTACACCACAA

* Daha sonraki genetik analizlerde kullanilmamigtir

3.7.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR 384 kuyucuklu mikroplakalarda genetik karakterizasyonda kullanilan tiim

bireyler (192) i¢in 2 set primer kullanilarak gergeklestirilmistir. Diger bir deyisle her bir 6rnek

icin 2 markarle birlikte 384 kuyucuklu PZR plakalarinda ¢alisilmistir.

Her bir reaksiyonun son hacmi 7.5 pl olmus ve kullanilan tiim boyalar, ileri (F)
primere baglanan M13 kuyrugundan FAM, HEX, NED ve PET flouresan boyalar: ile
isaretlenmistir. FAM (mavi), HEX (yesil), NED (sar1) ve PETC (kirmizi) boyalar1 farkl

emisyon spektrumuna sahip olduklarindan 4 PZR plakasi (her boyanin biri) bir ABI

plakasinda birlesmilerder. Primer karisimindaki primerlerin konsantrasyonlari; ileri primer

icin 0.33uM ve geri primer i¢in SuM olacak sekilde ayarlanmistir. PZR Bio-Rad S1000 1s1-

dongu cihazlari kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.15).

PZR reaksiyon icerikleri

0.75ul M13-flouresan boya (10uM)
0.75ul 10x PZR tamponu
0.75ul Genomik DNA (15ng/ul)
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0.60ul dNTPs (2.5mM)
0.60ul MgClI (25mM)
3.15ul ddH,0

0.15ul Taqg Polimeraz
0.75ul Primer Karigimi1

Her bir set primer i¢in PZR asagida belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir.

PZR basamaklan ve sikluslar (doénguler)

1. 95°C’de 2 dk. 6n denatlirasyon

2. 95°C’de 20 sn denatiirasyon

3. 54°C’de 20 sn baglanma 35 dongli
4. 72°C’de 1dkuzama

5. 72°C’de 10 dk son uzama

Elde edilen PZR drlnleri kapiller elektroforez icin ylkleninceye kadar derin

dondurucuda (-20°C ) saklanmustir.

Sekil 3.15.  Bio-Rad S1000 Is1 dongii cihazlart

65



3.7.5. Kapiller elektroforez

Mikrosatellit lokuslarin fragman analizi ARS/USDA genotipleme laboratuvarinda
bulunan ABI 3730x1 (Applied Biosystem) otomatik dizi analizi cihazi ile gergeklestirilmistir
(Sekil 3.16). Bu basamakta 4 boya multipleks formatta kullanilmistir. PZR {irlinleri yeni bir
384 kuyucuklu plakada belirtildigi gibi sulandirilmistir: 3ul FAM, 3ul HEX, 4ul NED, 6ul
PET ve 9ul ddH,0O (son hacim 25ul). Sulandirilmis 3pul PZR iiriinii, 8ul Formamide ve 2ul
Cassul 445b¢ (baz cifti) biiyiiklilk standardi kullanilarak ornekler ABI 3730x1° e ozgiin
plakalar icinde kapiller elektroforez icin hazirlanmistir. Ornekler, elektroforez icin kapiller

borulara enjeksiyonu 6ncesinde, 94°C’de 5 dk denatiire edilmistir.

Sekil 3.16.  ABI 3730x1 Otomatik DNA Dizi Analizi Cihazlar1 (Applied Biosystems) yukarida 16
kapillerli asagida ise 48 kapillerli sistem gosterilmistir
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Sonug olarak, 384 kuyucuklu bir multipleks plaka, dort 384 kuyucuklu PZR plakay1
kapsamaktaydi. Bu nedenle sonug olarak, 24 PZR plakasi 8 markor igeren 6 ABI plakasina
kombine edilmistir. Her bir ABI plakasinda kullanilan uygun boyalar ile isaretlenmis
markdrlar asagida Sekil 3.17°de verilmistir. Markor isminin yanindaki sayilar Vogel ve ark.
(2009) tarafindan Dbelirtildigi ilizere, DNA fragmanlarinin beklenen biiyiikliglini
goOstermektedir.
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ABI PLATE | ABI PLATE II

ALBO006 360 | 394 ALBO056 195 | 258
FAM v FAM v

ALBO008 116 | 138 ALBO086 178 | 340

ALBO013 231 | 341 ALB155 165 | 179
HEX v HEX v

ALB022 247 | 361 ALB349 158 | 188

ALB131 284 | 297 ALBO030 151 | 246
NED v NED v

ALB139 305 | 338 ALB034 220 | 250

ALBO040 176 234 ALB223 249 | 257
PET v PET v

ALBO050 220 | 293 ALB461 260 | 270

ABI PLATE Il ABI PLATE IV

ALB165 158 | 198 ALB355 167 | 221
FAM v FAM v

ALB348 163 | 246 ALB372 170 | 216

ALBO087 193 | 204 ALB273 190 | 198
HEX v HEX v

ALBO089 194 | 215 ALB454 188 | 216

ALB160 223 255 ALB158 231 | 276
NED v NED v

ALB374 222 | 236 ALB170 230 | 256

ALB230 236 | 276 ALB100 235 | 267
PET v PET x

ALB311 236 252 ALB257 235 | 263

ABI PLATE V ABI PLATE VI

ALB001 182 | 220 ALB004 241 | 256
FAM v FAM v

ALB183 185 | 200 ALB376 233 | 244

ALB278 192 200 ALB467 200 | 208
HEX v HEX v

ALB445 192 231 ALB514 205 | 241

ALB179 204 | 236 ALB047 200 | 201
NED v NED v

ALB486 220 | 226 ALB149 237 | 245

ALB181 234 | 244 ALB100 235 | 267
PET v PET v

ALB175 234 | 257 ALB257 235 | 263

Sekil 3.17.  Multipleks formatta uygun boyalara denk gelen markorler yiiklenmis 6 ABI plakasi. 8
markoér uygulanan tiim bireyleri igeren her bir ABI plakasi sekilde gosterilmistir.
ALB100 ve ALB257 nolu markoérler tekrar edilmistir. Markoérlerin  karsisindaki
sttunlardaki sayillar Vogel ve ark. (2009a) tarafindan verilen fragman araligim
gostermektedir
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3.7.6. Fragman analizi

DNA fragmanlarmin degerlendirilmesi GeneMarker® Version 1.95 yazilim programi
(Softgenetics LLR®, State College, PA, USA) kullanilarak yapilmistir. Manuel olarak, her bir
markar icin tum allelleri temsil eden bir panel olusturulmustur (Sekil 3.18). Her bir lokusa ait
alleller markor paneli kullanilarak degerlendirildikten sonra allelleri kontrol edilmis (alles
checked) olarak isimlendirilen pikler, tekrardan her bir birey i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
Her markorde her bir birey i¢in bir veya iki allel degerlendirilmis (Sekil 3.19) ve ardindan
tiim markor ve bireyleri igeren diploid formatta bir matriks olusturulmustur. ALB183 kodlu
markor icin, Allotetraploid B. hybrium bireylerinde {ig esit amplifiye pik tespit edilmistir. Bu
durumun Ustesinden gelebilmek igin bu 6rneklerde, ALB183 kodlu markér ALB183-1 ve
ALB183-2 olarak ikiye boliindiikten sonra, fragman biiyiikliigiiniin agik olarak ayrildig g6z

Ontine alinarak farkli bir lokus ve bagimsiz olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.20).

oMl T e # Help

B8 oal buw T s = B Bl |
Size [ Lo Pand Pigh Pand Al Haed] Conte] Disence] Cormrems |
G565 0e s w00

Sekil 3.18.  ABI plakasi VI’da gosterilen bireylere ait piklerle, tetraniikleotid ALB407 markor igin
allel paneli (NED floresan boyasi).Bu markor igin 206 ile 238 b¢ arasi 9 allel
tanmimlanmustir (dikey barlar). En yaygin allel 222 bg biiyiikliige sahiptir
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Sekil 3.19.  Bd21, Bd21-3, Gyth-4 (B. stacei) ve Para-1 (B. hybridum) bireylerine ait ALBO008
mikrosatellit markor fragmanlarina denk gelen pikler. Karakteristik olarak, iki diploid
tir acik olarak bir pike sahipken, allotetraploid Para-1 her bir paternal tirden gelen iki
pike sahip olmustur. Bu durumda her iki pik, diploid formatta degerlendirilmistir
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Sekil 3.20.  ALB183 markorl allotetraploid B. hybridium’larin ¢ogunda 3 pik olusturmustur. Bu
nedenle, analizi basitlestirmek i¢in ve her bir pikin farkli lokuslardan kaynaklandig1 g6z
Oniine alinarak ALB183-1 ve ALB183-2 olarak adlandirilan iki markére boliinmiistiir

3.7.7. Genetik cesitlilik analizleri

Genotipleme verileri, PowerMarker v.3.25 yazilim programinin &zet istatistikler
secenegi kullanilarak her bir lokus i¢in ortalama allel sayisi, major allel frekansi, gen
cesitliligi, heterozigotluk, kendilesme katsayisi (inbreeding coefficient) ve polimorfik bilgi
igerigi gibi genetik ¢esitlilik dlglimlerine tabi tutulmustur (Liu K and Muse SV, 2005). Bu

analizler, hem tum bitki koleksiyonu hem de her bir tlr icinde gerceklestirilmistir.
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Molekiiler varyans analizi (AMOVA) F istatistik ve analoglarinda olduk¢a yaygin
kullanilan degerleme, popiilasyonlar ve bolgeler arasi genetik varyasyonlarin hiyerarsik
boliimlemelerine (ayirimlarina) izin veren 6nemli bir istatistiksel metottur. Sifir (null)
hipotezi “popiilasyonlar aras1 herhangi bir fark yoktur (Fst=0)" olarak kabul edilir. Alternatif
HI hipotezi olarak ise “popiilasyonlar arasi1 genetik fark vardir (Fst>0)" olarak kabul edilir.
Bu nedenle, popiilasyon farkliligini arastirmak amaciyla, ii¢ tiirde %S5 diizeyde 999
permutasyon ve kodominant allellik secenegiyle birlikte AMOVA testi uygulanmistir. Ug tiire
ait 49 populasyonda (31 Bd, 15 Bh ve 3 Bs) yer alan 179 birey (117 Bd, 47 Bh ve 15 Bs) bu
analize dahil edilmistir. Her bir tiir i¢in sadece bir bireyi bulunan populasyonlar (B.d’den
Gera-1, Asti-1, Linos-4, Koz-3, HU1.6. ve Bh’den Grik-8, Gyth-4, ABR113, MA1.2.) analize
dahil edilmemistir. ikili Fst, LinFst, Nm hesabi 999 permiitasyonun tayininden sonra

gerceklestirilmistir. Bununla beraber, Nei’s uzaklik ve F’st hesaplanmistir.

Daha sonra, B. distachyon ve B. hybridum tdrleri i¢in molekiler varyans analizi
gerceklestirilmistir. Ayrica, 117 B. distachyon bireyinde ikili Fst degerleri, 31 popiilasyonla
(Bd21 ve Bd21-3 bir popllasyon olarak disiiniilmiistiir.) ve 47 B. hybridum bireyinde 15
popiilasyonla ortiigerek, 999 permutasyonla AMOVA istatistik uygulamasiyla hesaplanmastir.
Tim AMOVA ve F-istatistik hesaplamalart GenAlEx 6.501 yazilim programi kullanilarak
yapilmistir (Peakall R and Smouse PE, 2006).

Temel koordinatlar analizi (Principal coordinates analysis (PCoA)) ¢ok degiskenli bir
veri seti (0rn. Coklu lokus ve ¢oklu ornekler) icerisinde baslica motifi bulunmasi ve
¢izilmesine izin veren bir ¢oklu degisken teknigidir. PCoA uygulamalart matematiksel olarak
karmasiktir. Ancak, esas itibariyle PCoA; varyasyonlarin temel eksenlerinin ¢ok boyutlu bir
veri seti igerisinde yerlestirildigi istatistiksel bir siiregtir. Her bir ardisik eksen toplam
varyasyondaki azalmay1 orantisal olarak agiklamaktadir. Oyle ki fazla sayida farkli gruplar
bulundugunda, ilk iki veya 3 eksen, tipik olarak gruplar arasindaki ayirimin (dagilimin) biiyiik

cogunlugunu ortaya ¢ikarmaktadir.

PCoA g tiir i¢in; hem her bir tiir i¢in popiilasyon diizeyinde ayr1 olarak, hem de birey
diizeyinde 3 tiir i¢in birlikte uygulanmistir. Calismaya alinan tiim bireyler i¢in GenAIEx
6.501 yazilim1 (programi) igerisinde yer alan genetik uzaklik kodominant genotip secenegi
kullanilmistir. Ayrica, karsilastirmak amaciyla, PowerMarker yazilimi tarafindan hesaplanan
paylasilan allel uzaklik matrisi (Dsa) ve Phylip kullanilarak hesaplanan Nei’s 1983 (Da)

uzaklik matrisi gibi, iki veya daha fazla uzaklik matrisi PCoA’da giris verisi olarak
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kullanilmistir. Daha sonra verilerin standardize edilmesiyle birlikte uzaklik matrisi

kullanilarak, analizler gerceklestirilmistir.

B. distachyon tiirlerinde 37 popiilasyon iizerinde yansiz (tarafsiz) Nei’s genetik
uzaklik GenAIEx yazilimi iizerinde yer alan frekans segenegi kullanilarak hesaplanmis ve
PCoA veri standardizasyonu ile uzaklik matrisi tizerinden gergeklestirilmistir (EK 27). Allel
saptanamayan markorler hari¢ tutulup, B. stacei tiiriine ait 7 popiilasyon i¢in Nei’s genetik
uzaklik hesaplanirken (EK 29), B. hybridum tirine ait 19 populasyon igin de ayni prosedir
uygulanmistir (EK 28).

3.7.8. Genetik, fenotipik ve cografik uzakhiklarmn korelasyonu

Mantel Testi (Mantel, 1967): Mantel, herhangi iki matrisin eslesen veri girisleri ile
kullanilan matrislerin elemanlar1 arasindaki iligkiyi degerlendiren ¢ok yonlii parametrik
olmayan bir testtir. Diger bir deyisle, ayn1 boyutlarda iki matris arasindaki korelasyonun
anlamliligini belirlemek igin kullanilan bir istatistiksel yontemdir. Mantel testi ayni subjelerin
iki veya daha fazla uzaklik matrisini kiyaslar. Mantel testindeki sifir (null) hipotezi ise, A

matrisindeki uzakliklarin B matrisindeki uzaklardan bagimsiz olmasi durumudur.

Cografik uzaklik ve genetik profiller arasindaki iligkiyi saptamak amaciyla GenAIEx
6.501 yazilimi tlizerinden Mantel testi uygulanmistir. Cografik kayitlar1 bulunmayan 6rnekler
(Bd21, Bd21-3, Koz-3, ABR113 ve ABR114) analize tabi tutulmayip, 6rnekleme havuzuna
dahil edilmemistir. Ug tiire ait toplam 187 birey analize dahil edilmistir. Cografik koordinatlar
ondalik derecelere donistiiriiliip, cografik uzaklik matrisi log(1+x) transformasyon secenegi
kullanilarak hesaplanmistir (EK 2). Lineer kodominant genotipik uzaklik secenegi genetik
veri lizerine uygulanmistir. Smouse ve ark.” (1986) tarafindan tanimlanan metoda dayali

olarak 999 permutasyonla Mantel testi uygulanmustir.

Genotipik ve fenotipik veriler arasindaki baglantiy1 saptamak amaciyla Mantel testi
999 permutasyonla GenAlEx 6.501 yazilim programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
karsilastirma igin genotipik ve fenotipik karakterizasyon icin ortak Ozelliklere sahip toplam
188 ornek analize dahil edilmistir (ABR113, ABR114, Koz-3 ve Bd21 nolu 6rnekler harig
tutulmustur). Biri genotipik veriler i¢in paylasilan allel algoritmasi iizerinden olusturulan
matris, digeri de fenotipik karakterler igin olusturulan Oklid uzaklik matrisi olmak iizere iki

uzaklik matrisi analiz i¢in yapilandirilmigtir.
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3.7.9. Genetik uzakliklar ve filogeni

Paylasilan allel uzakligi Dsa (Jin and Chakraborty, 1993), Cavalli-Sforza ve Edwards
(1967)’1n D¢ uzakligi ve Nei ve ark. (1983)’nin Da uzakligi PowerMarker v.3.25 programi
(Liu K and Muse SV, 2005) kullanilarak hesaplanmistir. Dsa degeri ayrica her bir tiir igin ayri
ayr1 hesaplanmistir. Dendrogramlar, D¢ ve Da i¢in 1000 bootstrap destekle, Dsa icin 1000
bootstrap destekle komsu birlestirme kiimelenmesi (neighbor-joining clustering) metodu
kullanilarak PowerMarker v.3.25 programinda olusturulmustur. Cogunluk kurallt uyumluluk
agact (Majority rule consensus trees) PHYLIP v.3.695 paketinin CONSENSUS yazilimi
kullanilarak olusturulmustur (Felsenstein J, 1989). Bununla beraber, PHYLIP paket programi
icerisinde yer alan FITCH programi Da uzaklikla beraber kullanilmigtir. Bunu takiben, tiim
(filogeni) agaglar1 Dendroscope v.3.2.10 kullanilarak diizenlenmistir (Huson DH ve

Scornavacca C, 2012).
3.7.10. Bayes popiilasyon yap1 analizi

Mikrosatellit verileri STRUCTURE v.2.3.4 yazilimi {izerinde uygulanan modele
dayal1 bir kiimeleme algoritmas1 (model-based clustering algorithm) kullanilarak popiilasyon
yap1 varligi analizleri ger¢eklestirilmistir (Pritchard et al. 2000). Bu yazilim alt popiilasyonlari
belirlemek icin bir Bayes kiimeleme algoritmasi uygulamaktadir. Bunun i¢in ¢alismaya dahil
edilen ornekleri bu alt popiilasyonlarin i¢ine atar ve popiilasyon allel frekansini tahmin eder.
STRUCTURE yazilimi Markov chain Monte Carlo (MCMC) algoritmasina dayali genetik
benzerliklere gore bireyleri K kiimelerine ayirmaktadir. Her bir kiimede yer alan her bir birey
icin tahmin edilen iyelik katsayisina (Q) dayali olarak en iyi K kiimesi segilir. Parametreleri
hesaplamak igin birden 20’ye kadar uzanan K degerleri i¢in 100.000’lik uzunluk sayisini
(burn-in lenght) takiben 1.000.000’luk MCMC tekrarlariyla, 10 bagimsiz tekrardan (run)
gerceklestirilmistir.

B. distachyon popiilasyonunun biiyiik bir kismi homozigot oldugundan dolayi, ¢ tiir
icin diploid ayarlama kullanmistir. “Bagimsiz allel frekansi”, allel frekans dagilim
parametresi A=0.8 ve “On popiilasyon bilgisi yok” ayarlariyla birlikte karistm modeli
kullanilmistir. Her bir K degeri igin belirlenen verinin log —olasiligi K kiimesi boyunca
kiyaslanarak hesaplanmistir. Bagimsiz caligmalarin en uygun hizalanmalarinin tespiti i¢in
CLUMPP v.1.1.2 yazilim1 kullanilmig (Jakobsson M and Rosenberg NA, 2007) ve elde edilen
veriler, kiime goriintiileme programi1 DISTRUCT 1.1 i¢in dogrudan giris (input) verisi olarak

kullanilmistir (Rosenberg NA, 2004). Optimum alt popiilasyon modelleri su sekilde
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incelenmistir: (1) Pritchard ve Falush (2007) tarafindan oOnerilen enformel isaret¢ilerin
(6rnegin platokriteri) uygulanmasi, (2) SPSS v.20 yazilim paketinde (Rosenberg, 2001)
uygulandig1 iizere, parametrik olmayan Wilcoxon testi kullanilarak her bir K degeri i¢in on
tekrar ile hesaplanan logaritma olasiligi degerleri anlamima gelen L(K) degerinin
uygulanmasi, (3) Evanno ve ark. (2005) tarafindan tanimlanan K degeri ile ilgili ikinci diizen
oraninin degisimi olan 3AK degerinin hesaplanmasi ve (4) STRUCTURE HARVESTER
programinda uygulandig1 gibi (Earl ve von Holdt, 2012), on tekrar ile hesaplanan verilerin

logaritma olasilig1 L(K) ve AK degerlerinin grafiginin ¢izilmesi.

Ayrica, bu ¢aligmada, Pritchard JK ve Falush D (2007) tarafindan Onerildigi gibi,
sadece bireylerin farkli alt kiimeler halinde bdliinmiis oldugu tahmini kullanilarak, tiir diizeyi
verileri takiben STRUCTURE program kullanilarak “hiyerarsik STRUCTURE analizi”
uygulanmistir. Bu yaklasim igin, en iyi K kiimesinin belirlenmesinde = AK metodu

kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Fenotipik Karekteristiklerin Istatistiksel Analizi
4.1.1. Tanimlayici istatistikler

Materyal ve Yontemler bolimiinde (bashik 3.5.1) belirtildigi {izere, fenotipik
karekterizasyon, 3 tiiriin 603 bireyine karsilik gelen 1.784 bitki lizerinde gergeklestirilmistir.
Olgiim yapilan her bir bitkide her bir karakter i¢in ortalama degerler hesaplanmis, istatistik
analizler bu ortalama degerler tizerinden yapilmistir. Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’te B. distachyon,
B. hybridum and B. stacei tiirlerine ait 15 karakteristik 6zelligin minimum, maksimum,
ortalama, standart sapma, varyans, carpiklik (skewness) ve basiklik (kurtosis) degerleri

sirasiyla verilmistir.

Bu noktada, yetisme kosullar1 ve uygulamalara ya da diger kosullara bagli olarak
Olciilen karakteristik degerler arasinda bazi farkliliklar olabilecegini s6ylemek miimkiindiir.
Bu tiir calismalarda degerlerin karsilastirmali olarak gruplar arasinda ve kendi iclerinde
yorumlanmasi, mutlak degerlerden daha 6nemlidir. Bu nedenle, degerler arasindaki iliskiyi
daha 1y1 gostermek igin, 3 tiire ait her bir 6zellik SPSS paket programi yardimiyla bir arada
kutu diyagramlar halinde ¢izilerek verilmistir (EK 11- EK 15). Bu kutu diyagramalara

bakildiginda asagida 6zetlenen karakteristiklerin genel 6zelliklerini gormek miimkiindiir.

Basaklanma (Heading)

Bu {i¢ tiiriin ilk bagaklanma giin sayisinda dikkate alindiginda, B. stacei ilk bagaklanan
bitki olurken, gln sirasiyla B. hybridum ve B. distachyon bitkileri onu izlemislerdir (Sekil
4.1.a) Bununla beraber bitkiler arasinda alt veya st c¢eyrekte %25°lik Ortisme de
gdzlenmektedir. Ug tiirde de bazi aykirt degerler olmustur. Ozellikle B. stacei tliriinde 3 asir1
aykirt deger goriilmistiir (AL1.1: 89.0; AL5.2: 93.5 ve Amfi-1: 133.3). Dogal Brachypodium
aksesyonlarinda basaklanma ve ciceklenme siiresi bliyiik Ol¢iide sicaklik ve 1s181n
niteliklerinden etkilenmektedir (Schwartz, 2010), sonucta bu Kkarekteristiklerden yalnizca

goreceli bir yorum yapilabilir.

Saplar (Tillers)

Sap sayilar1 6rneginde de durum asagi yukaru aynidir. B. stacei ve B. hybridum benzer
sap sayilara sahipken, genis aralikta B. hybridum ile B. distachyon bazi ortiisen durum ve

ust duzeydeki orta aykir1 degerlerle iki katina sahiptirler (Sekil 4.1.b).
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Bogumlar (Nodes)

En uzun saptaki bogum sayilart (Bogumlar) aydlatici nitelikte degildir, ¢iinkii ¢

tlrde de ayni1 sayilar1 vermektedir (Sekil 4.1.c). Bu da 4 civarindadir.

Boy (Height)

Bitkilerin boyu s6z konusu oldugunda durum tam tersidir. B. stacei tlri 1 metre
dolayma ulasarak B. distachyon tiirlinden kiigiik ortiismelerle daha yiiksek degere ulasirken,
B. hybridum tiirii bu iki tiirin arasinda bir uzunluk degerine sahip olmustur (Sekil 4.1.d). Bu
durumda bile B. distachyon and B. hybridum tiirlerinde bazi “orta” aykir1 degerlere
rastlanmistir. B. distachyon tirinde 31-61 cm araliginda bulunan degerlerin, dis ortam
kosullarinda ABD Kaliforniya’da 28-59 cm araliginda Tyler ve ark. (2014) tarafindan
bulunan degerlere benzer sonuglar oldugu goriilmistir. Bd21-3 aksesyonunun 35.9 cm
boyunun, Taylor ve ark. (2014) tarafindan basak kil¢iklar1 hari¢ yapilan 6l¢iimde belirtilen 32

cm degeri ile benzer sonuglar vermesi de dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.1. Ug tlre ait fenotipik karekteristiklerinin karsilastirmasini gosteren kutu diyagramlari:

(a) Basaklanma/Heading (gtin), (b) Saplar/Tillers (adet), (c) Bogumlar/Nodes (adet) ve
(d) Boy/Height (cm)

Salkim (Raceme)
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En uzun saptaki salkim uzunlugu (raceme) B. distachyon bireylerini ilk bakista B.
stacei bireylerinden ayiran diger bir karekteristiktir. B. distachyon’un ortalama salkim
uzunlugu (5cm), B. stacei bireylerinden ortalama salkim uzunlugunun (10cm) yaris1 kadardir
(Sekil 4.2.a). Yine B. distachyon tiriinden Linos populasyonu bireyleri ve Bd21-3
aksesyonunda bazi aykir1 degerlere rastlanmistir. B. hybridum tiiri 8 cm ortalama degerle

diger iki tiir arasinda yer almistir.

Salkimh saplar (Flowering culms)

Salkimli sap sayisi, toplam sap sayisina benzer sonuglara gostermistir. B. distachyon
bireyleri ortalama 48 salkimli sap sayisiyla, sirasiyla 23 ve 22 salkim sap sayisina sahip B.
hybridum ve B. stacei tiirlerinden yaklagik iki kat daha fazla sayiya sahip olmustur (Sekil
4.2.b). B. distachyon salkim sap sayist bazi bireylerde 90’ iizerinde ¢ikmistir (Sofy-5).
Biiyiik olasilikla B. distachyon tiirii vernelizasyonun etkisiyle daha fazla sap sayisi ve
basaklanma siiresine ulasmistir. Huan et al (2013)’a gore Brachypodium’da dort haftadan
uzun soguklanma peryodu basaklanmay1 harekete gecirmektedir. Vernelizasyon siiresinin 4

haftadan az oldugu durumlarda bitki basaklanmamaktadir.

Basakciklar (Spiklets)
Salkim basina 8 basakg¢ik gibi bazi asir1 degerlerle (Leon-7, Sela-5, Eren-4) B.

distachyon bireyleri salkimlarinda genellikle daha fazla basak¢ik bulunmasma ragmen,
basak¢ik sayilari (basakgiklar) bakimindan tiirler arasinda 6nemli bir fark yoktur (Sekil 4.2.c).
In Brachypodium’da basaklanma 4 hafta boyunca sogukta bekletilen bitkilerde indiiklenebilir.

Eger vernelizasyon siiresi 4 haftadan kisa olursa, bitki basaklanmayabilir. (Vogel. 2009).

Bavyrak Yaprak Boyu, Bayrak Yaprak Eni ve Bavrak Yaprak Alam
Bayrak yapraklari boyutlar1 (Bayrak Yaprak Boy (BYB), Bayrak Yaprak Eni (BYE)

ve Bayrak Yaprak Alani (BYA)) bakimindan B. distachyon ve B. stacei tiirleri arasinda
oldukca onemli fark oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2.d, Sekil 4.3.a, Sekil 4.3.b). B. stacei
bireyleri genis ve uzun yapraklara sahiptir. B. hybridum bireylerinin bayrak yapraklarin
boyutlar1 yine B. distachyon ve the B. stacei tiirleri arasinda olmustur. B. distachyon tiiriinde 1
cm?, B. hybridum tiiriinde 2.3 cm? ve B. stacei tiiriinde 5.5 cm? ortalama BYA degerleri
Ol¢iilmiistiir. Gortildigi gibi, B. stacei tirtindeki bireylerin ortalama BYA, B. distachyon

turdnln bireylerinin 5 katindan fazladir.
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Sekil 4.2. Ug tlre ait fenotipik karekteristiklerinin karsilagtirmasini gosteren kutu diyagramlari:

(@) Salkim/Raceme (cm), (b) Salkimli sap/Flowering culms (adet), (c)
Basakgik/Spikelets (adet), ve (d) BYB/Flag Leaf Length (cm)

Biyokiitle (Biomass)

Toprak iistiindeki toplam biyokiitle (Biomass) durumu biraz daha karmasiktir (Sekil
4.3.c). B. hybridum tiiriiniin bireyleri genis yapraklara sahip ve daha uzunken, B. distachyon
bireyleri daha fazla sap ve tohum vermistir. B. hybridum ve B. distachyon tiirleri ayni
biyokiitleye sahiptirler (sirasiyla 7.3 gr ve 7.2 gr). Bu nedenle vegetatif biokiitle varyansini
kullandik. B. stacei tiiriiniinii bireyleri 9.4 g ortalama biyokiitle ile diger iki tiirden daha fazla
biyokiitleye sahip olmustur. Bu tiirde ge¢ ¢igeklenen Amfi-1 aksesyonu 11.9 gr biyokitle

degerine ulagsmistir.

Tohum agirhg: (Seed weight)

Daha sonra (retilen her bir bireyin tohum agirhig dl¢iilmiistiir (Sekil 4.3.d). Ug tiirde
ortiismeler olsa da, ortalama degerler B. stacei, B. hybridum ve B. distachyon tirlerinde
sirastyla 3.6 gr, 3.3 gr ve 2.8 gr olmustur. En fazla ortalama TA B. stacei tlr( bireylerinde
bulunmustur. Bu karekteristik bitkinin vegetatif biyokiitle varyansinin agiklanmasina da

yardimci olmustur.
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Sekil 4.3. Ug tire ait fenotipik karekteristiklerinin karsilastirmasimi gosteren kutu diyagramlari:

(a) BYE/Flag Leaf Width (cm), (b) BYA/Flag Leaf Area (cm), (c) Biyokutle/Biomass
(gr) ve (d) Tohum agirlina/Seeds weight (gr)

Vegetatif biyokiitle (Vegetative biomass)

Daha 6nce belirtildigi gibi, vegitatif biyokiitle toplam biyokiitleden tohum agirliginin
cikartilmasiyla hesaplanmaktadir (Sekil 4.4.a). Bu durumda vegetatif biyokitle ortalama
degerleri B. distachyon bireylerinde 4.4 gr, B. hybridum bireylerinde 4 gr ve B. stacei
bireylerinde 5.8 gr olmustur. B. hybridum ve B. distachyon turlerinin bireyleri ortalama
biyokiitle degeri bakimindan birbirine yakin iken, daha 6nce belirtildigi gibi B. hybridum tir(
daha fazla tohum agirhi§ina sahiptir. Bununla birlikte kutu diyagramlar incelendiginde B.
hybridum and B. stacei tiirlerinde, 6zellikle Amfi popiilasyonunda bazi ug degerler oldugu
g6zlenmektedir.

Tohum verimi (Seeds yield)

Bitki bagina tohum verimi (Tohum verimi) biiyiik bir varyans gostermektedir (Selik
4.4.b). B. distachyon bireylerinin ortalama degerleri, B. hybridum tirlndn bireylerinin
ortalamasindan yaklasik 1.5 kat, B. stacei bireylerinin ortalamasinin da ¢ok tistiindedir. Ancak
B. hybridum bireylerinin bazilarinda B. distachyon bireylerinden daha fazla ortalama
degerlere sahip bazi bireylere rastlanmigtir. Kiglk tohumlara sahip B. hybridum
populasyonundan olan bu bireyler, nisbeten kigik tohumlu olup, 6nemli Olcude Elia

popiilasyonundandirlar. B. distachyon tiiriinde bitki bagma 390-1408 adet araliginda tohum
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degerleri elde edilmistir. Bu oran, yaptiklar1 arastirmada B. distachyon tlrleri icin Filiz ve ark.
(2009) bildirdikleri 4-193 tohum/bitki orani ile Brkljacic ve ark (2011) bildikleri 100-1000
tohum/bitki oranindan daha fazladir. Ayrica Savas Tuna(2014), 372 (36- 853) degerlerini

rapor etmistir.

Bin tane agirhig (1000 kernels weight)

Son olarak, tohum sayisinin bir gosteresi olan bin tane agirliginin (BTA), en fazla B.
stacei tiiriinde 7.4 gr, sonra sirastyla B. hybridum turiinde 6 gr ve B. distachyon turiinde 3.3 gr
ortalama degerlere sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.c). Ayrica B. hybridum
poplilasyonundan Fira and Dafne ve bazi Pela bireyleri (AL1.1 harig), biitiin tiir bireylerinden,

Ozellike B. stacei turiinun ortalama degerinin ¢ok tizerinde, daha agir tohumlar iiretmislerdir.

Bu ii¢ populasyon giiney Yunanistan’in Santorini ve Girit adalarindandir. Diger
yandan B. distachyon tiiriiniin BTA 1.5 gr ile 5.9 gr araliginda olmustur. Bu aralikta en
yiiksek deger biitiin diger B. distachyon bireylerinin tzerinde 1 gr farkla yer alan Bd21-3
aksesyonuna aittir. 2014°de Tyler et al., Bd21-3 aksesyonunu yetistirme odas1 kosullarinda
yetistirerek aksesyondan en uzun, genis ve agir tohumu elde etmislerdir (5.9 mg/tohum). Bu
aragtirmada Bd21-3 de elde edilen tohum verimi, Tyler et. al (2014) tarafindan elde edilen
tohum verimine benzer olmustur. Bu durum, bu aksesyonda BTA’nin ¢evre kosullarindan

fazla etkilenmedigini ve genetik kalitimin yiiksek olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.4. Ug tire ait fenotipik karekteristiklerinin karsilastirmasini gosteren kutu diyagramlari:

(a) Vegetatif biyokutle/Vegetative biomass (gr), (b) Tohum verimi/Seeds yield (adet)
ve BTA/1000 kernels weight (gr)

Yukarida tanimlanan fenotipik karekteristikler, original degerler standardize edildikten
sonra jitter grafigi halinde Sekil 4.5’de verilmistir. Verileri standardize etmek icin degerlerden
orta deger ¢ikarilip standart sapma degerine bolinmiistiir. Jitter grafigindeki her nokta bir
bireyin standardize edilmis degerini gostermektedir. B. distachyon, B. hybridum ve B. stacei
bireyleri sirasiyla yesil, turuncu ve kirmizi nokta renklerle gosterilmistir. B. distachyon
bireyleri genellikle daha fazla sap sayisi, salkimli sap, basakcik, daha kii¢lik tohumlara ve geg
basaklanma siiresine sahipken, B. stacei bireyleri uzun ve genis bayrak yapraklariyla uzun
boya, daha uzun salkima ve daha erken basaklanma siiresine sahip olmustur. B. hybridum
bireyleri, pesifik populasyonlariin birinden veya digerinden gelen bazi u¢ degerlerine
ragmen, ¢ogunlukla bu iki tiirlin degerleri arasinda olmustur. Bu sonuclar, Catalan et al
(2012)’nin ii¢ sitotipin (cytotip) iic degisik tiire ayrilmasit Onerdikleri makalelerindeki
bulgulariyla uyumludur. Bildirdikleri degerler bizim bulduklarimizdan biraz farkli olmakla
birlikte, B. distachyon’un en belirgin karekteristigi, kii¢iik boyu, kisa yaprak sapi, kisa
basakg¢iklart ve kisa lemmasi ile B. stacei ve B. hybridum tiirinden kolaylikla ayirt
edilebilmesidir. Catalan et al (2011) gore, ¢alismalarindaki morfoanatomik veriler iki diploid
arasinda (B. distachyon ve B. stacei) fenotipik farkliliklar gostermistir. Elde edilen
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allotetraploid (B. hybridum) kendi fenotipik niteliklerinin bazilarii1 korurken, bazilarinda
ebeveynlerinden birinin niteliklerini tagimaktadir. Bizim ¢aligmamiz da bu bulgular1 destekler
niteliktedir. B. hybridum bireyleri, ebeveynlerinden B. distachyon veya B. stacei tirlerinden
birinin niteliklerine biiylik benzerlik gostermektedir. Bu c¢alismada yalnizca fenotipik
karekteristik  degerlerinin  tanimlanmas1  yapilmistir.  Sonraki  bdliimlerde  6lgiilen

karekteristiklerin ortalamalarindaki farkliliklarin istatistiksel olarak onemli olup olmadig:

arastirilacaktir.
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Sekil 4.5. Degerler standardize edildikten sonra jitter diyagraminda fenotipik karekteristiklerin
gbsterimi. B. distachyon bireyleri yesil, B. hybridum bireyleri turuncu ve B. stacei
bireyleri kirmizi renkle gosterilmistir
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Cizelge 4.1.

B. distachyon tiiriiniin 15 fenotipik 6zelligine ait tanimlayici istatistikler

Karakteristikler S Minimum | Maksimum Ortalama Std. Varyans Skewness Kurtosis
Sapma
Istatistik | Istatistik Istatistik | Istatistik | Std. Hata | Istatistik | Istatistik |Istatistik | Std. Hata | Istatistik | Std. Hata
Basaklanma (giin) 307 121.500 171.000 |154.723 | 0.456 7.991 63.857 | -0.530 0.139 0.202 0.277
Saplar (adet) 307 24.333 91.000 49.937 0.658 11.521 | 132.743 | 0.506 0.139 0.301 0.277
Bogumlar (adet) 307 2.667 6.333 4.533 0.041 0.715 0.511 0.009 0.139 -0.136 | 0.277
Boy (cm) 307 31.200 61.250 45.448 0.289 5.056 25.561 | -0.081 0.139 -0.115 0.277
Salkim (cm) 307 3.417 7.604 4.968 0.037 0.647 0.419 0.576 0.139 0.879 0.277
Salkimli saplar (adet)| 307 22.667 90.333 48.003 0.652 11.425 | 130.527 | 0.515 0.139 0.343 0.277
Basakgiklar (adet) 307 3.667 8.667 5.651 0.048 0.848 0.720 0.563 0.139 0.349 0.277
BYB (cm) 307 2.183 6.517 3.536 0.038 0.674 0.454 0.625 0.139 0.877 0.277
BYE (cm) 307 0.167 0.500 0.357 0.003 0.059 0.003 0.199 0.139 -0.095 | 0.277
BYA (sz) 307 0.427 2.416 0.983 0.018 0.319 0.102 0.942 0.139 1.373 0.277
Biyokditle (gr) 307 4.687 9.687 7.168 0.054 0.953 0.908 0.037 0.139 -0.253 | 0.277
Tohum agirlig: (gr) 307 1.026 4.170 2.767 0.035 0.618 0.382 -0.210 0.139 -0.350 0.277
Vegt. biyokatle (gr) 307 2.155 6.629 4.390 0.048 0.846 0.716 0.050 0.139 -0.206 | 0.277
Tohum ver. (adet) 307 390.086 1408.116 | 876.596 | 12.109 | 212.170 |45016.01| 0.182 0.139 -0.300 0.277
BTA (gr) 307 1.550 5.917 3.277 0.034 0.601 0.361 0.021 0.139 0.979 0.277
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Cizelge 4.2.

B. hybridum tiiriiniin 15 fenotipik 6zelligine ait tanimlayici istatistikler

Karakteristikler S Minimum | Maksimum Ortalama Std. | Varyans Skewness Kurtosis
Sapma
Istatistik | Istatistik | Istatistik |Istatistik | Std. Hata | Istatistik | Istatistik | Istatistik | Std. Hata | Istatistik | Std. Hata
Bagaklanma (gun) 278 109.00 160.00 | 132.670| 0.613 10.220 | 104.454 | -0.024 0.146 0.316 0.291
Saplar (adet) 278 14.67 40.67 25.598 0.333 5559 | 30.905 | 0.435 0.146 -0.477 0.291
Bogumlar (adet) 278 2.33 6.33 4.364 0.055 0.913 0.834 0.047 0.146 -0.476 0.291
Boy (cm) 278 33.00 74.10 54.804 0.423 7.049 | 49.685 | -0.149 0.146 0.288 0.291
Salkim (cm) 278 5.80 11.63 8.348 0.066 1.093 1.195 0.233 0.146 -0.223 0.291
Salkimli saplar (adet) 278 13.33 37.00 23.248 0.302 5.028 | 25.282 | 0.433 0.146 -0.370 0.291
Basakgiklar (adet) 278 3.00 6.33 4814 0.040 0.675 0.455 | -0.029 0.146 -0.224 0.291
BYB (cm) 278 2.60 11.67 6.189 0.108 1.801 3.243 0.390 0.146 -0.064 0.291
BYE (cm) 278 0.23 0.70 0.471 0.005 0.086 0.007 | -0.291 0.146 0.199 0.291
BYA (cm?) 278 0.45 5.39 2.303 0.058 0.960 0.921 0.538 0.146 0.133 0.291
Biyokditle (gr) 278 3.77 10.92 7.257 0.081 1.344 1.805 0.458 0.146 0.122 0.291
Tohum agirlig: (gr) 278 2.02 5.01 3.294 0.032 0.540 0.292 0.463 0.146 0.317 0.291
Vegt. biyokitle (gr) 278 1.63 7.42 3.964 0.065 1.081 1.170 0.717 0.146 1.162 0.291
Tohum ver. (adet) 278 271.68 1491.45 |583.481 | 10.365 | 172.818 [29866.20| 1.566 0.146 4.928 0.291
BTA (gr) 278 3.08 11.65 5.978 0.080 1.333 1.777 0.909 0.146 2.189 0.291
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Cizelge 4.3. B. stacei tiriiniin 15 fenotipik 6zelligine ait tanimlayici istatistikler

Karakteristikler S Minimum | Maksimum Ortalama Std. Varyans Skewness Kurtosis
Sapma
Istatistik | Istatistik Istatistik | Istatistik |Std. Hata| Istatistik | Istatistik | Istatistik |Std. Hata| Istatistik |Std. Hata
Basaklanma (gun) 18 89.000 133.333 112.417 | 2.406 10.206 104.158 -0.568 0.536 1.608 1.038
Saplar (adet) 18 17.333 26.500 22.389 0.675 2.864 8.203 -0.223 0.536 -1.053 1.038
Bogumlar (adet) 18 2.000 4.667 3.806 0.199 0.845 0.713 -1.090 0.536 0.147 1.038
Boy (cm) 18 57.867 94.667 82.044 2.890 12.260 150.314 -1.177 0.536 0.315 1.038
Salkim (cm) 18 7.700 12.700 10.759 0.363 1.540 2.371 -0.649 0.536 -0.881 1.038
(Saaélggnh saplar 18 17.333 26500 | 21.944 | 0.658 | 2.790 7.784 | 0014 | 0536 | -1.074 | 1.038
Basakgiklar (adet) 18 3.000 5.333 4.269 0.158 0.669 0.448 -0.347 0.536 -0.060 1.038
BYB (cm) 18 6.250 13.717 10.550 0.479 2.031 4.126 -0.540 0.536 -0.374 1.038
BYE (cm) 18 0.500 0.817 0.669 0.020 0.084 0.007 -0.570 0.536 0.286 1.038
BYA (sz) 18 2.344 7.914 5.472 0.353 1.499 2.246 -0.481 0.536 -0.385 1.038
Biyokitle (gr) 18 7.717 11.943 | 9422 | 0208 | 0883 0780 | 0758 | 0536 | 3.701 | 1.038
Tohum agirlig: (gr) 18 2.264 4.212 3.579 0.099 0.418 0.175 -1.782 0.536 5.364 1.038
Vegt. biyokitle (gr)| 18 4575 8.360 5843 | 0224 | 0952 0906 | 0971 | 0536 | 1.957 | 1.038
Tohum ver. (adet) 18 291.810 603.442 491.816 | 17.803 75.533 | 5705.278 | -1.042 0.536 1.974 1.038
BTA (gr) 18 5.767 10.275 7.394 0.213 0.906 0.820 1.679 0.536 5.990 1.038
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4.2.2. Cok degiskenli varyans analizi

Tek yonli ¢ok degiskenli varyans analizi (MANOVA) ii¢ tiir (B. distachyon, B.
hybridum and B. stacei) ve fenotipik karekteristik deger ortalamalari arasinda bir ya da daha
fazla farkliliklar olabilece§i varsayimimi test etmek i¢in uygulanmistir. MANOVA’nin
istatistiksel 6nemi elde edilmistir (Pillais Izi =1.53, F(30, 1174=126,83), p<0.001). Coklu
degisken etkisi (Multivariate Effect) 0.764 olarak hesaplanmistir. Bu da tiirler i¢in varyansin
%76.4°1 bagimli degiskenlerden kaynaklandig1 anlamina gelmektedir.

ANOVA izleme (follow-up) testleri gerceklestirilmeden Once, biitiin 15 fenotipik
karakteristik varyansin homejenlikleri test edilmistir. Levene serilerine bagli olarak yapilan F
testlerinde p<0.05 6nem seviyesinde varyansin homejen olmadigi gézlenmistir. Leven F testi
15 fenotipik karekteristikle ilgili varyanslarin homojen olmadigini gdstermesine ragmen,
standart sapmalarin degerlendirmesi (Cizelge 4.4), ANOVA testinin bu durumlarda daha
etkili oldugunu gostererek, en biiyiik standart sapmalarin hi¢ birinin en Kuguk standart

sapmalardan 4 kat daha fazla olmadigini1 gostermistir (Howell, 2007).

Cizelge 4.4. Her bir tiire ait 15 fenotipik karakteristiklerin ortalama ve standart sapma degerleri

Fenotipik Karakteristikler Turler Ortalama | Standart Sapma
Bagsaklanma (gtin) B. distachyon 154.723 7.991
B. hybridum 132.670 10.220
B. stacei 112.417 10.206
Saplar (adet) B. distachyon 49.937 11.521
B. hybridum 25.598 5.559
B. stacei 22.389 2.864
Bogumlar (adet) B. distachyon 4.533 0.715
B. hybridum 4.364 0.913
B. stacei 3.806 0.845
Boy (cm) B. distachyon 45.448 5.056
B. hybridum 54.804 7.049
B. stacei 82.044 12.260
Salkim (cm) B. distachyon 4.968 0.647
B. hybridum 8.348 1.093
B. stacei 10.759 1.540
Salkimli saplar (adet) B. distachyon 48.003 11.425
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Fenotipik Karakteristikler Turler Ortalama | Standart Sapma
B. hybridum 23.248 5.028
B. stacei 21.944 2.790
Basakgiklar (adet) B. distachyon 5.652 0.848
B. hybridum 4.814 0.675
B. stacei 4.269 0.669
BYB (cm) B. distachyon 3.536 0.674
B. hybridum 6.189 1.801
B. stacei 10.550 2.031
BYE (cm) B. distachyon 0.357 0.059
B. hybridum 0.471 0.086
B. stacei 0.669 0.084
BYA (cm?) B. distachyon 0.983 0.319
B. hybridum 2.303 0.960
B. stacei 5.472 1.499
Biyokutle (gr) B. distachyon 7.168 0.953
B. hybridum 7.257 1.344
B. stacei 9.422 0.883
Tohum agirlig: (gr) B. distachyon 2.767 0.618
B. hybridum 3.294 0.540
B. stacei 3.579 0.418
Vegitatif biyokiitle (gr) B. distachyon 4.390 0.846
B. hybridum 3.964 1.081
B. stacei 5.844 0.952
Tohum verimi (adet) B. distachyon 876.596 212.170
B. hybridum 583.481 172.818
B. stacei 491.816 75.533
BTA (gr) B. distachyon 3.277 0.601
B. hybridum 5.978 1.333
B. stacei 7.394 0.906

Parametrik testler icin varsayimlar basarili olduktan sonra, 15 bagimli degiskenin her
biri Uzerinde tek yonli ANOVA serileri MANOVA’ya izleme (follow-up) testi olarak
uygulanmistir. ANOVA’larin hepsi en yiiksek 0.798 (Salkim) ile en diisiik 0,028 (bogum)
araliginda etki boyutlartyla (kismi n?) istatistiki olarak onemli olmustur (Cizelge 4.5).
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Parametrelerden bogum sayisinin farklilasmaya olan katkisi az olsa da, tiirler arasi

farklilagmada salkimin en 6nemli faktor oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5.  Fenotipik karakteristige ait tek yonli varyans analizi

Fenotipik Tip M1 SD | Kareler F P | Kismi | Gozlenen
Karakteristikler | Kareler Top. Ortalamasi W’ Gug
Basaklanma 88639.09 2 | 4431955 | 529.25 | 0.000 | 0.638 1.000
Saplar 90882.00 2 | 45441.00 | 552.81 | 0.000 | 0.648 1.000
Bogumlar 11.46 2 5.73 8.60 0.000 | 0.028 0.968
Boy 30817.46 2 | 15408.73 | 382.99 | 0.000 | 0.561 1.000
Salkim 1972.77 2 986.39 1185.04 | 0.000 | 0.798 1.000
Salkimli saplar 92974.17 2 | 46487.08 | 592.49 | 0.000 | 0.664 1.000
Basakgiklar 119.36 2 59.68 101.17 | 0.000 | 0.252 1.000
BYB 1605.09 2 802.54 434.86 | 0.000 | 0.592 1.000
BYE 3.06 2 1.53 284.16 | 0.000 | 0.486 1.000
BYA 514.84 2 257.42 476.23 | 0.000 | 0.614 1.000
Biyokutle 86.60 2 43.30 32.84 | 0.000 | 0.099 1.000
Tohum agirlig 45.98 2 22.99 68.72 | 0.000| 0.186 1.000
Veg. biyokutle 74.42 2 37.21 39.97 |0.000 | 0.118 1.000
Tohum verimi 13586756.67 | 2 |6793378.33| 184.06 | 0.000 | 0.380 1.000
BTA 1204.81 2 602.40 586.30 | 0.000 | 0.662 1.000

Sonuglar, 3 tir ve 15 fenotipik karekteristigin bireysel ortalamalar1 arasindaki
farkliliklar1 incelemek i¢in bir diizine post-hoc (Fisher’s LSD) testi gerceklestirilmistir.
Testler, 4 ¢ift hari¢ btin post-hoc ortamala karsilastirilmalarinin istatistiksel olarak énemli
seviyede (p<0.05) oldugunu gostermistir. B. hybridum ve B. stacei tiirlerinin sap sayilarinin
ortalamalar1 arasindaki fark p=0.146 ile 3.21 olmustur. Bu fark istatistiksel olarak 6nemli
seviyede degildir. Bu iki tiirlin basaklanan sap sayist ortalamalar1 arasindaki fark 1.30 ile
p=0.545 olurken, tohum verimi ortalamalar1 farki p=0.05 ile 91.66 olmustur ki, bu 6nemli
seviyenin st limiti icerisinde yer almaktadir. B. distachyon ve B. hybridum tirlerinin

biyokiitle ortalamalar1 arasindaki fark 0.09 ile p=0.351 olarak bulunmustur. Bu iki tiiriin
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biyokiitle ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark olmadigi goriilmiistiir

(Cizelge 4.6). Sonug olarak, toplam biyokiitle bakiminda B. distachyon ve B. hybridum, sap

sayisi, basaklanan sap ve tohumu verimi bakimindan B. hybridum ve B. stacei hari¢, bu

calismada Olgiilen biitlin fenotipik karekteristikler ii¢ tiir arasinda %5’°lik 6nem seviyesinde

ayristirllmistr.

Cizelge 4.6.

Ug turiin fenotipik Karakteristikleri ortalamalarinin Fisher’s LSD post-hoc ¢oklu
karsilastirma testleri

Ortalama

Fenotipik karakteristikler Farki Sttel P OB
(1-J) Hata Alt Stmir | Ust Simir
B. distachyon |B. hybridum 22.053" [0.758 |0.000 |20.565 |23.541
B. stacei 42306 |2.219 |0.000 |37.947 |46.664
.hybridum |B. distachyon | -22.053" [0.758 |0.000 |-23.541 |-20.565
Basaklanma B. stacei 20.253° |2.226 |0.000 |15.882 |24.624
. stacei B. distachyon | -42.306  [2.219 |0.000 |-46.664 |-37.947
B. hybridum -20.253" [2.226 [0.000 |-24.624 |[-15.882
. distachyon |B. hybridum 24.339" [0.751 |0.000 |22.865 |25.813
B. stacei 27.548" [2.199 |0.000 |23.230 |31.866
. hybridum |B. distachyon | -24.339" |0.751 |0.000 [-25.813 |-22.865
Saplar B. stacei 3209 (2205 |0.146 |-1.121 |7.540
. stacei B. distachyon | -27.548" |2.199 |0.000 [-31.866 |-23.230
B. hybridum -3.209 |2.205 |0.146 |-7.540 1.121
. distachyon |B. hybridum 0.169° |0.068 |0.013 |0.036 0.301
B. stacei 0.727° |0.198 [0.000 |0.338 1.116
_hybridum |B. distachyon | -0.169" [0.068 |0.013 |-0.301  |-0.036
Bogumlar B. stacei 0.558" |0.198 |0.005 |0.169  |0.948
. stacei B. distachyon -0.727" |0.198 [0.000 |-1.116 -0.338
B. hybridum -0.558" |0.198 |0.005 |-0.948 |-0.169
. distachyon |B. hybridum -9.355" [0.525 [0.000 |-10.387 |-8.324
Boy B. stacei -36.595 |1.538 |0.000 |-39.616 |-33.574
. hybridum |B. distachyon 9.355 |0.525 |0.000 |8.324 10.387
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Ortalama

- - Std. 95% Giiven Arahig:
Fenotipik karakteristikler Farki Hata P -
(1-J) Alt Smnir | Ust Simir
B. stacei -27.240" [1.543 [0.000 |-30.270 |-24.210
B. stacei B. distachyon | 36.595 |1.538 |0.000 (33.574 |39.616
B. hybridum 27.240° |1.543 |0.000 |24.210 |30.270
. distachyon |B. hybridum -3.380° |0.076 |0.000 |-3.529 -3.232
B. stacei -5.791° |0.221 |0.000 |-6.226  |-5.357
Salkim . hybridum |B. distachyon 3.380° |0.076 |0.000 |3.232 3.529
B. stacei -2.411° |0.222 |0.000 |-2.847 -1.975
. stacei B. distachyon 57917 |0.221 [0.000 [5.357 6.226
B. hybridum 2.411° ]0.222 |0.000 |1.975 2.847
. distachyon |B. hybridum 24,755 [0.733 |0.000 |23.315 |26.196
B. stacei 26.058" [2.148 |0.000 |21.840 |30.277
Salkumls .hybridum |B. distachyon | -24.755" [0.733 |0.000 |-26.196 |-23.315
saplar B. stacei 1.303 [2.154 |0.545 [-2.928 |5.534
. stacei B. distachyon | -26.058" |2.148 |0.000 [-30.277 |-21.840
B. hybridum -1.303 |2.154 |0.545 |-5.534 2.928
. distachyon |B. hybridum 0.838" |0.064 |0.000 |0.713 0.963
B. stacei 1.383" |0.186 [0.000 [1.017 1.749
Basakeiklar | hybridum |B. distachyon | -0.838" |0.064 |0.000 |[-0.963  [-0.713
B. stacei 0.545" |0.187 |0.004 |0.178 0.912
. stacei B. distachyon -1.383" [0.186 [0.000 |-1.749 -1.017
B. hybridum -0.545" |0.187 |0.004 |-0.912 |-0.178
. distachyon |B. hybridum -2.653" [0.112 [0.000 |-2.874 -2.432
B. stacei -7.014" {0.329 |0.000 |-7.661 -6.367
. hybridum |B. distachyon 2.653" [0.112 |0.000 |2.432 2.874
BYB B. stacei -4.361° |0.330 |0.000 |-5.010 -3.712
. stacei B. distachyon 7.014" |0.329 [0.000 [6.367 7.661
B. hybridum 4.361° |0.330 [0.000 |3.712 5.010
BYE . distachyon | B. hybridum -0.114" |0.006 |0.000 |-0.126 -0.102
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Ortalama

95% Giiven Arahg:

Fenotipik karakteristikler Farki Iigia P -
(1-J) Alt Smnir | Ust Simir

B. stacei -0.312" |0.018 |0.000 |-0.347 -0.277

B. hybridum |B. distachyon 0.114" |0.006 |0.000 |0.102 0.126

B. stacei -0.198" |0.018 |0.000 |-0.233  |-0.163

. stacei B. distachyon 0.312° |0.018 [0.000 |0.277 0.347

B. hybridum 0.198" |0.018 |0.000 |0.163 0.233

. distachyon |B. hybridum -1.3217 |0.061 |0.000 |-1.440 -1.201

B. stacei -4.489" 10.178 |0.000 |-4.839 -4.139

_hybridum |B. distachyon | 1.321° |0.061 |0.000 [1.201 1.440

BYA B. stacei -3.168" |0.179 |0.000 |-3.519 -2.817

. stacei B. distachyon 4.489" |0.178 |0.000 |4.139 4.839

B. hybridum 3.168" |0.179 |0.000 |2.817 3.519

. distachyon |B. hybridum -0.089 [0.095 |0.351 |-0.275 0.098

B. stacei -2.254" 0.278 |0.000 |-2.801 -1.707

. hybridum |B. distachyon 0.089 |0.095 |0.351 |-0.098 0.275

Biyoklitle B. stacei 2.166° 0279 |0.000 |-2.714 |-1.617

. stacei B. distachyon 2.254" |0.278 [0.000 [1.707 2.801

B. hybridum 2.166° |0.279 [0.000 [1.617 2.714

. distachyon |B. hybridum -0.527° |0.048 |0.000 |-0.621  |-0.433

B. stacei -0.811° |0.140 |0.000 |-1.087 -0.536

Tohum . hybridum |B. distachyon 0.527" |0.048 |0.000 |0.433 0.621

agirlig B. stacei -0.285" |0.141 |0.043 |-0.561  |-0.008

. stacei B. distachyon 0.811° |0.140 |0.000 |0.536 1.087

B. hybridum 0.285 |0.141 |0.043 |0.008 0.561

. distachyon |B. hybridum 0.426" |0.080 [0.000 [0.270 0.583

B. stacei -1.453" [0.234 |0.000 |-1.913 -0.994

Vegitatif _hybridum |B. distachyon | -0.426" [0.080 [0.000 |-0.583 [-0.270
Biyokaitle _

B. stacei -1.880 |0.235 |0.000 |-2.341 -1.419

. stacei B. distachyon 1.453" 10.234 (0.000 |0.994 1.913

92




Ortalama

- - Std. 95% Giiven Arahig:
Fenotipik karakteristikler Farki Hata P -
(1-J) Alt Smnir | Ust Simir
B. hybridum 1.880° |0.235 |0.000 [1.419 2.341
B. distachyon |B. hybridum 293.115" |15.905 |0.000 |261.878 |324.352
B. stacei 384.780" |46.590 |0.000 |293.280 |476.280
Tohum B. hybridum |B. distachyon | -293.115 [15.905 |0.000 |-324.352 |-261.878
Verimi B. stacei 91.665 |46.725 [0.050 |-0.099 183.429
B. stacei B. distachyon | -384.780" |46.590 |0.000 |-476.280 [-293.280
B. hybridum -91.665 |46.725 |0.050 |-183.429 |0.099
B. distachyon |B. hybridum -2.701° |0.084 |0.000 |-2.866 |-2.537
B. stacei -4.117° |0.246 |0.000 |-4.600 |-3.634
B. hybridum |B. distachyon 2.701° |0.084 [0.000 [2.537 2.866
BTA B. stacei -1.415" |0.247 |0.000 |-1.899  |-0.931
B. stacei B. distachyon 4.117° |0.246 |0.000 |3.634 4.600
B. hybridum 1.415" [0.247 |0.000 |0.931 1.899

* Ortalama farkinin %35 seviyesinde olmasi 6nemlidir

4.1.3. Parametre dis1 testler

Her bir fenotipik karakterin medyan degisimleri {izerinden {i¢ tiir (B. distachyon, B.

hybridum and B. stacei) arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin Kruskal-Wallis testi

uygulanmistir. Bagli siralilik (tied ranks) icin diizeltilen test, Olgiilen tiim fenotipik

karekteristikler i¢cin 0.024 (bogum sayisi) ile 0.753 (Salkim uzunlugu) arasinda degisen etki

boyutlariyla (nz) onemli olmustur (Cizelge 4.7). Bu sonuglar daha onceki bdliimde verilen

ANOVA sonuglar1 ile hemen hemen Ozdestir. Etki boyutu nz =

X%N-1 bagmtisiyla

hesaplanmuistir.
Cizelge 4.7.  Ug tur ve 15 fenotipik karekterisitigin Kruskal-Wallis test sonuglar
Fenotpik Karekteristikler v sd p W
Bagaklanma 389.362 2 0.000 0.647
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Fenotpik Karekteristikler v sd p "
Saplar 420.534 2 0.000 0.699
Bogumlar 14.603 2 0.001 0.024
Boy 269.062 2 0.000 0.447
Salkim 453.187 2 0.000 0.753
Saplar 429.100 2 0.000 0.713
Basakgiklar 156.289 2 0.000 0.260
BYB 347.278 2 0.000 0.577
BYE 264.170 2 0.000 0.439
BYA 336.582 2 0.000 0.559
Biyokutle 39.934 2 0.000 0.066
Tohum agirlig1 108.442 2 0.000 0.180
Veg. Biyokitle 69.861 2 0.000 0.116
Tohum Verimi 258.477 2 0.000 0.429
BTA 421.696 2 0.000 0.700

Bitin Kruskal-Wallis testleri 6nemli oldugundan, tiirler arasinda ikili farkliliklari
degerlendirmek igin, segilen iki tiir arasinda izleme (follow-up) Kruskal-Wallis analizleri
yiiriitiilmiistiir. Ug¢ bagimsiz karsilastirmanin sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Daha &nce

de deginildigi iizere, her cift i¢in etki boyutu hesaplanmustir.

Cizelge 4.8.  Tiirlerin g ¢ifti i¢in 15 fenotipik karekteristigin follow-up Kruskal-Wallis testleri

B. distachyon vs B. B. distachyon vs B. B. hybridum vs B.
hybridum stacei stacei
Fenotipik 2 2 2 2 2 2
Karekteristikler X P N X P N X P N

Basaklanma 361.928 | 0.000 | 0.620 | 50.755|0.000 | 0.157 |37.299|0.000 |0.126

Saplar 403.533 | 0.000 | 0.691 |50.678|0.000| 0.156 | 5.700 |0.017|0.019
Bogumlar 6.639 | 0.010 | 0.011 |11.216|0.001| 0.035 | 4.393 | 0.036|0.015
Boy 233.845 | 0.000 | 0.400 |50.633|0.000| 0.156 |40.334|0.000|0.137
Salkim 431.302 | 0.000 | 0.739 |50.862|0.000 | 0.157 |29.692|0.0000.101
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B. distachyon vs B. B. distachyon vs B. B. hybridum vs B.
hybridum stacel stacei

Fenotipik 2 ) ) ’ ) )
Karekteristikler X P U X p n X p | n

Salkimli saplar | 413.922 | 0.000 | 0.709 |50.492|0.000 | 0.156 | 0.799 |0.371|0.003

Basakgiklar 137.299 | 0.000 | 0.235 | 35.067|0.000| 0.108 | 9.294 |0.002|0.032

BYB 316.964 | 0.000 | 0.543 | 50.824|0.000 | 0.157 |38.674|0.000|0.131
BYE 228.532 | 0.000 | 0.391 |50.906|0.000| 0.157 |40.423|0.000|0.137
BYA 304.705 | 0.000 | 0.522 |50.816|0.000 | 0.157 |41.790|0.000 |0.142
Biyokiitle 0.001 | 0.974 | 0.000 |43.809|0.000| 0.135 |33.471|0.0000.113

Tohum agirhigr | 91.963 | 0.000 | 0.157 | 28.350| 0.000 | 0.087 | 8.327 |0.004 |0.028

Veg. biyokutle | 38.569 | 0.000 | 0.066 | 30.306|0.000 | 0.094 |34.2640.000|0.116

Tohum verimi 239.320 | 0.000 | 0.410 | 43.723|0.000| 0.135 | 6.140 | 0.013|0.021

BTA 399.394 | 0.000 | 0.684 |50.822|0.000| 0.157 |24.9700.000 |0.085

Ikili karsilastirmalarda, ikisi harig, biitiin sifir hipotezi geri ¢evrimlerinde (rejected
null hypothesis): gruplar arasindaki ortalama siraliliktaki (rank) farkliliklar1 gostermek
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Kruskal-Wallis testi B. distachyon ve B. hybridum
arasinda toplam biyokiitle i¢in (X2:0-001 ve p=0.974) ile ortalama siralilikta fark olmadigimni
gostermistir. Ayrica, B. hybridum ve B. stacei ikili testinde salkimli saplar sayisinda

(x*=0.799 ve p=0.371) ile ortalama siralilik farki goriilmemistir.

4.2. Fenotipik Karakteristiklerin Cok-degiskenli Analizi
4.2.1. Bireylerin temel bilesenler analizi

Fenotipik veriler esas alinarak yapilan temel bilesenler analizi (PCA) iyi bir
performans gostermis ve %92’lik varyans Cizelge 4.9’de gosterildigi tizere, ilk alt1 bilesenle
aciklanmistir. Bilesenlerin 6zdeger ¢izgi grafigi, {i¢ tiiriin bireylerinde incelen 15 fenotipik
karekteristiklerdeki varyanslarin  biiylik ¢ogunlugunu agiklayabilen iki ana bileseni

dogrulamaktadir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.9. 603 bireyle gergeklestirilen PCA’da ilk alt1 bilesenle ac¢iklanan varyans
PC Ozdeger Varyans (%) EiG 2,5% EiG 97,5%

1 7.527 50.180 49.070 51.424
2 2.595 17.301 16.318 18.328
3 1.202 8.011 7.371 8.876
4 1.047 6.979 6.347 7.543
5 0.893 5.952 5.184 6.659
6 0.528 3.521 3.072 4.010
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Sekil 4.6. Bilesenlerin 6zdegeriyle bireylerin PCA’sinin ¢izgi grafigi (mavi ¢izgi) ve dnemsiz

bilesenlerin temsil edildigi kesikli cizgiler (kirmizi ¢izgi). Ik iki bilesen kirmizi
¢izginin Ustiindedir

Temel bilesenler analizinde 15 fenotipik karekteristikten her birinin katkisinin
ol¢iildiigli bu calismada, tek ya da daha ¢ok bilesen yansitilarak yiik katsayilari (loadings
coefficients) ifade edilmistir. (EK 4, EK 6, EK 7). Sekil 4.7’de PC1 ve PC2 eksenlerinde iki
boyutlu serpilme grafigi verilmistir. Bu grafikte belirgin olarak gorilmektedir ki: B.
distachyon bitkileri (yesil noktalar) i¢in basaklanma, sap, salkimli sap, basak¢ik ve tohum
verimi gibi yiiksek degere sahip karakteristikler ayn1 yonde II. ¢eyrek dairedeyken
(quandrant); bitkilerinin boy, salkim, BYA, BYE, BYB B. stacei bitkilerinin goériindiigii
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(kirmiz1 noktalar, bu grafikte gosterilmemistir) 1. ¢eyrek dairededir. Elbette, asil ii¢ boyutlu

grafigin iki eksende (PCl1 ve PC2) gosterilmesi yaniltict olmamali, eksenlerin yerini

degistirirsek, asil degiskenlerin goreceli konumu da degisir.
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Sekil 4.7.

Ozdeger skalasinda ilk iki bilesenle 15 orjinal fenotipik varyansin serpilme grafiginde
gosterimi, (x-ekseninde PC1ve y-ekseninde PC2)

Ug ayn tiir igin uygulanan PCA’nin serpilme grafigi (Sekil 4.8) gostermektedir ki: bu
caligmada Olgiilen fenotipik karakterlerin kombinasyonu, B. hybridum (turuncu) ve B.
distachyon (yesil) ile B. hybridum ve B. stacei (kirmizi) arasinda kiigiik 6rtiisme olmasina
ragmen, genellikle {i¢ tlirin bireylerini ayirmaktadir, B. hybridum’un evrimsel olarak B.
distachyon (baba soyu) ve B. stacei (anne soyu) tiirlerinin atas1 oldugu gz Oniine alinacak
olursa, bu normaldir (Wolny ve Hasterok 2009 and Hasterok, 2004). Renkli elipsler,
popiilasyonun %95°nin i¢inde yer almasi beklenen bolgeyi ongérmektedir. B. distachyon ve
B. stacei popiilasyonlari arasinda ortiisme bulunmadigi asikardir. Aslinda bu iki tiir ayn1 ¢evre

ve ayni yetistirme kosullarinda yan yana yetismis olsa bile genel goriiniimleri gdzlemlenerek
bir birinden kolayca ayirt edilebilmektedirler.

Elipslerin disina odaklanacak olursak, ozellikle III. ve IV. Ceyrek dairelerde (x-

ekseninin altinda) elipsler disinda diger tiirlerin alanina dahil bazi1 bireylerin varligini
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gorebiliriz (turuncu ve yesil karisik noktalar, Sekil 4.8). ilk bakista bu bir hataymis gibi
goriinse de, daha detayli bir incelemeyle ve bireylerin kimligiyle bunlarin ¢ogunun &zel
durumlar oldugunun farkina varabiliriz. Ayrica fenotipik karekterizasyondan tamamen
bagimsiz olan genetik veri analizinde, ayni tiirlerin diger bireylerinden biiyiik farklilik

gostermektedirler.

Component 2

Component 1

Sekil 4.8. 603 bireyin fenotipik karekteristikleriyle gerceklestirilen PCA. Yesil noktalar B.
distachyon, turuncu noktalar B. hybridum ve kirmiz1 noktalar B. stacei bitki bireylerini
gostermektedir

4.2.2. Popiilasyonlarin temel bilesenler analizi

Her popiilasyonun toplandigi1 lokasyon ile fenotipik karekteristikler arasinda bir iligki
olup olmadigini tespit etmek amaciyla popiilasyon diizeyinde PCA yapilmistir. Cizelge
4.10°de gosterildigi iizere, ilk bilesen PC1 degiskenlerin toplam varyansinin %55,918’ini,
ikinci bilesen PC2 ise %15.486’s1n1 icermektedir. Bu iki bilesen 15 fenotipik karakteristigin
%71,4’liik varyansini icerdiginden, fenotipik verilere gore popiilasyon yapisini agiklamak i¢in
serpilme grafiginin giivenilir oldugunu soéyleyebiliriz. PC1, PC2 ve 15 karakteristigin
yukleme grafikleri (loading plot) EK 8, EK 9 ve EK 5’de sirasiyla verilmistir.

98



Cizelge 4.10. 15 fenotipik karekterin popiilasyon ortalamalariyla PCA’dan elde edilen 6 bilesene ait
0zdeger ve varyanslar

PC Ozdeger Varyans (%) EIG 2,5% EIG 97,5%
1 8.38765 55.918 52.974 60.153
2 2.32289 15.486 12.964 18.84
3 1.24772 8.3181 5.7793 11.028
4 0.923556 6.157 4.2153 8.1002
5 0.768953 5.1264 3.1464 7.5647
6 0.451227 3.0082 1.6048 3.9918
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Sekil 4.9. Bilesenlerin 6zdegeriyle (mavi ¢izgi) PCA’da popiilasyon ¢izgi grafigi ve onemsiz
(non-significant) bilesenlerin temsil edildigi kesikli ¢izgi (kirmizi ¢izgi)

Sekil 4.10°de goriilen digbiikey sekiller {i¢ tiiriin popiilasyonlarini igermekle birlikte B.
distachyon ve B. hybridum tiirleri igin kesisim kiimesini de gostermektedir. Bu kiimede Kilk
(41), Edes (44), Linos (51) ve Bd21-3 popiilasyonlari yer almaktadir. Bu B. distachyon
popiilasyonlarinin bireyleri gergeklestirilen analizlerde digerlerine gore biiylik farkliliklar
gostermektedir. Ustelik Linos lokasyonundan, B. distachyon ve B. hybridum bireylerini iceren

iki simpatrik popiilasyon toplanmistir. Fenotipik veriler toplanirken 6zellikle Kilk ve Edes
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bitki popiilasyonlarinin digerlerinden farkli olduklar1 dikkat c¢ekmistir. ileride genetik
karekterizasyon analizlerinde de g0sterilecegi lizere, PCA sonuglari, muhtemelen genetik
cesitlilik gegmisine sahip ve ilk gozlemlenen fenotipik ¢esitligi desteklemektedir. Bd21-3 Irak
orijinli, baharda kendilenmis bir aksesyon oldugundan, denemede kiigiik gdvdesi ve iri
tohumlariyla, ilk basaklanan ve c¢iceklenen aksesyon olmustur; bu sonu¢ hi¢ de sasirtic
degildir. Bd21-3 aksesyonunu denememize, analiz ve dlgiimlerimizde kontrol iglevi gérmesi
icin dahil ettigimizden, bu aksesyonun Yunanistan’dan toplanan biitiin bireylerden farkli
olmas1 beklenmekteydi. Ayrica Gera (1), Farsa (10), Grik (35), Linos (51), Asti (55), (Katsi,
32 harig) gibi lokasyonlardan gelen bditiin B. distachyon simpatrik popiilasyonlarinin (convex
hull) disbiikey seklin ¢evresinde yer almasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum, bu tiirlerin yiksek
seviye kendilenmis olmasina ragmen, simpatrik popiilasyonlarin muhtemelen bir birinden
etkilenmis olduklarim1 gosteren giiclii bir delildir, ya da bitki toplanan lokasyonlardaki

cevresel kosullar, bir epigenetik faktor olarak onlarin fenotiplerinde bir ayrigma yaratmaistir.
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Sekil 4.10.  Her tiiriin dig biikey sekille belirtildigi popiilasyon ortalamalariyla PCA. Renkler

tirleri, sekiller ise hangi popiilasyondan olduklarint gostermektedir. Kare (') B.
distachyon ve B. hybridum bitkilerle simpatrik popiilasyonu, yildiz (%) B. hybridum
and B. stacei bitkilerle simpatrik popiilasyonu isaret etmektedir
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B. hybridum popiilasyonlar s6z konusu oldugunda simpatrik populasyonlarin digbiikey
seklin ¢evresinde yer aldiklar1 sdylenemez, ¢iinkii digbiikey seklin i¢ine yayilmislardir. Sekil
4.11°da agikg¢a goriildiigii tizere, ii¢ popiilasyonun %90’lik elipslerin disinda yer almasi ¢ok
o6nemli bir bulgudur.

Grik populasyonu sadece bir B. hybridum bireylerini temsil eder (diger 9’u B.
distachyon’dur), bu ylizden simpatrik B. distachyon poptlasyonuna (yesil karedeki Grik)
yakin gorlinliyor olsa bile, buna c¢ok fazla itimat edemeyiz. Daha ¢ok Pros ve Fira
popllasyonlar1 tizerinde durmak gerekir. Pros, Kuzey Yunanistan’dan toplanan iki B.
hybridum popiilasyonundan biridir. Toplanan lokasyon, bitkinin goériinimii ve gelisme
sekilleri B. distachyon’nunkine ¢ok benzemektedir. Bu nedenle ¢ekirdek DNA igerigi

belirlendikten sonra bagli oldugu tiir tespit edilebilmistir.

B. hybridum iginde Fira populasyonunun bireyleri belki de en dikkat ¢ekici olanidir,
¢linkii oldukga iri tohumlarla ilk basaklanan bitkilerdir. Boylari ¢ok uzun degildir ve
olgunlastiklarinda renkleri kizil kahverengiye donmektedir. Asagidaki boliimde de agiklandigi

uzere, genetik veri analizlerinde farklilik gosteren popiilasyonlardan biridir.
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Sekil 4.11.  Popiilasyon ortalamalariyla her tiir igin %9011k elipslerin ¢izildigi PCA
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B. stacei popiilasyonuna iliskin ¢ok fazla giivenilir bilgi vermek mimkiin degildir.
Clnku, 6 populasyondan sadece Veli popilasyonu 10 adet B. stacei bitkisi icermektedir.
Gyth, Hota ve Amfi popililasyonlar1 sirasiyla 3, 2 ve 1 bireyle temsil edilmistir. Ayrica,
Ispanyol AL1.2 ve AL5.2 aksesyonlarinin her biri iki replikasyonda birer bireyle temsil
edilmistir. Belkide popiilasyonlarin 1. ¢eyrek dairede toplanmalarina ragmen, diger tiirlerden
ayrismasinin, %90°lik elipsle disbiikey seklin 3-4 kati kadar bir alanit kaplamasinini ve

belkide B. hybridum elipslerinin iki kat1 kadar olmasinin nedeni budur.
4.2.3. Ayrisma (diskriminant) analizi (DA)

On bir (11) varyansla gerceklestirilen ayrisma (diskriminant) analiziyle bireylerin
%98.84’1i dogru bir sekilde siniflandirilirken, Jackknife testinden sonra bu oran % 98. 67’ye
diismiistiir. 603 bireyden sadece 8 tanesi hatali siniflandirilmistir. Bunlardan daha 6nce B.
distachyon tiiriine dahil olan 4’ B. hybridum tirQ olarak, yine daha 6nce B. hybridum tirine
dahil 3’inden 2 tanesi B. distachyon tiri ve 1 tanesi de B. stacei tirl olarak
smiflandirilmistir. Hatta Jacknife testinden sonra, daha 6nce B. stacei olan bir birey daha B.
hybridum olarak siiflandirildi. Siniflandirma ve Jackknife testinin sonuglar1 Cizelge 4.11°de
gosterilmektedir. Burada her tiiriin bireylerinin 6nceden tanimlanmis sayilari son siitunda,

analizlerle siniflandirilan bireylerinki son satirda verilmistir.

Cizelge 4.11. Jackknife testi oncesi ve sonrasi ii¢ tiirdeki bireylerin siniflandirilmasi. Son siitun tiir
basina dnce veriken bireylerin sayisini, son satir ise tiir bagina Jacknife testi oncesi ve
sonrast siniflandirilan bireyleri géstermektedir.

B. distachyon B. hybridum B. stacei Toplam
B. distachyon 303 4 0 307
B. hybridum 2 275 1 278
B. stacei 0 0 18 18
Toplam 305 279 19 603
Jackknife testi sonrasi siniflandirilan bireyler
B. distachyon 303 4 0 307
B. hybridum 2 275 1 278
B. stacei 0 1 17 18
Toplam 305 280 18 603
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Ayristirma analizinin serpilme grafigi, her bir tlirlin bireylerinin %95’inin i¢inde
yeralmas: beklenen elipslerle Sekil 4.12°de gosterilmistir. Grafik etiketlerinde hatali
siniflandirilan bireyler Jackknife siniflandirmasindaki renkleriyle gosterilmektedir. Analiz

yukleri (loadings) Ek 10’da verilmistir.
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Sekil 4.12.  Ug tiiriin ayristirma analiziyle yapilan serpilme grafigi. Yesil, turuncu ve kirmzi
noktalar sirasiyla B. distachyon, B. hybridum, B. stacei bitkilerini gostermektedir.
Grafik etiketlerinde hatali siniflandirilan bireyler verilmistir

Ug tir icindeki tiim bireylerden 8 tanesi dogru olarak siniflandirilamamistir (Cizelge
4.12). Bd21-3 ve ALS5.2 aksesyonlarinin bu ¢izelgede yer almasi da dikkat ¢ekicidir. Ayrisma
analizi (DA), genel olarak, %98,67’lik bir basari ile gergeklestirilmistir, ancak materyal ve
metod boliimiinde bahsedildigi gibi, bu konuda kesin konusabilmek i¢in takip edilmesi
gereken bazi varsayimlar bulunmaktadir. Bunlardan birisi verilerdeki aykiri degerlerin
(outliers) varhigidir. Aykir1 degerler korelasyon katsayilarinin biiylikliigiinii biiyiik olgtide
etkilemektedir. Bunun aksesyonlarin hatali siniflandirilmasina neden olduguna inanmaktay1z.

Tanimlayic1 istatistikteki karakteristikleri, kutu grafigini dikkate alarak tekrar incelenecek
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olursa, bunlarin bazilarinda ayni bireylerin aykiri deger olarak hatali siniflandirildigt
goriilmektedir. Aykirt degerler bircok parametrik istatistiksel analiz i¢in problem teskil

etmektedir; ancak bu calismanin amaci kolleksiyonun g¢esitliligini bulmak ve karakterize

etmek oldugundan, deger gibi goriinen bireyler, 1raksal dogalar1 yiiziinden
degerlendirme dis1 tutulamazlar.
Cizelge 4.12. Ayrigma analiziyle hatali siniflandirilan bireyler
Bireyler Verilen Gruplar Siniflandirma Jackknife sonrasi
Linos-3 B. distachyon B. hybridum B. hybridum
Linos-4 B. distachyon B. hybridum B. hybridum
Linos-5 B. distachyon B. hybridum B. hybridum
Bd21 3 B. distachyon B. hybridum B. hybridum
Peri-2 B. hybridum B. stacei B. stacei
Pros-4 B. hybridum B. distachyon B. distachyon
Pros-8 B. hybridum B. distachyon B. distachyon
ALS5.2 B. stacei B. stacei B. hybridum

4.3. Fenotipik Verilerde Filogenetik Yaklasimlar
4.3.1. Ug tiirle UPGMA agaci

Ug tdriin tim bireyleri ilkin kiime analizi (cluster analysis) i¢in kullanilmistir. Sekil
4.13’de 1000 boostrap (se¢-bagla testi) sonrasi elde edilen UPGMA uyumluluk (consensus)
agaci1 gosterilmistir. Agag, 307 B. distachyon (yesil), 278 B. hybridum (turuncu) ve 18 B.
stacei (mavi) bitkisinden olusmaktadir. Oncelikle kiimelerin goreceli konumu ile kiimeler ve
alt kimelerdeki bireylerin 6nemli olmadigini belirtmek gerekir. Burada 6nemli olan bireylerin

birlikte nasil kiimelendiklerini gosteren topolojidir.

Sekil 4.13’de de acikg¢a goriildiigii lizere, agacg, %100’liik bootstrap destegiyle iki ana
kiimeden olusmaktadir. ilk kiime Yunanistan’dan toplanan (Amfi-1 harig) tim B. stacei
bireylerini, ikinci kiime ise kalan B. stacei bireylerini (Amfi-1, AL1.1 ve AL5.2) ve tum B.
distachyon, B. hybridum bireylerini icermektedir.
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Biraz daha dikkatli bakildiginda, Sekil 4.14 yardimiyla bes ana kiimeyi bir birlerine
olan uzakliklarimi dikkate alarak ayrmanin miimkiin oldugu goriliir. Ik kiime
Yunanistan’dan toplanan (Amfi popiilasyonundan tek B. stacei olan Amfi-1 hari¢) tim B.

stacei bitkilerinden olusmaktadir, geriye kalanlar ise B. hybridum’dur.

Ikinci kiime, B. stacei ve B. hybridum bitkileriyle Amfi populasyonundan Amfi-10
harig, Ispanya’dan, AL1.1 ve AL5.2 ile Hion-3, Grik-4 ve Katsi-7. Bireylerini icermektedir.

Uclincii kiime B. hybridum (Pros popiilasyonunun hepsi, Stav-6, Stav-9) ve bazi B.
distachyon bireylerinden olusmaktadir. Ikincisinden farkli olarak, ii¢iincii kiimenin Kilk
populasyonunun tim bireylerini, Edes-1,2,8,10, Farsa-2,3,4,7,9, Bralo-3,7,10, Viti-1,10,
Vego-10 ve Lito-3 bireylerini igerdigini belirtmeliyiz. Bu kiime, diger analizlerinde gosterdigi
gibi, diger tiirlerden oldukga farkli bireylerden olusmaktadir. Bunlar tiirleraras1 klimede daha

detayl1 olarak incelenecektir.

Dordiincii kiime genis bir kimedir; geriye kalan bdtin B. hybridum bireylerini
(Ispanya Z2.2 aksesyonu hari¢), Bd21-3, Edes-2,3,4,5,7,8 ve Linos-2,3,4,5,7,8 B. distachyon
bireylerini icermektedir. Bd21-3 kendilenmis hatt1 Irak orijinli bahar aksesyonu olup, NJ
(Komsu birlestirme agaci), tek bag (Single linkage) ve Ward metodu (sonuglar1 bu ¢aligmada
yer almamaktadir) gibi farkli analizlerde de daima B. hybridum ile aym kiimede yer
almaktadir. Ustelik, bu kiimenin bazi bireyleri ile &ncekiler aymi baglanti noktalarma
sahiptirler ve genotip verilerle gergeklestirilen STRUCTURE analizlerinde birlikte

kiimelenmektedirler.

Son olarak, besinci kiime geriye kalan B. distachyon bireyleri ile ispanya’dan gelen B.
hybridum’un Z2.2 aksesyonundan olusmaktadir. Tim analizlerde, PCA’da da gosterildigi
Uzere (Sekil 4.8), bu kiimenin B. distachyon bitkileri daha baskin (constrained) ve bireyleri
arasindaki benzerlik daha fazladir. Elbette, Sekil 4.13’de ac¢ik bir sekilde gosterildigi gibi,
birgok alt grup vardir, ancak bootstrap destegi bize ayrintili yorum yapma imkani saglayacak
kadar yeterli degildir. Tiirleraras:t filojeni bize her tiirii derinlemesine inceleme firsati

saglayacaktir.

4.3.2. Uc tiirde Maksimum olasihk agaci

Daha 6nce de belirtildigi lizere, maksimum olasilik (Maximum Likelihood) filogenetik

yaklasimina UPGMA algoritmastyla birlikte kiime analizini test etmek i¢in basvurulmustur.
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Bu istatistiksel yontem genellikle diger agaclarla karsilastirilmasi gili¢ olan koksiiz agag
olusturmaktadir. Buna ragmen, UPGMA agacinin bes ana kiimesine bakilarak iki prosediirii
karsilastirmak miimkiindiir. Maksimum olasilik yontemi biitiin B. stacei bireylerinden (Amfi-
1 harig) olusan bir grubu da vermektedir. Bu grupta Ispanyol AL1.1 ve ALS5.2 bireyleri de
dahildir (Sekil 4.15). Amfi-1, benze sekilde Hion, Elia, Grik-4, Katsi, Linos-6, Linos-9 gibi,
ayni popiilasyondan B. hybridum bireyleriyle ikinci gruba baglidir.

Uciincii simpatrik grup, resimde birinci grubun yaninda yer almakta; Pros, Farsa ve
Stav popiilasyonlarindan B. hybridum ve Edes, Kilk, Linos ve Farsa popiilasyonlarindan B.
distachyon bireylerini igermektedir. Bu kiime UPGMA filogramindaki 3. ve 4. kiimelere
benzemektedir. DOrduncu kiime, geriye kalan B. hybridum bireylerini ve Bd21-3 aksesyonunu
icerirken, besinci kiime de geriye kalan biitiin B. distachyon bireyleriyle Ispanyol Z2.2

aksesyonunu icermekte.

Sonu¢ olarak maksimum olasilik yonteminin elde edilen topoloji, UPGMA
kiimelerinden tamamen farkl: bir filogenetik yaklagim olmasina ragmen, bootsrapping destegi

Oylesine giiclii olamasa bile, bize olusturulan agaca giivenme imkan1 saglamaktadir.

4.3.3. B. distachyon tiiriinde UPGMA agaci

Ug tiiriin birlikte yapilan filogenetik analizi, bize kolleksiyonun olasi yapis1 ve
populasyonlar ile turler arasindaki baglantilar hakkinda genel bir bilgi vermektedir. Tiirler
icindeki iligkileri ve bireylerin gruplanis sekillerini incelemek amaciyla 307 B. distachyon
bireyiyle bir UPGMA uyumluluk agaci olusturulmustur (Sekil 4.16).

Beklenildigi iizere, orijinal degerlerin yeni standardizasyonu nedeniyle agacin
goriinimil biraz farklidir. Aslinda, ii¢ tiir, diger gruplarla kiimelenen bireyleri, yeniden
pozisyonlayarak agacin sol alt tarafinda toplar gibi goriilmektedir. Soyle bir goz atildiginda,
radyal filogram farkl1 biiyiikliikte sekiz kiime iceriyor gériinmektedir. {1k dikkat ceken durum,
Bd21-3 kendilenmis aksesyonun diger bireylerle bir benzerlik gostermemesi ve tek basina

%100 bootstrapping destegi ile bir kiime olusturmasidir.

Ikinci kiime %74 bootstrapping destegi ile geriye kalan bireylerden ayrilan, 31
bireyden olusmaktadir. Tiim Linos 2, 3, 4, 5, 7 ve 8; Farsa 2, 3, 4, 7, 9; Edes 9 harig, Kilk (3
numara hari¢) ve ayrica Asti 4, 10°dan gelen B. distachyon bireyleri bu kiimeye baglidir. Bu
bitkiler, %95°1ik elipslerin disindaki noktalarin bu gruptan bitkilere bagli oldugu bireylerle
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yapilan PCA’da (Sekil 4.8) ve B. distachyon olarak hatali siniflandirildiklart DA gibi bazi
analizlerde, diger biitiin B. distachyon bireylerinden ayrilmaktadir. Yine, populasyonlarin
ortalamalariyla (Sekil 4.11) ger¢eklestirilen PCA’da 41,44 ve 51 rakamlarina sirasiyla karsilik

gelen Kilk, Edes ve Linos ¢evrede yer almaktadir.

Bd21-3 gibi ¢ok farkli bir aksesyonun varliginin diger B. distachyon bireylerin
kiimelenmesini etkildigi varsayimini onlemek i¢in, bu defa Bd21-3 aksesyonu olmaksizin bir
de novo kiimeleme analizi gergeklestirilmistir. Yeni agag, %100 bootsraping destegiyle daha
once bahsedilen bireyleri bltin geriye kalanlardan ayristirirarak ayni sonucu vermistir. Bu
poplilasyonlar arasinda biiyiik cografik uzaklik bulundugunu ve her ii¢ popiilasyonun her
birinden en az bir bireyin (Farsa-8, Edes-9, Kilk-3, Asti-1, 2, 5, 7, 9) bu gruba dahil
edilmedigini belirtmek gerekmektedir. Bagka bir degiyle, genis varyasyon igerebilen yabani
(dogal) popiilasyonlarda bireysellik daha oOnemli gibi goriinmektedir. Arastirmanin ana
konusu olmamakla birlikte, popiilasyonlar arasi etkilesim ve popiilasyon analizleri verilirken,

bir ¢cok analizin bireyler diizeyinde verimesinin nedeni budur.

Sonug olarak, tiglincii kiime tiim geriye kalan bireyleri alt1 alt kiimede igermektedir.
Elbette, ozellikle ayn1 popiilasyondan bireylerle diisiik seviyelerde yiiksek bootstrapping
destegi ile daha ¢ok alt kiime elde edilebilir, bu da muhtemelen onlarin yakin akraba olduklari

anlamina gelmektedir.

4.3.4. B. hybridum tiirii UPGMA agaci

Burada Sekil 4.17°de gosterildigi tizere, 278 bireyden olusan B. hybridum tirl analiz
edilmis ve bir UPGMA uyumluluk agaci olusturulmustur. Bu aga¢ ana ii¢ kiimeden, tigilincii
kiime de yedi alt kiimeden olusmaktadir. ilk kiime, %100 bootstrapping destegi ile
digerlerinden ayrilan sadece Dafne-6 bireyini igermektedir. Ikinci kiime ise, %90
bootstrapping destegiyle digerlerinden ayrilan Pros bireylerini igermektedir. Pros
popiilasyonunun bireyleri bir biriyleriyle ¢ok yakindan iliskilidirler ve bu c¢alisma sirasinda
yapilan ve teze dahil edilmeyen analizler sirasinda da biitiin 6rneklerde (cases) bir arada
bulunmustur. Ayrica, ayni popiilasyon PCA analizinin g¢evresinde yer alimistir (Sekil 4.10).
DA analizinde, 4.2.2. ve 4.2.3 bolimlerinde de belirtildigi gibi, bazi bireyler hatali
simiflandirma olarak rapor edilmistir. Bu popiilasyon Yunanistan’in kuzeyinden toplamis tek
B.hydridum populasyonudur ve Sekil 4.14’de segilen ikinci kiimesinden B. distachyon

bireyleriyle blyik benzerlikler géstermektedir.
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Uciincii kiime zayif bootstrapping ile desteklenmis yedi alt kiimeden olusdugundan,
alt kimeleri yorumlamak giivenilir degildir. Burada sadece Fira popiilasyonunun tamami ile
Mega-1 ve Pela-10 bireylerini de iceren 7. alt kimede Dafne-6’nin asagida yer aldigin
vurgulamaliyiz. Bes numarayla kodlanan Fira populasyonu ¢ogunlukla diger B. hybridum
bireylerinden ayrilmaktadir. PCA’da (Sekil 4.8) %95°lik elipslerin disinda yer almistir ki, bu
da i¢ cesitlilik (enclosed diversity) i¢in giiglii bir delil olusturmaktadir. Eger ¢alismamizin
amact ekolojik odakli olsaydi, Ege Denizi’ndeki Santorini Adasin’dan toplanan bu
populasyonun diger biitiin popiilasyonlardan uzak ve ada evrimsel modeli veya Foster kurali
(Foster, 1964) gibi gorindigiinii hatirlatmamiz gerekirdi. Bu populasyonun genotipik

verilerinin analizine ileride deginilecektir.

4.3.5. B. stacei tiiriit UPGMA agac1

18 B. stacei bireylerinden ¢ikarilan filogeni Sekil 4.18’de dikdortgen kladogramla
gosterilmistir.  Bu  Ornekteki kiimelesme ¢ok nettir ve bootstraping ilecok 1iyi
desteklenmektedir. Ik grup, %100 bootstrapping ile digerlerinden her zaman ayrilan ispanyol
AL1.1 ve AL5.2 bireylerinden olusmaktadir. Ikinci grup sadece Amfi-1 bireylerini
igcermektedir. Bu hi¢ de sasirtic1 degildir degildir, ¢iinkii Amfi-1 bitin tur filogenileriyle bile
her zaman farkli farkli kiimelerde siniflandirilmaktadir (Sekil 4.14, ikinci kiime). Ayrica
PCA’da (Sekil 4.11) Amfi-1 I. Ceyrek dairede, B. stacei %95°lik elipsinin disinda tek kirmizi
nokta olarak yer almaktadir. Ugiincii kiime, Veli, Gyth ve Hota popiilasyonlarinimn biitiin

bireylerini icermektedir.

4.3.6. Tiim popiilasyonlarin UPGMA agaci

Bundan baska, popiilasyonlar arasinda bir iliski olup olmadigin1 arastirmak amaciyla
her bir tiirin her popiilasyonun ortalama degeriyle bir UPGMA uyumluluk agaci (Sekil 4.19)
olusturulmustur. Kirmiz1 kesikli kalin ¢izgi, popiilasyonlarin bu esikte birlikte gruplanmaya
karsin, birbirine daha ¢ok yaklastig1 bolgeyi gostermek icin yaklasik olarak 4.8 uzakliginda
cizilmistir. Simpatrik popiilasyonlar her bir tiir i¢in iki defa verilmistir. Sonug¢landirilmig 78

popiilasyon, her biri i¢in ii¢ alt kiime olacak sekilde iki ayr1 kiimede gruplandirilmstir.

[k kiime tiim B. stacei popiilasyonunu icerir ve %100 bootstrapping destegi ile ikinci

kiimeden ayrilir. Bunun igerisinde ii¢ alt kiime bulunmaktadir; bu alt kiimelerden ilki Gyth,
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Veli ve Hota populasyonunu, ikincisi AL1.1 ve AL5.2 ve Ugiincust de Amfi populasyonunu
icermektedir.

Ikinci ana kiime biitiin B. distachyon ve B. hybridum popiilasyonlarmi igerip ii¢ alt
kiimeye ayrilmaktadir. Ilk alt kiimeyi, daha once ayrintili sekilde anlatilan Fira popiilasyonu
(B. hybridum) olusturmaktadir. ikinci alt kiimeyi, Pros, Stav, Ispanyol MA1.2 ve Z2.2 hari¢
bitiin B. hybridum popiilasyonu olusturmaktadir. Ayrica B. distachyon olan ve B. hybridum
popiilasyonuyla bircok benzerligi bulunan Bd21-3’ii de icermektedir. Ugiincii alt kiime ise,
biitiin diger B. distachyon popilasyonuyla Pros, Stav, MAL1.2 ve Z2.2 B. hybridum’dan

olusmaktadir.

Bu kiimelemeden B. stacei popiilasyonunun, biitiin diger B. distachyon ve B. hybridum
poplilasyonlarindan oldukg¢a farkli oldugu sunucuna varmak miimkiindiir. Ayrica, digerleriyle
karsilastirildiginda bu tiir i¢inde ¢esitlilige daha kapalidir ve sayica az olmasina ragmen, diger
6 gruptan 3’iinii kapsamaktadir. Ikinci dikkat cekici bulgu ise, Fira popiilasyonun ne B.
distachyon ne de B. hybridum populasyonlariyla ortak paydasinin bulunmasidir Bu
poplilasyonun ayirt edici 6zelliklerinden bahsedilmis olmakla birlikte, ileriki asamalarda daha

fazla arastirilmasi planlanmaktadir.

Materyal ve YoOntem bolimiinde de belirtildigi Uzere, fenotipik karakterizasyon
calismasi, Olgiilen 15daimi ve ayrik karaktere dayanmakta olup, c¢ikarsamali (inferring)
filogenetik ve ¢ok degiskenli analizler de bundan kaynaklanmaktadir. Bu durumda farkli veri
setlerinin verilmesi durumunda, farkli agiklamalarin getirilmesi de miimkiindiir. Sonug olarak
caligmada sadece fenotipik karakteristik ozellikle (ya da morfometrikle) B. stacei ve B.
distachyon tiirlerini ayirt etmenin miimkiin oldugunu, fakat B. hybridum ile B. distachyon
veya B. stacei tiirlerini bir birinden ayirt etmenin zor oldugu anlagilmaktadir. Bu durumda Pl
yontemiyle flow sitometri olduk¢a basarili sonu¢ vermektedir. Ayrica yeni koleksiyon
digerlerinden oldukc¢a ayrisan bazi popiilasyonlarla birlikte her tiir i¢inde yiiksek bir cesitlilik
sergilemektedir.
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Sekil 4.13.  Bin bootstrap sonrasi 603 birey topolojisiyle UPGMA uyumluluk radyal filogrami. Yesil renk B. distachyon, turuncu renk B. hybridum ve mavi
renk B. stacei’dir. Sayilar bootstrapping destegini gostermektedir
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Sekil 4.14.  Bin bootstrap sonrasi 603 birey topolojisiyle UPGMA uyumluluk dairesel filogrami. Yesil renk B. distachyon, turuncu re
mavi re
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Sekil 4.15.  Ug tiiriin 603 bireyiyle verilen Maksimum olasilik dairesel kladogrami. Kladlarm renkleri B. distachyon (yesil), B. hybridum (turuncu) ve B.
stacei (mavi) tirleri, siyah renk de karigik dallar gostermektedir

112



Farsa-7
Farsa-2

Linos-4
Asti-10

Sekil 4.16.
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Bin bootstrap sonrasi 307 B. distachyon bireyini gosteren UPGMA uyumluluk radyal filogrami. Sayilar bootstrapping destegini géstermektedir
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Sekil 4.17.  Bin bootstrap sonras1 278 B. hybridum birey topolojisiyle olusturulan UPGMA uyumluluk radyal filogrami. Sayilar bootstrapping destegini

gostermektedir
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Sekil 4.18.  Bin bootstrap sonrast 18 B. stacei birey topolojisini gosteren UPGMA uyumluluk dikdértgen kladogrami. Sayilar bootstrapping destegini
gostermektedir

115



-0'8
-2t
-5
-9's

Lo
= ~
1

{ Gyth
veli } Cluster 1
d o
ot Hota
—l—("_‘° :té:; —_— Cluster 2
ARl — Cluster 3
F —_— Cluster 4

Bd21-3 ey

F&'C
9
8

Distance
!
@
i

ol

Q0L

4 I q ~—  Cluster5

[~

=

J\

Linos

02

GR34
Farsa
Edes
Kilk

f

Bralo
Vego
Koza
Olym
Lito
Kory
Grey
Alis
Piga
Fifi
Fere
Verg
Evzo
Adri
Witi
Sofy
Dram
Serre
Xant
Sapes
Katsi
Leon
Lept
Asti
Gera
Grik
Sela
Kormi
Eren
HU1.6

BAGGE I

~—  Cluster 6

Sekil 4.19.  Bin bootstrap sonrast UPGMA uyumluluk agaci ii¢ tiiriin popiilasyonlarinin topolojisini
gostermektedir. B. distachyon yesil, B. hybridum turuncu ve B. stacei kirmizi renklerle
gosterilmistir
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4.4. Brachypodium spp. Koleksiyonunda Fenetik Gozlemler
4.4.1. Brachypodium bitkilerinin toplandigi lokasyonlardan fotograflar

Materyal ve Yontem Bolimii 3.1°de deginildigi iizere, hemen hemen tiim
Brachypodium bitkilerinin toplandig1 lokasyon ve g¢evrelerinin fotograflari ¢ekilmistir.
Asagida koleksiyon alanlari ile in situ yetisen bitkilerin fotograflar1 verilmistir. Miimkiin

oldugu yerlerde cm 6l¢iisii kullanilmastir.

Sekil 4.20.  Grit Adasi’ndan degisik bolgelerden koleksiyon alanlariyla bitkiler: (a)-(b), Gera ve
(c)-(d), Lapa
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Sekil 4.21.  (a)-(b), Olym; (c)-(d), Lito; (e)-(f), Tembi ve (g)-(h), Bralo’dandir
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Sekil 4.22.  (a)-(b), Athen; (c)-(d), Mega; (e)-(f), Piga ve (9)-(f), Gyth’dendir.
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Sekil 4.23.  (a)-(b), Hota; (c)-(d), Para; (e)-(f), Amfi ve (g)-(h), Peri’dendir.
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Sekil 4.24.  (a)-(b), Veli: (c)-(d), Grik; (€)-(f), Sofy ve (g)-(h), Kilk’dendir
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Sekil 4.25. -
(a)-(b), Edes; (c)-(d), Pros; (e)-(f), Linos ve (g)-(h), S
-(h), Sere’dendir
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4.4.2. Tekirdag’da Brachypodium bitkilerinin yetistirilmesi

Secilen bireyler NKU Ziraat Fakiiltesi’nin cam serasinda yetistirilmistir. Asagida
Brachypodium bitkilerinin, viyollerdeki iki yaprak asamasi ile 220 cm®lik hacimli saksilara
transplantasyonlari sonrasi fotograflart sunulmustur (Sekil 4.26). Tiire gore siniflandirmadan

once bile, B. stacei bitkilerinden olusan Veli (34) popiilasyonun farkli bir gelisme gosterdigi

acikca goriilmektedir (Fotograf'b).

Sekil 4.26. (a), ekimden 15 glin sonra, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 nolu popllasyonlarin fotograflari. (b):
29, 30, 31, 32, 33, 34 ve 35 nolu populasyonlar. (c) ve (d) 1 Mart 2013’de g¢ekilmistir
(ekimden 3.5 ay sonra)
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Sekil 4.27.  Fotograf (a) 2 Nisan 2013’te, (b) 10 May1s 2013’te. Fotograf (c) ve (d) Haziran 2013’te
hasat 6ncesi

4.4.3. Ug tlrin kiyaslanmasi

Uc tiirii farkli gelisim asamalarinda kiyaslamak igin fazladan bir deneme daha
kurulmustur. Her tiirden birer birey secilerek yan yana daha biliylik saksilarda
yetistirilmiglerdir. Hasat zamanma kadar her hafta fotograflari g¢ekilmistir. Asagida bu
fotograflardan bazilar1 sunulmustur (Sekil 4.28, Sekil 4.29). Bu amag icin secilen bireyler,
soldan saga Fifi-5 (B. distachyon), Fira-1 (B. hybridum) veli Veli-5 (B. stacei)’dir. Ug ayin ilk
asamalarindan itibaren, B. distachyon, B. hybridum ve the B. stacei tiirleri. Farkli yetisme
ozellikleri (habitus) gostermislerdir. Veli-5, genis, a¢ik yesil yapraklariyla uzun ve dik yapida
olurken, Fira-1, koyu yesil yaprakla yatay dallara ve az sayida sapa; Fifi-5 ise, sonugta daha
fazla sap, tohum, biyokiitle ve ge¢ basaklanmaya neden olan uzun kardeslenme periyoduna
sahip olmustur. Sonugta Veli-5’in boyu 85 cm olurken, Fira-1 ile Fifi-5’in boylar sirasiyla 35
cm ve 40 cm olmustur. Burada belirtmek gerekir ki, ayn1 yetisme kosullarinda {i¢ tiirli ayirt
etmek kolay oldugu halde, dogal yetisme ¢evrelerinde bu s6z konusu degldir. Sekil 4.24°te (a-
b) fotograflarinda B. staceie’nin toplandigi lokasyondan (Veli) bitkiler, Sekil 4.25’daki (a-b)

fotoraflarinda ise B. distachyon’un toplandigi lokasyondan bitkiler gosterilmistir. Sonraki
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bolimde aciklandigr lizere, ayirt edilebilen tek morfometrik karakteristik salkim sekli olarak

gorulmektedir.

3 months growth/20-Feb-2013

4 months growth/21-Mar-2013

4.5 months growth
03-Apr-2013

i J
s | \ N V)

inflorescence

N
T T ?
= ’4
\ N\ \
=00 @

Sekil 4.28.  Her tiiriin bir bireyinin kiyaslamali gelisimi. , Soldan saga Fifi-5 (B. distachyon), Fira-1
(B. hybridum) ve Veli-5 (B. stacei). Skala: 25 cm
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Sekil 4.29.  Her trin bir bireyinin kiyaslamali gelisimi. Soldan saga Fifi-5 (B. distachyon), Fira-1
(B. hybridum) ve Veli-5 (B. stacei). Skala: 25 cm

4.4.4. Uc tiir icindeki cesitliligin ana hatlar

Bitkilerin serada yetisme siirecinde, U¢ tir icinde morfoloji ve genel gorinim
bakimdan biiytik bir ¢esitlilik gosterdigi dikkat ¢cekmistir. Bu nedenle her tiirden bazi bireyler
secilerek, yan yana konularak fotoraglari ¢ekilmistir. Sekil 4.30’de kendi aralarinda ve kontrol

aksesyonu Bd21-3 ile biiyiik gesitlilik gosteren bazi B. distachyon bireylerinin fotograflari
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sunulmustur. Bundan baska, bayrak yapragiyla beraber cogunda goriilen salkim uzama

(elongation) seklinin ekstra resimleri ¢ekilmistir.
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Sekil 4.30.  Tam ¢igeklenmede vegetatif biiylimelerini tamamladiktan sonra B. distachyon bireyleri.

Soldan saga (a) ve (b) fotografindaki bireyler: Sofy-3, Eren-4, Kory-2, Kormi-4, Lito-4,
Olym-1, Edes-4 ve Gera-7’dir. (c) ve (d) fotograflarindaki kontrol aksesyonu Bd21-
3’tir. Diger fotograflarda sirasiyla: (e) Sofy-3, (f) Eren-4, (g) Kory-2, (h) Kormi-4, (i)
Lito-4 , (j) Olym-1, (k) Edes-4 ve (1) Gera-7 sunulmustur

Diger sekilde (Sekil 4.31) B. stacei ve B. hybridum tirlerinden bireyler gosterilmistir.

B. hybridum tiirinden (sagda) ¢ok sayida bireyin toplanmis olmasi, goriinimdeki genis
varyasyonun nedeni olabilir.
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B.stacei

Sekil 4.31.  Fotograf (a) B. stacei bireyleri, soldan saga: Gyth-9, Hota-7, Veli-5 ve Amfi-1.
Fotograf (b) B. hybridum bireyleri, soldan saga: Fira-2, Pela-7, Peri-9, Liva-6, Kana-10
ve Thaso-10

445, Salkimlarla herbarium

Yukarida da deginildigi iizere, ii¢ tiirlin salkim morfolojisinde pek ¢ok fark dikkat
cekmektedir. Yeni koleksiyon i¢im miimkiin oldugunca fazla bilgil toplamak ve materyale
daha fazla atif yapacak gelecek arastirmalar1 desteklemek amaciyla, her popiilasyondan
secilen birer bireyle her tiir icin salkimlarla bir herbarium olusturulmustur (Sekil 4.32). Ilk
bakista; salkim boyunda, basakcik sayisinda, rachise dogru basakg¢ik acisinda, rachis
cevresinde basakcigin yakin konumu ve basakeik seklinde acikga goriilmektedir. Elbette bu

gozlemler bilimsel botanik ¢ercevesinde olmus, detayli olarak gerceklestirilmemistir.
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Sekil 4.32.  (a) B. hybridum (yukarida) ve B. stacei (asagida) bireylerinin salkim sekliyle yapilan
herbarium. Soldan saga: Peri-9, Kana-10, Liva-6, Fira-9, Thaso-10, Pela-10, Amfi-1,
Hota-7, Gyth-9 ve Veli-5. (b) 33 farkli lokasyondan toplanan B. distachyon biyerlerinin
salkim sekilleriyle yapilan herbarium

4.5. Sitogenetik Analizler
4.5.1. incelenen tiirlerin cekirdek DNA icerikleri

Tiirlerin ¢ekirdek DNA igerikleri PI ve DAPI metotlariyla tam olarak analiz edildikten
sonra, her tiirin toplandig1 cografik lokasyonlar, toplandiklar1 lokasyonlarnnda turlere gore

fakli 6zel isaretlerle gosterilen bir harita lizerine yeniden islenmistir. Yeni harita Uzerinde 27
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B. distachyon popiilasyonu yesil renkli kareyle (), 23 B. hybridum popiilasyonu sar1 renkli
altigenle (), bir B. stacei populasyonu turuncu eskenar dortgenle (<), 9 simpatrik
populasyonun B. distachyon ve B. hybridum’dan olusan 6’s1 yari sari-yari yesil renkli
daireyle (' ) ve B. hybridum ve B. stacei’den olusan 3’1 yari sari, yari turuncu daireyle ()
isaretlenerek, yeni harita lizerinde gosterilmistir (Sekil 4.33). Sekillerin i¢inde yer alan sayilar

poplilasyonlara karsilik gelen kod numarasini gostermektedir.

Harita incelendiginde B. distachyon ve B. hybridum popiilasyonlarinin ¢ok daha
yaygin oldugu, buna karsilik B. stacei popiilasyonunun sadece Yunanistan’in bati sahil
kesimlerinde denize olduk¢a yakin {i¢ lokasyonda B. hybridum bitkisiyle birlikte bulundugu
gorilmektedir. Yine haritada, B. hybridum- B. distachyon ve B. hybridum-B. stacei’den
olusan simpatrik popiilasyonlarin bulunmasimma ragmen, B. distachyon ve B. stacei
bireylerinden olusan higbir simpatrik popiilasyonun bulunmamasi oldukca dikkate degerdir.

Bu durum, iki diploid tlriin ayni gevreye uyum saglayamadiklarinin bir gostergesi olabilir.

Giraldo ve ark. (2012) da Iber yarimadasi koleksiyonunda diploid B. distachyon veya
B. stacei turtiyle simpatrik allotetraploid B. hybridum simpatrik popiilasyonu bulmuslardir.
Manzaneda ve ark. (2012) tarafindan Ispanya’da toplanan diger 57 dogal popiilasyon
koleksiyonunda da B. hybridum ve B. distachyon bireylerinden olusan 12 simpatrik
popiilasyon rapor edilmistir. Ayrica, Tirkiye’de Vogel ve ark. (2009a), Filiz ve ark. (2009a),
tarafindan olusturulan genis piipiilasyonda B. hybridum ve B. distachyon bitkilerinden olusan
simpatrik popiilasyonlar bulunurken, Bakker ve ark. (2009)’nin olusturdugu Kalifornia
koleksiyonunda sadece allotetraplloids B. hybridum bitkisi bulunmustur. Yukaridaki
aciklamalar 1s18inda, B. distachyon’un anavatan1 Akdeniz bolgesinde yakin akrabalari B.
hybridum ve B. stacei’nin de buludugu, ancak B. stacei tlrinun bu bdlgede ¢ok nadir

gorildiigli sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.33.  Yunanistan B. distachyon, B. hybridum and B. stacei tiirlerinin WGS 1984 sistemiyle haritada islenen koleksiyon lokasyonlari. Yesil
kare B. distachyon (), sar1 altigen B. hybridum (), turuncu eskenar dérgen B. stacei ("), yari sari-yari yesil B. distachyon ve B.
hybridum (), yar1 sari-yar1 turuncu B. hybridum ve B. stacei ( ") popiilasyonlarini gostermektedir
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Cekirdek DNA icerigi PI metotuyla flow sitometride analiz edilen {i¢ tiirin analiz
sonuglar1 asagidaki ¢izlegede verilmistir. (Cizelge 4.13). Allotetraploid B. hybridum tartinin
DNA igerigi 1.285 pg/2C (628 Mbp/C) ortalamayla, B. hybridum’un evrimsel anne ve baba
atasi olan B. distachyon (0.676 pg/2C= 331 Mbp/C) ve B. stacei (0.616 pg/2C= 301 Mbp/C)
tirlerinin  DNA igerik toplammna neredeyse esittir (Hasterok ve ark. 2004).
Allopolyploidizasyon sirasinda genom boyutunda ilavesel olmayan degisikliklerin rapor
edildigi biiyiik bugday genomunun aksine, B. distachyon genomunu karekterize eden kiguk
boyutlu ve tekrarlayan DNA’nin diisiik miktar1 dikkate alindiginda, bu esitlik, normaldir
(Ozkan ve ark. 2003). Ucg tirin genom boyutuna iliskin benzer degerler  iber
Yarimadasi’ndan topladiklart yeni koleksiyonda (Bd=0.66-0.69 pg/2C and Bh=1.27-1.34
pg/2C) Mur ve ark. (2011) tarafindan rapor edilmistir.

Cizelge 4.13. Ug Brachypodium tiiriinde cekirdek DNA iceriginin (pg/2C) tanimlayicr istatistikleri

S Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata | Minimum | Maksimum

B. distachyon | 315 0.676 0.008 0.000 0.650 0.700
B. hybridum 159 1.285 0.018 0.001 1.240 1.340
B. stacei 35 0.616 0.010 0.002 0.600 0.640

B. stacei kromozomlar1 géreceli olarak kiigiik boyutlu olduklari igin, 10 kromozomlu
diploid B. distachyon’un, 20 kromozomlu diploid B. stacei’ye gore daha fazla DNA igerigine
sahip oldugunu belirtmekte fayda vardir. Ayrica, iki diploid tiir, aym1 ¢ekirde DNA
iceriklerine sahip olmakla beraber, {i¢ tiiriin ayirt edilmesi konusunda net sonuglar saglayan
flow sitometri analizlerinin gosterdigi gibi (Sekil 4.34), minimum ve maksimum degerlerde

ortiismemektedirler.
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Sekil 4.34.  Incelenen iig tiirde gekirdek DNA igerigi kutu diyagrami

Ug tiiriin cekirdek DNA iceriginin ortalama degerlerindeki bu farkliliklarin istatistiksel
yontemlerle de desteklenip desteklenmeyecegini test etmek icin varyans analizi
gerceklestirilmis ve sonuglari, Cizelge 4.14°de verilmistir. Genel linear model, kayda deger
bir etki degeri vermistir, F(2,506)=139394.792, p<0.001, n?= 0.998. Nitekim ii¢ tiriin
cekirdek DNA igeriklerinin ortalamalar1 arasinda farklilik olmadigma dair sifir analizi
reddedilmis, ¢ekirdek DNA igerigindeki varyansin % 99,8’ tiirler i¢in hesaplanmistir. Son
olarak , ti¢ tiir arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi ortalama farklarinin karsilagtirmasini ayrica
incelemek icin bir dizi post-hoc (¢oklu karsilastirma) analizi (Fisher’s LSD and Sheffe)
gerceklestirilmistir.  Sonuglar, Cizelge 4.15’de goriildiigii tizere post-hoc ortalama
kiyaslamalarmin istatiksel olarak énemli (p < 0.05) oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, B.
distachyon ve B. stacei’nin ¢ekirdek DNA igerik ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli olmustur, t(348)= 39.881, p=0.000.

Cizelge 4.14. Tekdegiskenli varyans analizi, ¢ekirdek DNA igerigine (pg/2C) bagimli degiskene gore
subjeler arasi etki testleri

Kaynak | yoibiton | SO | orealaman| | P | Ksmiw’
Daaclulins 41520 2 20.760| 139394.792 | 0.000| 0.998
Kesisim 174530 1 174.530| 1171886.385 | 0.000|  1.000
Tiirler 41520 2 20.760| 139394.792 | 0.000| 0.998
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K&k | orcertop. | O |orialaman| P | P | Kemin®
Hata 0.075| 506 0.000

Toplam 419.740 509
Diizeltilmis Top. 41.596 508

Cizelge 4.15. Scheffe ve LSD metoduyla ¢ekirdek DNA igerik (pg/2C) bagimh degiskenine goére
coklu karsilastirmali varyans analizi

Ortalama std 95% GiivenArahg
Fark (I- Haté P .
(1) Turler (J) Turler J) AltSinir | Ust Simir

B. hybridum -0.6094" | 0.001 | 0.000 | -0.612 -0.606

B. distachyon -
B. stacei 0.0600 0.002 | 0.000 | 0.055 0.065

B. distachyon | 0.6094" | 0.001 | 0.000 | 0.606 0.612
Scheffe |B. hybridum

B. stacei 0.6694" | 0.002 | 0.000 | 0.664 0.675

B. distachyon | -0.0600" | 0.002 | 0.000 | -0.065 -0.055

B. stacei -
B. hybridum -0.6694 0.002 0.000 | -0.675 -0.664

B. hybridum -0.6094" | 0.001 | 0.000| -0.612 -0.607

B. distachyon -
B. stacei 0.0600 0.002 | 0.000| 0.056 0.064

B. distachyon | 0.6094" | 0.001 | 0.000 | 0.607 0.612

LSD B. hybridum -
B. stacei 0.6694 0.002 | 0.000| 0.665 0.674

B. distachyon | -0.0600" | 0.002 | 0.000 | -0.064 -0.056

B. stacei -
B. hybridum -0.6694 0.002 | 0.000 | -0.674 -0.665

*Ortalama farkin 0.05 seviyesinde olmas1 6nemlidir

Iki diploid tiirii arasindaki DNA igerigi farki ¢ok kiiciik olmasina ragmen, dnce
yapilan istatistik analizler, onlart PI metoduyla ayirt etmenin miimkiin oldugu yolundaki
diistincemizi desteklemektedir. Bu diisiinceyi destekleyen en tipik 6rnek, ayn1 6rnek icerisinde
iki tiirin bireylerini birlikte analiz ettikten sonra ortaya cikan grafiktir. Bu Ornekte, bir

birlerine olduk¢a yakin olmalarina ragmen iki Gl piki ayirt edilmektedir (Sekil 4.35).
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Asagidaki resimlerde B. distachyon ve B. stacei bireylerinin birlikte hazirlandigi farkli
orneklerin grafikleri verilmistir. Bu nedenle ¢ok sayida B. distachyon, B. hybridum ve B.
stacei bireylerini kontrol etmek, ayirmak ve tiirleri i¢inde siniflandirmak istenildiginde, her

birey i¢in kromozom sayma yonteminden daha hizli bir yontem olan FCM daha giivenli bir

sekilde kullanilabilir.

File: 6.5D+AL5.2D.FCS Date: 21-02-2013 Time: 12:43:10 Particles: 2569 Acq.-Time: 392 s File: Bd21_3+Veli.5D.FCS Date: 21-02-2013 Time: 11:14:55 Particles: 2762 Acq.-Time: 260 s
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respectively

N °1 200 J w0 I oo
FL2 532-30 FL2 green laser

Peak Index Mean Area Area% V% Peak Mean Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 8221 331 16.38 255 4 150.35 36.35 231 0.95
2 2.656 218.32 854 4227 3.48
3 2.975 244.59 612 3029 259 2 165.73 48.12 2.67 0.25
4 5412 44488 134 664 221 3 30400 558 243 0.25
5 5.983 491.87 89 442 2.05 4 336.81 9.94 2.67 0.25

Sekil4.35.  Aymi ornekteki B. distachyon ve B. stacei bireyleri ile yapilan flow sitometri
analizlerinin histogramlari. Solda ALS.2 (Ispanya’dan Bs) ve Fifi-5 (Yunanistan’dan
Bd). Sagda Veli-5 (Yunanistan’dan Bs) ve Bd21-3 (Irak’tan Bd).

4.5.2. B. distachyon ¢ekirdek DNA iceriginde varyasyon

Bu ¢aligmada B. distachyon’nun ortalama g¢ekirdek DNA igerik degeri 0.676 pg/2C=
331 Mbp/C olarak hesaplanmistir. Bu rakam IBI (2010) tarafindan rapor edilen B. distachyon
(272 Mbp/C) toplanmis genomundan daha biiyiik, fakat flow sitometri metodu kullanilarak
Filiz ve ark. (2009b) tarafindan bildirilen degere (0.67 pg/2C for Bd) daha yakindir. 2012°de,
Catalan ve ark. (2012) farkli i¢ standartlarla flow sitometri metodunu kullarak, B.
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distachyon’un taksonomik ayrimini yaptiklar1 ¢aligmada t¢ tiir i¢in daha kiiglik degerler
bildirmislerdir. Vogel ve ark. (2006a) baz1 Brachypodium hatlarinin ploidy seviyesini tespit
etmek icin flow sitometri kullanmis ve tavuk kirmizi kan hiicrelerini i¢ standart olarak
kullanarak, 0.39-0.49 pg/C arasindaki degerleri elde etmislerdir. Ayrica, Oney (2013) ve
Savas Tuna (2014)’a gore B. distachyon’un ¢ekirdek DNA igerigi daha biiyiik degere sahiptir
(0.74 pg/2C). Savas Tuna (2014) tarafindan yapilan varyans analizi sonuglarina gore, tUr igi
varyasyon B. distachyon’da istatistiki agidan onemlidir. Bununla beraber tur ici c¢ekirdek
DNA varyasyonun bulundugu tespiti yapilirken, olduk¢a dikkatli olmak gerekmektedir; ¢linkii
Tiryaki ve Tuna (2012)’nin belirttikleri iizere, genom boyutu varyasyonundaki
uyumsuzluklarin nedeni i¢ standart farkliliklari yaninda, metotolojik ve entsrimantel

sapmalardan da kaynaklanmaktadir.

B. distachyon popiilasyonlarinin genom boyutundaki tiirleraras1 varyasyon asagidaki
Sekil 4.36°de verilmistir. Grafikte ucdegerler olarak gosterilen bazi ayrik ornekler disinda,
Yunanistan’dan toplanan iki yabani popiilasyon arasindaki ¢ekirdek DNA’siin genelde sabit
oldugu gorilmektedir. Bu orneklerde bile popiilasyonun ortalama deger farki FCM’nin
deneysel hata (techizat veya metodolojik hata) araliginda bulunan %4’ten daha biiyiik degildir
(Dolezel et al. 2007).
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Sekil 4.36.  B. distachyon bireylerinin ¢ekirdek DNA igerigi. x-eksenindeki sayilar popiilasyon kod
numaralarim gostermektedir. Plot grafigindeki rakamlar her popiilasyondaki bitki
sayisi gostermektedir
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4.5.3 B. distachyon cekirdek DNA icerigi ile rakim arasindaki korelasyon

B. distachyon’un farkli popiilasyonlariin ¢ekirdek DNA igerigi ile koleksiyon
lokasyonlarinin rakimlar1 arasinda herhangi bir korelasyon olup olmadigi sorusunu yanit
aramak amaciyla, ilk olarak her lokasyondan (populasyon) bireylerin DNA iceriklerinin
ortalama degerleri hesaplanmistir. Daha sonra parametrik test i¢in gerekli tiim varsayimlar
incelenerek, iki uglu Pearson korelasyon analizi yapilmistir. (Cizelge 4.16). Bu analizin de
gosterdigi lizere, DNA igerigi ile rakim arasinda, istatistiksel bakimdan 6nemli seviyede
bulunmayan (p=0.101 > 0.05) zayif negatif bir korelasyon (-0.277) bulunmaktadir. Bu da,
korelasyonun tesadiifi olarak ortaya ciktigini ve popiilasyonda korelasyon bulundugunu

g0steren yeterli delil olmadigini gostermektedir.

Cizelge 4.16. Koleksiyon lokasyonu rakimi (m) ile B. distachyon ¢ekirdek DNA igerigi ortalamasinin
2-uclu Pearson korelasyonu

Koleksiyon Populasyonun DNA
Lokasyonu rakimi icerik ortalamasi
Pearson Correlation 1 -0.277
Koleksiyon . .
Lokasyonu Rakimi Sig. (2-tailed) 0.101
S 36 36
Pearson Correlation -0.277 1
Populasyonun
DNA icerik Sig. (2-tailed) 0.101
ortalamasi
S 36 37

Grafikte 37 B. distachyon populasyonu DNA igerikleri y-ekseninde, koleksiyon
lokasyonlarinin rakimi ise x ekseninde gosterilmistir (Sekil 4.37). Grafiksel olarak zayif
negatif bir korelasyon bulunmasina ragmen, bu istatistiksel olarak onemli bir seviyede
degildir. Ozkan ve ark. (2010) da genom boyutu varyasyonun diploid ve tetraploid yabani
bugdayda olustugunu ve bunun cografik ve iklimsel degiskenlerle korelasyon gdstermedigini
bildirmislerdir. Bir¢ok potansiyel aktif retroelementlerin varligina ragmen, yabani kendi
déllenen Triticum tdrinin genom boyutunun genelde sabit kaldigi sonucuna varmislardir.
Diger taraftan g¢ekirdek DNA igerigi ile koleksiyon lokasyonlar1 rakimi arasinda Oonemli
korelasyon oldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Reeves ve ark. 1998, Oney 2013 ve
Savas Tuna 2014).
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Sekil 4.37.  Lokasyon rakimlarina (m) gore her B. distachyon populasyonunun cekirdek DNA
igerik ortalamast

4.6. SSR Markorlerinin Ozellikleri ve Istatistik Ozetleri
4.6.1. Ug turde lokus bazinda verilerin incelenmesi

Asagidaki tabloda tiim kolleksiyonda toplam olarak, 43 markoriin tanimlayici istatistik
bilgileri 6zetlenmistir (Cizelge 4.17). Allellerin araligi, ana allel frekanst (MAF), genotip
sayisi, ornek sayisi, gozlem sayisi, gen g¢esitliligi (veya beklenen heterozigotluk),
heterozigotluk (g6zlenen) ve polimorfik bilgi igerigi (PIC) her bir lokus i¢in bagimsiz olarak
kabul edilip, ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Toplamda 530 genotip icin 424 allel tespit edilmistir.
Tiim kullanilan markérler arasinda PIC degeri 0.282 (ALB445) ile 0.928 (ALB230) arasinda
degismis olup bu markdrlerin ortalama PIC degerleri 0.649 olarak bulunmustur. 35 adet
markoriin PIC degeri 0.5’ten daha biiyiik olmustur. 2 (ALB183-2) ile 40 (ALB160) arasinda
degisen ortalama 12.326 genotip sayis1 varken, tiim lokuslar arasindaki allel sayis1 9.86 olmus
ve 2 (ALB183-2) ile 26 (ALB230) arasinda degismistir. MAF degerleri ortalamasi 0.446
olarak gerceklesmis ve 0.123 (ALB230) ile 0.801 (ALB445) arasinda degismistir.
Heterozigotluk, beklendigi gibi lokuslar tizerinde 0.081 ortalama ile kii¢iik degerler almustir.

Heterozigotluk bagimsiz olarak, her tiir icin markorlerin 6zet istatistiklerinde daha ayrintili
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olarak ele alinacaktir. Son olarak, 192 ornekten lokuslar Uzerinde ortalama 169 0Ornek

skorlanmustir.
Cizelge 4.17. Ug tiir icin genetik karakterizasyonda kullanilan 43 markér igin lokus bazinda istatistik
Ozetleri
Markor Allel | MAF |Genotip | Ornek | Gozlenen | Allel Gen. | Hetero- | PIC
Ad1 Arahig S S S S Cesitl. | zigotluk

ALBO01 |182-210| 0.357 10 192 182 7 0.755 0.044 | 0.716
ALBO004 |223-268 | 0.182 16 192 148 16 0.888 0.000 | 0.878
ALBO006 |316-397 | 0.168 32 192 173 24 0.908 0.266 | 0.901
ALBO008 | 99-135 | 0.396 22 192 173 14 0.765 0.260 | 0.737
ALBO013 |235-244| 0.453 8 192 128 8 0.682 0.000 | 0.631
ALB022 |283-380| 0.182 21 192 143 21 0.907 0.000 | 0.900
ALBO030 |151-154| 0.607 3 192 168 3 0.486 0.000 | 0.379
ALBO034 |217-232| 0.547 7 192 179 7 0.618 0.000 | 0.566
ALBO040 |164-195| 0.451 10 192 144 10 0.696 0.000 | 0.654
ALBO047 |201-238 | 0.655 11 192 174 8 0.542 0.023 | 0.517
ALBO056 |237-253| 0.374 10 192 115 10 0.764 0.000 | 0.733
ALB086 |154-198 | 0.578 6 192 185 6 0.588 0.016 | 0.535
ALBO087 |195-205| 0.572 6 192 125 5 0.509 0.008 | 0.402
ALB100 |243-284| 0.229 15 192 190 12 0.853 0.258 | 0.837
ALB131 |290-298 | 0.448 5 192 154 5 0.686 0.000 | 0.634
ALB139 |298-348 | 0.509 16 192 174 13 0.705 0.086 | 0.685
ALB155 |167-181 | 0.608 10 192 176 8 0.592 0.023 | 0.562
ALB158 |237-274| 0.311 12 192 188 11 0.827 0.027 | 0.808
ALB160 |232-260| 0.160 40 192 184 21 0.908 0.255 | 0.901
ALB165 |140-193| 0.530 18 192 183 15 0.676 0.240 | 0.651
ALB175 |245-267 | 0.345 13 192 184 10 0.755 0.038 | 0.717
ALB179 |208-265| 0.372 17 192 164 15 0.807 0.073 | 0.790
ALB181 |235-249| 0.283 16 192 182 13 0.856 0.027 | 0.843
ALB183-1 |186-202 | 0.380 9 192 191 6 0.734 0.251 | 0.689
ALB183-2 | 252-253| 0.639 2 192 169 2 0.461 0.000 | 0.355
ALB223 |259-271| 0.441 8 192 170 7 0.678 0.012 | 0.624
ALB230 |[243-285| 0.123 27 192 171 26 0.932 0.006 | 0.928
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Markor Allel | MAF |Genotip | Ornek | Gozlenen | Allel Gen. | Hetero- | PIC
Ad1 Arahig S S S S Cesitl. | zigotluk
ALB257 |223-296 | 0.631 16 192 160 12 0.572 0.069 | 0.549
ALB273 |[193-199 | 0.757 5 192 187 4 0.405 0.005 | 0.379
ALB278 |146-200 | 0.343 14 192 188 8 0.783 0.255 | 0.754
ALB311 |246-253 | 0.449 7 192 187 4 0.651 0.267 | 0.581
ALB348 |168-199 | 0.269 18 192 160 14 0.855 | 0.225 | 0.840
ALB349 |160-189 | 0.313 26 192 190 16 0.826 | 0.253 | 0.807
ALB355 |[202-224 | 0.404 8 192 99 8 0.755 0.000 |0.724
ALB372 |[177-202 | 0.667 8 192 186 8 0.513 0.000 | 0.474
ALB374 |220-236 | 0.538 7 192 183 7 0.623 0.005 | 0.568
ALB376 |[235-246 | 0.391 7 192 179 7 0.743 0.000 | 0.705
ALB445 | 206-226 | 0.801 4 192 176 4 0.325 0.000 | 0.282
ALB454 | 200-215 | 0.250 11 192 120 8 0.811 0.117 | 0.784
ALB461 |270-274 | 0.759 3 192 191 3 0.368 0.000 | 0.304
ALB467 |197-206 | 0.605 7 192 181 4 0.564 0.276 | 0.511
ALB486 |208-228| 0.353 8 192 184 5 0.742 0.043 | 0.698
ALB514 |[170-225( 0.753 11 192 180 9 0.415 0.050 | 0.394
Ortalama 0.446 | 12.326 | 192 169.023 | 9.860 | 0.687 0.081 | 0.649

Materyal ve metot boliimiinde bahsedildigi gibi, bu EST-kokenli SSR markarleri B.

distachyon tiirleri i¢in Vogel ve ark. (2009) tarafindan gelistirilmistir. Catalan ve ark. (2012),

B. distachyon’un yakin akraba olarak kabul edilen B. hybridum ve B. stacei tirleri ile (ge

ayrildigini belirtmistir. Bu markdrlerin her tiirde nasil ayr1 ayr1 davrandigini incelemek ve esit

Olctitlerle bunlar karsilastirmak icin fazladan her tiir i¢in ekstra parametrik kendilesme

katsayisi (inbreeding coefficient) (f) olarak adlandirilan 6zetleyici istatistikler hesaplanmustir.

Burada f=1 ise tamamen, benzer f=-1 ise tamamen benzemediklerini belirtmektedir (Bkz.
Cizelge 4.18, Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20).

4.6.2. B. distachyon tirinde markorlerin istatistik 6zetleri

B. hybridum tiirlerinde, lokus basina ortalama 111 gozlemde, 361 genotiple iliskili

toplam olarak 424 allel belirlenmistir (Cizelge 4.18). Kullanilan tiim markdrler 0.078
(ALB514) ile 0.922 (ALB230) arasinda degisen ve 0.571 ortalama PIC degeri ile yliksek
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oranda polimorfik olmuslar ve 28 markdor 0.5 ten daha yiliksek PIC degerlerine sahip olmustur.
2 (ALB183-2) ile 25 (ALB230) arasinda degisen genotiplerin sayisi ortalama 8.395 iken, tim
lokuslarin allellerinin ortalama sayis1 8.093 olarak belirlenmistir. 0.000 ile 0.071 (ALB514)
arasinda degisen heterozigotluk ortalamasi 0.007 iken, ortalama MAF degeri 0.528 olarak
gerceklesmis ve 0.176 (ALB230) ile 0.959 (ALB445) arasinda degismistir. Ortalama
kendilesme katsayisi 0.988 olmustur. Bu da B. distachyon 'un benzerlik dogasini rapor eden
diger calismalar tarafindan desteklenmektedir (Vogel ve ark., 2009, Bakker ve ark., 2009).
Lokuslardaki f degeri 0.766 (ALB514) ile 1.000 (29 lokus i¢in) arasinda degismistir.

Vogel ve ark. (2009) 187 B. distachyon bireyinde hemen hemen ayni markorleri
kullanmis ve 3 (ALB486) ile 24 (ALB179) arasinda degisen ortalama 10 adet alleli rapor
etmistir. Dahas1 ¢aligmalarinda ortalama PIC degerini  0.5085 ve lokuslardaki
heterozigotlugun daha diisiik oldugunu (0.0005) ve sadece ALB089’un sifirdan farkli degere
sahip oldugunu agiklamiglardir. Ortalama MAF degeri, ALB374 markord icin 0.8877
maksimum degeriyle biraz daha biiyiik deger olan 0.6028 olmustur. Daha dnce de belirtildigi
gibi, her iki calismada kullanilan markoérlerdeki dlgiimlerin ortalama degerleri yaklasik ayni,
ancak marjinal degerleri farklidir. Ayrica, Savas (2014) 142 B. distachyon bireyinde 11
markorliik bir alt seti kullandig1 tezinde lokus basina ortalama 9 allel oldugunu, allel sayisinin
3 (ALBO087) ile 15 (ALB050) arasinda degistigini ve ortalama 0.645 genotipin oldugunu
bildirmistir. Bizim ¢alismamizda bu deger biraz daha diisiik (0.609) olarak gergeklesmistir.

Cizelge 4.18. B. distachyon turiinde 43 markér i¢in lokus bazinda istatistik 6zetleri

Markor f MAF | Genotip | Ornek | Gozlenen | Allel | Gen. | Hetero-| PIC

Ad1 S S S S Cesitl. |zigotluk
ALB001 |1.000| 0.521 6 122 119 6 0.659 | 0.000 |0.618
ALBO004 |1.000| 0.258 11 122 93 11 0.827 | 0.000 |0.806

ALBO006 |1.000| 0.274 15 122 106 15 0.836 | 0.000 |0.817

ALBO008 |0.984| 0.619 11 122 109 11 0.581 | 0.009 |0.553

ALBO013 |1.000 | 0.356 8 122 90 8 0.725 | 0.000 |0.679
ALB022 |1.000| 0.192 16 122 99 16 0.903 | 0.000 |0.895
ALB030 |1.000 | 0.588 3 122 119 3 0.498 | 0.000 |0.389
ALB034 |1.000| 0.752 5 122 121 5 0.400 | 0.000 |0.360
ALBO040 |1.000 | 0.589 8 122 95 8 0.606 | 0.000 |0.573
ALBO47 |1.000| 0.542 8 122 107 8 0.651 | 0.000 |0.617
ALBO056 |1.000| 0.741 6 122 58 6 0.435 | 0.000 |0.417
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Markor f MAF | Genotip | Ornek | Gozlenen | Allel | Gen. | Hetero-| PIC
Ad1 S S S S Cesitl. |zigotluk
ALB086 |[0.961| 0.450 6 122 120 6 0.643 | 0.025 |0.576
ALBO087 |1.000| 0.538 5 122 93 5 0.526 | 0.000 |0.418
ALB100 |1.000| 0.317 9 122 120 9 0.815 | 0.000 |0.793
ALB131 |1.000| 0.651 5 122 106 5 0.515 | 0.000 |0.463
ALB139 |0.972| 0.555 10 122 110 8 0.649 | 0.018 |0.621
ALB155 |0.937| 0.649 10 122 114 8 0.552 | 0.035 |0.529
ALB158 [0.990 | 0.263 12 122 120 11 0.837 | 0.008 |0.819
ALB160 [0.990 | 0.227 15 122 119 15 0.874 | 0.008 |0.863
ALB165 |1.000| 0.598 11. 122 122 11 0.619 | 0.000 |0.603
ALB175 [0.987 | 0.496 11 122 116 10 | 0.663 | 0.009 |0.616
ALB179 |0.965| 0.313 13 122 104 12 0.822 | 0.029 |0.802
ALB181 [0.989| 0.392 10 122 120 10 | 0.781 | 0.008 |0.757
ALB183-1|0.972 | 0.557 5 122 122 4 0.573 | 0.016 |0.499
ALB183-2 | 1.000 | 0.647 2 122 119 0.457 | 0.000 |0.352
ALB223 |1.000 | 0.495 6 122 109 6 0.608 | 0.000 |0.535
ALB230 |1.000| 0.176 25 122 119 25 0.926 | 0.000 |0.922
ALB257 |1.000| 0.656 8 122 122 0.535 | 0.000 |0.504
ALB273 |1.000| 0.785 4 122 121 4 0.367 | 0.000 |0.347
ALB278 |1.000| 0.471 6 122 121 6 0.672 | 0.000 |0.621
ALB311 |1.000| 0.697 3 122 119 3 0.432 | 0.000 |0.352
ALB348 |1.000| 0.382 12 122 102 12 0.775 | 0.000 |0.748
ALB349 |0.946 | 0.455 18 122 122 15 0.756 | 0.041 |0.739
ALB355 |1.000| 0.333 8 122 72 8 0.767 | 0.000 |0.733
ALB372 |1.000| 0.760 6 122 121 6 0.401 | 0.000 |0.377
ALB374 |1.000| 0.738 5 122 122 5 0.418 | 0.000 |0.377
ALB376 |1.000| 0.537 6 122 121 6 0.628 | 0.000 |0.576
ALB445 |1.000| 0.959 4 122 122 4 0.080 | 0.000 |0.078
ALB454 |1.000| 0.278 6 122 97 6 0.759 | 0.000 |0.716
ALB461 |1.000| 0.811 3 122 122 3 0.309 | 0.000 |0.266
ALB467 |0.972| 0.820 4 122 114 4 0.312 | 0.009 |0.291
ALB486 |0.963| 0.417 6 122 115 5 0.690 | 0.026 |0.634
ALB514 |0.766 | 0.830 10 122 112 9 0.303 | 0.071 |0.294
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Markor f MAF | Genotip | Ornek | Gozlenen | Allel | Gen. | Hetero-| PIC
Ad1 S S S S Cesitl. |zigotluk
Mean |0.988| 0.528 | 8.395 122 | 111.023 |[8.093 | 0.609 | 0.007 |0.571

4.6.3. B. hybridum turinde markdrlerin istatistik dzetleri

B. hybridum tirinde go6zlenen toplam allel sayis1 243 olmus ve 264 genotip

olusturulmustur (Cizelge 4.19). Tiim lokus polimorfik olmus ve B. distachyon aksesyonlarinin
gelistirildigi markorler yaninda lokus ALB454, ALB257, ALB355 disinda ¢ok sayida null
allel tespit edilmemistir. 0.030 (ALBO087) ile 0.874 (ALB160) arasinda degisen PIC

degerlerinin ortalamasi 0.536 olarak gerceklesmistir. Bu yiizden, ortalama 45.6 gézlemdeki
(6rnek hacmi 51), ortalama allel sayis1 5.651 olmus ve 2 (ALB030, ALB087, ALB461) ile 19

(ALB160) arasinda degismis ve ortalama genotip sayist 6.140 (2-24) olmus, maksimum deger
ALB160’tan elde edilmistir. Ortalama MAF degeri 0.540 olmus ve 0.208 (ALB230) ile 0.984

(ALBO087) arasinda degismistir. Heterozigotluk marjinal degerlere ¢ok sayida markorle
birlikte yerleserek 0.284 (0.000-1.000) olmustur. Kendilesme katsayis1 -0.890 (ALB311) ile

1.000 (19 lokus i¢in) arasinda genis bir aralikta, 0.524’lik bir ortalama degere sahip olmustur.

Cizelge 4.19. B. hybridum tlrlerinde 43 markor igin lokus bazinda istatistik 6zetleri
Markor f MAF | Genotip | Ornek |Gozlenen|Allel S| Gen. | Hetero- | PIC

Adi S S S Cesitl. | zigotluk
ALB001 | 1.000 | 0.633 4 51 49 4 0.549 | 0.000 |[0.507
ALB004 | 1.000 | 0.432 9 51 44 0.761 | 0.000 |[0.740
ALBO006 |-0.159 | 0.292 14 51 48 12 | 0.819 | 0.958 |0.797
ALB008 |-0.308 | 0.456 11 51 45 10 | 0.742 | 0.978 |0.719
ALBO013 | 1.000 | 0.676 4 51 37 4 0.489 | 0.000 [0.439
ALB022 | 1.000 | 0.366 11 51 41 11 | 0.792 | 0.000 |0.770
ALBO030 | 1.000 | 0.674 2 51 46 2 0.440 | 0.000 |(0.343
ALBO034 | 1.000 | 0.612 3 51 49 3 0.515 | 0.000 |(0.431
ALB040 | 1.000 | 0.625 5 51 40 5 0.565 | 0.000 |[0.529
ALB047 | 0.884 | 0.910 5 51 50 4 0.169 | 0.020 |0.164
ALB056 | 1.000 | 0.571 4 51 42 4 0.591 | 0.000 |[0.535
ALB086 | 1.000 | 0.820 3 51 50 3 0.306 | 0.000 |(0.278
ALB087 | 0.000 | 0.984 2 51 32 2 0.031 | 0.031 |[0.030
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Markor f MAF | Genotip | Ornek |Gozlenen|Allel S| Gen. | Hetero- | PIC

Ad1 S S S Cesitl. | zigotluk
ALB100 |-0.478 | 0.480 7 51 51 5 0.647 | 0.961 |[0.585
ALB131 | 1.000 | 0.729 4 51 48 4 0.444 | 0.000 |(0.417
ALB139 | 0.886 | 0.468 10 51 47 10 | 0.730 | 0.085 |0.706
ALB155 | 1.000 | 0.440 3 51 50 3 0.621 | 0.000 |[0.541
ALB158 | 1.000 | 0.373 6 51 51 6 0.750 | 0.000 |(0.711
ALB160 |[-0.097 | 0.234 24 51 47 19 | 0.883 | 0.979 |0.874
ALB165 |-0.555 | 0.490 7 51 49 7 0.575 | 0.898 [0.485
ALB175 | 0.927 | 0.850 5 51 50 4 0.268 | 0.020 |[0.255
ALB179 | 0.764 | 0.430 10 51 50 9 0.750 | 0.180 |[0.724
ALB181 | 0.950 | 0.367 11 51 49 10 | 0.805 | 0.041 |0.786
ALB183-1|-0.597 | 0.500 5 51 50 3 0.574 | 0.920 |0.483
ALB183-2| 1.000 | 0.620 2 51 50 2 0.471 | 0.000 |[0.360
ALB223 | 0.969 | 0.446 6 51 46 5 0.683 | 0.022 |[0.629
ALB230 | 1.000 | 0.208 8 51 48 8 0.839 | 0.000 |(0.819
ALB257 | 0.553 | 0.370 8 51 23 7 0.751 | 0.348 |0.715
ALB273 | 0.964 | 0.630 5 51 50 4 0.546 | 0.020 |[0.500
ALB278 |-0.260 | 0.302 6 51 48 6 0.788 | 1.000 |[0.755
ALB311 |-0.890 | 0.500 3 51 50 4 0.529 | 1.000 |(0.418
ALB348 |-0.317 | 0.455 7 51 44 5 0.616 | 0.818 |[0.540
ALB349 |-0.188 | 0.449 11 51 49 11 0.733 0.878 [0.704
ALB355 | 1.000 | 0.593 4 51 27 4 0.579 | 0.000 |[0.527
ALB372 | 1.000 | 0.367 5 51 49 5 0.684 | 0.000 |[0.620
ALB374 | 1.000 | 0.620 3 51 50 3 0.510 | 0.000 |0.427
ALB376 | 1.000 | 0.500 6 51 46 6 0.646 | 0.000 |[0.591
ALB445 | 1.000 | 0.580 3 51 50 3 0.503 | 0.000 |[0.395
ALB454 |-0.338 | 0.467 5 51 15 5 0.682 | 0.933 |0.633
ALB461 | 1.000 | 0.720 2 51 50 2 0.403 | 0.000 |[0.322
ALB467 |-0.630 | 0.500 2 51 48 3 0.611 | 1.000 |0.535
ALB486 | 0.511 | 0.892 5 51 51 4 0.197 | 0.098 |0.187
ALB514 | 0.967 | 0.578 4 51 51 3 0.577 | 0.020 |0.513
Mean | 0.524 | 0.540 | 6.140 51 45581 | 5.651 | 0.585 | 0.284 [0.536
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4.6.4. B. stacei tUrinde markorlerin istatistik dzetleri

B. stacei tiirii diger tiirlerden farklidir. Toplam 43 markérden 4 tanesi (ALBO087,
ALB131, ALB183-2, ALB355) bu tiir icinde amplifiye olmamistir ve 7 tanesi de (ALBO013,
ALB100, ALB165, ALB311, ALB445, ALB454, ALB486) monomorfik olarak belirlenmistir.
Asagidaki tabloda (Cizelge 4.20) tiim markorler verilmistir, ancak Cizelge 4.21°deki ortalama
maksimum ve minimum degerler gri ile belirtilen 11 lokus ¢ikarildiktan sonra hesaplanmistir.
Bu nedenle, sadece B. stacei tlrleri analiz edildiginde, 32 lokus yanlig hesaplamalari ve null

allellerin etkilerini minimize etmek i¢in kullanilmistir.

Toplamda, 32 markodrden 111 genotip Greten 104 allel gozlenmistir. Ortalama PIC
degeri 0.393 olmus ve bu degerler 0.050 (ALB467) ile 0.790 (ALB181) arasinda degismistir.
3 ile 19 arasinda degisen 14.2°lik ortalama gbzlem sayis1 (6rnek sayis1 19) primerlerin dogru
bir sekilde amplifiye edemedigi diger markorlerin de oldugunu gostermektedir. 2 (ALB181)
ile 7 (ALB160) araliginda degisen allel sayis1 ortalamasi 3.250, ortalama genotip sayis1 3.469
(2-8 araliginda) olmus, maksimum deger ALBI181 ve ALB175’ten elde edilmistir. MAF
ortalamasi 0.668 olmus ve 0.278 (ALB160) ile 0.974 (ALB467) arasinda degismistir.
Heterozigotluk 0.081 (0.000-0.571) olarak gergeklesmistir. -0.202 (ALBO001) ile 1.000 (21
lokus i¢in) arasinda degisen kendilesme katsayisi (inbreeding coefficient) 0.829 ortalama
degere sahiptir. Yukaridaki istatistiksel sonuclar, dzellikle kendilesme katsayisinin yiiksek
oldugu markorlerde null allelin varligindan dolayr dikkatle degerlendirilmelidir (Peakall ve

ark. 2005).

Cizelge 4.20. B. stacei tirlerinde 43 markdr igin lokus bazinda istatistik 6zetleri

Markor f MAF | Genotip |Ornek | Gozlenen | Allel | Gen. |Hetero-| PIC
Adi S S S S | Cesitl. |zigotluk
ALBO001 | -0.202| 0.714 4 19 14 4 0.462 | 0571 | 0.433
ALBO004 | 1.000 | 0.636 2 19 11 2 0.463 | 0.000 | 0.356
ALBO006 | 1.000 | 0.474 4 19 19 4 0.648 | 0.000 | 0.585
ALBO008 | 1.000 | 0.895 2 19 19 2 0.188 | 0.000 | 0.171
ALBO013 | NaN | 1.000 1 19 1 1 0.000 | 0.000 | 0.000
ALB022 | 1.000 | 0.333 3 19 3 3 0.667 | 0.000 | 0.593
ALBO030 | 1.000 | 0.667 2 19 3 2 0.444 | 0.000 | 0.346
ALBO034 | 1.000 | 0.778 2 19 9 2 0.346 | 0.000 | 0.286
ALBO040 | 1.000 | 0.667 4 19 9 4 0.519 | 0.000 | 0.485
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Markor f MAF |Genotip |Ornek | Gozlenen | Allel | Gen. |Hetero-| PIC
Ad1 S S S S | Cesitl. |zigotluk
ALBO047 | 0.690 | 0.618 5 19 17 3 0.542 | 0.176 | 0.480
ALBO056 | 1.000 | 0.400 3 19 15 3 0.658 | 0.000 | 0.584
ALBO086 | 1.000 | 0.800 4 19 15 4 0.347 | 0.000 | 0.329
ALB087 | NaN NaN 0 19 0 0 NaN NaN NaN
ALB100 | NaN | 1.000 1 19 19 1 0.000 | 0.000 | 0.000
ALB131 | NaN NaN 0 19 0 0 NaN NaN NaN
ALB139 | -0.180| 0.676 3 19 17 2 0.438 | 0.529 | 0.342
ALB155 | 1.000 | 0.917 2 19 12 2 0.153 | 0.000 | 0.141
ALB158 | 0.660 | 0.471 5 19 17 4 0.657 | 0.235 | 0.598
ALB160 | 1.000 | 0.278 7 19 18 7 0.802 | 0.000 | 0.776
ALB165 | NaN | 1.000 1 19 12 1 0.000 | 0.000 | 0.000
ALB175 | 0.637 | 0.417 8 19 18 6 0.730 0.278 | 0.691
ALB179 | 1.000 | 0.700 4 19 10 4 0.480 | 0.000 | 0.450
ALB181 | 0.824 | 0.308 8 19 13 7 0.814 | 0.154 | 0.790
ALB183-1| 1.000 | 0.947 2 19 19 2 0.100 | 0.000 | 0.095
ALB183-2| NaN | NaN 0 19 0 0 NaN NaN | NaN
ALB223 | 0.881 | 0.533 3 19 15 3 0.527 | 0.067 | 0.419
ALB230 | 0.700 | 0.500 3 19 4 4 0.656 | 0.250 | 0.605
ALB257 | 0.349 | 0.833 5 19 15 4 0.293 | 0.200 | 0.276
ALB273 | 1.000 | 0.938 2 19 16 2 0.117 | 0.000 | 0.110
ALB278 | 1.000 | 0.737 2 19 19 2 0.388 | 0.000 | 0.313
ALB311 | NaN | 1.000 1 19 18 1 0.000 | 0.000 | 0.000
ALB348 | 1.000 | 0.786 3 19 14 3 0.357 | 0.000 | 0.325
ALB349 | 1.000 | 0.947 2 19 19 2 0.100 | 0.000 | 0.095
ALB355 | NaN | NaN 0 19 0 0 NaN NaN | NaN
ALB372 | 1.000 | 0.875 3 19 16 3 0.227 | 0.000 | 0.215
ALB374 | 0.773 | 0.773 3 19 11 3 0.368 | 0.091 | 0.326
ALB376 | 1.000 | 0.500 4 19 12 4 0.653 | 0.000 | 0.599
ALB445 | NaN | 1.000 1 19 4 1 0.000 | 0.000 | 0.000
ALB454 | NaN | 1.000 1 19 8 1 0.000 | 0.000 | 0.000
ALB461 | 1.000 | 0.526 2 19 19 2 0.499 | 0.000 | 0.374
ALB467 | 0.000 | 0.974 2 19 19 2 0.051 | 0.053 | 0.050
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Markor f MAF |Genotip |Ornek | Gozlenen | Allel | Gen. |Hetero-| PIC
Ad1 S S S S | Cesitl. |zigotluk

ALB486 | NaN | 1.000 1 19 18 1 0.000 | 0.000 | 0.000

ALB514 | 1.000 | 0.765 3 19 17 3 0.381 | 0.000 | 0.340

4.6.5. Ug turun istatistik 6zetlerinin karsilastirlimasi

Yukarida anlatilanlar 1s18inda, kullanilan markéorlerin B. distachyon ve B. hybridum
trleri icin yeterli, B. stacei tiirleri i¢inse sinirli sonuglar verdigi agiktir. Bu, yar1 genomunu B.
distachyon’dan ve diger yarisim1 B. stacei’den alan B. hybridum allopoliploidin dogasina
uymaktadir (Hasterok, 2004). Asagida verilen Cizelge 4.21 gosterildigi gibi, yalnizca B.
hybridum o6zellikle homolog kromozomlarindan dolay:r yiiksek oranda heterozigotluk
gostermistir. Incelenen lokuslardan sadece birisi 2 den fazla allel olusturmus ve bu yiizden
markor ikiye bolinmistir (ALB183-1 ve ALB183-2, bakiniz Material ve Metot 3.6). B.
distachyon turtnde ortalama allel sayilar1 diger iki tiirden ¢ok daha fazladir. B. hybridum’dan
iki ve B. stacei’den 5 kat daha fazla olan B. distachyon bireylerinin sayisi géz Oniine
alindiginda, bu tiiriin diger iki tiirle allel sayisim1 kiyaslamak kolay degildir. Kendilesme
katsayist iki diploid tiir igin ¢ok yiiksek ve allotetraploid B. hybridum igin orta derecededir.
Heterozigot allotetraploid B. hybridum genomuna katkida bulunan iki diploid anag tiiriin
yuksek homozigot genomlarinin neden oldugu Kleistogamik B. distachyon ve B. stacei
tirlerinin nerdeyse sadece kendine dollenen Ureme sistemi g6z oniine alindiginda, bunlar

beklenen sonuglardir (Lopez-Alvarez et al. 2012).

Ayrica, allotetraploid B. hybridum’un ALB311 ve ALB165 gibi bazi lokuslarinim
tamamen heterozigot kombinasyonlarindaki diisiik kendilesme katsayisi (-1 e yakin), biiyiik
olasilikla homolog kromozomlarin bir sonucudur. Giraldo ve ark. (2012) calismalarinda basit
agaroz jelle Brachypodium tiirlerinin tanimlanmasina olanak veren SSR markdrii ALB165’te
gozlenen dikkate deger boyutta farkliliktan bahsetmektedir. Ayrica, B. distachyon ve B. stacei
genomlart arasinda ALB311 i¢in 4-8 bg¢ farklilik bulundugunu da agiklamiglardir. Bu
calismada, lokus ve tiirlerin allel frekanslarinin gosterildigi Sekil 4.38’den de agikga
goriilecegi gibi ALB004, ALB056, ALB100 ve ALB278 markorlerinde de benzer farkliliklari
belirlemistir. B. distachyon’u yakin akrabalarindan ayirt etme metodu, ii¢ tiiriin tamamiyla
tanimlanmasina katki yapacak dizi barkodlama (sequencing barcoding) (L6pez-Alvarez,

2012) ve flow sitometri (bu ¢aligma) gibi diger metotlarla kombine bir sekilde ortaya konmasi
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o6nemlidir. Bu sonucun diger bir boyutu da, basit genomlarin allopoliploidilesme durumundaki

poliploid tiirlerinde bile kullanilmasinin olasi olmasidir (Triticum tlrlerindeki gibi).

Cizelge 4.21. Ug tiiriin markorler bakimindan ortalama istatistik zetleri

Turler f MAF | Genotip | Ornek |Gozlenen| Allel | Gen. |Hetero- | PIC
S S S S | Cesitl. | zigotluk

B 0.988 | 0.528 | 8.395 122 | 111.023 |8.093| 0.603 | 0.007 |0.571

distachyon

Minimum | 0.766 | 0.176 2 122 58 2 0.080 | 0.000 |0.078

Maksimum | 1.000 | 0.959 25 122 122 25 | 0926 | 0.071 |0.922

B. hybridum | 0.524 | 0.540 | 6.140 51 45581 |[5.651| 0.575 | 0.284 | 0.536

Minimum |-0.890 | 0.208 2 51 15 2 0.031 | 0.000 |0.030
Maksimum | 1.000 | 0.984 24 51 51 19 | 0.883 | 1.000 |0.874
B.stacei |[0.829 | 0.668 | 3.469 19 14.188 |3.250| 0.440 | 0.081 |0.393
Minimum |-0.202| 0.278 2 19 3 2 0.051 | 0.000 |0.050
Maksimum | 1.000 | 0.974 8 19 19 7 0.814 | 0.571 |0.790
Tum turler | 0.883 | 0.446 | 12.326 | 192 | 169.023 | 9.860| 0.687 | 0.081 | 0.649
Minimum | 0.512 | 0.123 2 192 99 2 0.325 | 0.000 |0.282

Maksimum | 1.000 | 0.801 40 192 191 26 | 0932 | 0.276 |0.928

4.6.6. Her lokus icin allel frekanslarinin plot diyagramlari

Tiirlerin her bir SSR lokusu ig¢in allel frekanlarinin dagilimi Sekil 4.38°de
gosterilmistir. x-ekseni her lokustaki allellerin uzunlugunu, y-ekseni her tir icin gozlenen
frekans1 gostermekte; B. distachyon yesil, B. hybridum turuncu ve B. stacei mavi renklerle
gosterilmistir (Sekil 4.38).
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Allele Frequency for ALB013

1.000
& 0.800
§ 0.600
g 0.400 M B.distachyon
L 0.200
0.000 - i B.hybridum
239 | 242 | 243 | 244 B B.stacei
ALBO13
Locus
Allele Frequency for ALB022
0.400
g 0.300
5 0200 .
é, 0.100 H B.distachyon
0.000 i B.hybridum
M B.stacei
ALB022
Locus
Allele Frequency for ALB030
0.800
g 0.600
§ 0.400 .
tha 0.200 H B.distachyon
0.000 i B.hybridum
151 152 154 H B.stacei
ALBO30
Locus
Allele Frequency for ALB034
1.000
& 0.800
§ 0.600
g 0.400 M B.distachyon
& 0.200 M ﬂ
0.000 = i B.hybridum
217 | 220 | 222 | 223 | 226 | 229 | 232 & B.stacei
ALBO34
Locus

150




Allele Frequency for ALB040

0.800 -
g 0.600 -
“;.‘_0.400 . .
E 0.200 - H B.distachyon
0.000 - o = i B.hybridum
164 | 171 | 177 | 180 | 181 | 183 | 186 | 187 | 189 | 195 H B.stacei
ALB040
Locus
Allele Frequency for ALB047
1.000 -
Z 0.800 -
g 0.600 -
T 0.400 - H B.distachyon
o 0.200 -
0.000 = B i B.hybridum
201 209 213 217 221 | 225 | 234 | 238 H B.stacei
ALB047
Locus
Allele Frequency for ALB056
0.800 -
g 0.600 -
°g’_o.4oo . .
E 0.200 - H B.distachyon
0.000 - i = = [~ = i B.hybridum
237 | 238 | 239 | 240 | 247 | 249 | 250 | 251 | 252 | 253 H B.stacei
ALB056
Locus
Allele Frequency for ALB086
1.000 -
& 0.800 -
§ 0.600 -
g 0.400 - H B.distachyon
o 0.200 -
0.000 - ——1 i B.hybridum
154 189 191 192 | 193 | 198 H B.stacei
ALB086
Locus

151




Allele Frequency for ALB087

1.000 -
& 0.800 -
g 0.600 -
5 0.400 M B.distachyon
i 0.200 -
0.000 - i B.hybridum
195 196 | 201 | 204 205 H B.stacei
ALB087
Locus
Allele Frequency for ALB100
1.000 -~
2 0.800 -
§ 0.600 -
g 0.400 H B.distachyon
& 0.200 - I
0.000 - = H i B.hybridum
243| 247| 250| 253| 255| 258 | 261 264| 267| 270| 279| 284 H B.stacei
ALB100
Locus
Allele Frequency for ALB131
0.800 -
g 0.600 -
§o.4oo - .
3 0.200 - H B.distachyon
0.000 _L Bd i B.hybridum
290 | 292 293 295 298 H B.stacei
ALB131
Locus
Allele Frequency for ALB139
0.800 -
g 0.600 -
S 0.400 - ,
E 0.200 - H B.distachyon
0.000 - i B.hybridum

298 | 311 | 314 | 317 | 320 | 323|326 | 329 | 332 | 341 | 344 | 347 | 348 | @ B.stacei

ALB139
Locus

152




Allele Frequency for ALB155
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Allele Frequency for ALB183-2
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Allele Frequency for ALB273
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Allele Frequency for ALB349
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Allele Frequency for ALB376
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Sekil 4.38.  Ug turdeki her bir SSR lokusu igin allellerin frekans dagilimi: B. distachyon yesil, B.

4.7. Koleksiyonda Genetik Farkhlasmasimin incelenmesi

4.7.1. Ug tirde Molekuler Varyans Analizi (AMOVA)

hybridum turuncu ve B. stacei mavi renkli barlarla gosterilmistir. x-kseninde allellerin
boyutu , y- ekseninde frekanslar1 verilmistir.

SSR verilerine iligkin F degerleri, lokuslar {izerindeki ortalamasiyla, toplam genetik

varyasyonun biiylik ¢ogunlugunun ayni popiilasyonun bireyleri arasinda (%39) cok bulyik
oranda farkliliklar (Fst= 0.521, P=0.001) oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 4.22). Sekil
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4.39 de gosterildigi gibi, toplama gore tiirler arasinda paylasilan genetik varyans orant %21
oraninda gergeklesirken (Frt=0.214, P=0.001); varyasyonun Onemli bir kismi %31°lik bir
oranla her tiirdeki popiilasyonlar arasinda gergeklesmistir (Fsr=0.391, P=0.001). Kiiciik,
ancak dikkate deger bir varyasyon (%9) da bireyler icinde olusmustur (Fis=0.808, P=0.001).
Tiim varyans bilesenleri istatistiksel olarak onemli seviyede olmustur. Bu bulgular, ayni
tirlerin popiilasyonlar1 icinde %46; popiilasyonlar arasinda %29 ve 3 tiirlin 24
popiilasyonunda %25’lik varyasyon bulundugunu bildiren Hammami ve ark. (2014)’nin

sonuclariyla benzerlikler gostermektedir.

Cizelge 4.22. 999 permiitasyon sonrasi li¢ Brachypodium tiiriiniin 179 bireyiyle molekiiler varyansin
farkl1 diizeylerdeki hiyerarsik analizle agiklanan tahmini varyanslari (Tah. Var.)

Kaynak df SS MS Tah. Var. Yizde
Tiirler arasi 2 804.169 | 402.085 3.708 21%
Popiilasyonlar arasi 46 2444392 | 53.139 5.338 31%
Bireyler arasi 130 1954.000 | 15.031 6.715 39%
Bireyler ici 179 286.500 1.601 1.601 9%

Toplam 357 5489.061 17.361 100%

Molekuler Varyans Yuzdeleri

Sekil 4.39.  Toplam 179 bireyde, 31 B. distachyon, 15 B. hybridum ve 3 B. stacei poptlasyonunu
iceren 3 Brachypodium tiirtinde molekuler varyans analizi
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4.7.2. Tiirler arasi ikili genetik varyasyon

Tiirler arasinda genetik farklilig1 gosteren ikili (pairwise) Fst degerleri, B. distachyon
ve B. stacei icin 0.302, B. hybridum ve B. stacei i¢in 0.250 ve B. distachyon ve B. hybridum
icin 0.203 gibi yiiksek degerlere sahip olmustur. Dogrusal F degerleri ve Nm (Number of
migrants) tahminleri icin de benzer sonuclar olusmustur. Daha 6nce bahsedilen tiim 6l¢timler
istatistiksel olarak onemli seviyede gerceklesmistir (P=0.001). Ote yandan, Nei standart
genetik uzaklik (Hedrick, 2000; Nei 1972; Nei, 1978) B. distachyon ve B. stacei (0.751)
ikilisinde daha buyik olurken; bu ikiliyi, sirasiyla B. distachyon ve B. hybridum (0.655) ile B.
hybridum ve B. stacei (0.485) ikilileri izlemistir. F parametresi, B. distachyon ile B. stacei
tirleri (0.751) arasinda yiiksek seviyede farklilagsma gostererek, hemen hemen diger iki

ikiliyle benzer degerleri vermistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. 999 permiitasyon sonrasi ikili popiilasyon Fst degerleri, dogrusal Fst degerleri, Nm
tahminleri ve olasiliklar1 (P) . Tiirler arasinda Nei standart genetik uzaklik (NeiD) ve
F’st degerleri

Popl Pop2 Fst LinFst Nm P Nei D F’st
B. distachyon | B. hybridum | 0.203 | 0.255 | 0.982 | 0.001 | 0.655 | 0.567
B. distachyon B. stacei 0.302 | 0433 | 0578 | 0.001 | 0.751 | 0.718

B. hybridum B. stacei 0250 | 0.334 | 0.749 | 0.001 | 0.485 | 0.565

4.7.3. B. distachyon turiyle AMOVA

Yeni koleksiyonun B. distachyon tiiriinde genetik cesitliligi aragtirmak amaciyla 31
popiilasyon iizerinde, 117 bireyle AMOVA gerceklestirilmistir (Cizelge 4.24). Analizler
sonucunda, ayni populasyon bireyleri arasinda %57’ye (Fis= 0.981, P=0.001) ulasan oranda
bliyiik bir varyasyon oldugu ve Fst= 0.424’liik biiyiik bir degerin, toplamda popiilasyonlar
arasinda %42’lik varyansa karsilik geldigi goriilmiistiir. Bireyler igindeki farkliliklar,
varyasyonun sadece %] ’ini agiklamaktadir (Fit=0.989, P=0.001). Tiim varyans bilesenleri
istatistiksel olarak onemli seviyede olmustur. F’st degeri 0.675 olmustur. Bu sonugclar, B.
distachyon’nun (Vogel ve ark. 2009 ve Catalan ve ark. 2012) yuksek duzey kendileme
dogasindan bahseden mevcut ¢alismalar1 desteklemekte ve ayn1 zamanda, yeni koleksiyonun
popiilasyonlar1 arasinda mevcut olan yiiksek farklilasmalara da isaret etmektedir (Sekil 4.40).

SSR markérleriyle Zhao ve ark. (2013) tarafindan Solanum rostratum turlerinin yerli ve
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yabanci popiilasyonlar1 iizerine yapilan bir g¢aligmada; genetik varyasyonun biiyiik bir
kisminin (%70), popililasyonlar igindeki bireyler arasinda (0.299) Fst degeri icerdikleri
bildirilmistir. Fst bazindaki bu sonuglar; ¢alismalarinda, Rhododendron ferrugineum’da
%66’dan daha biiylik bir popiilasyon varyasyonun bulundugunu belirten Charrier ve ark.
(2014)’na gore, mikrosatelitlerde oldugu gibi polimorfik lokuslar i¢in de beklenmektedir.
Ayrica AFLP markérleriyle Tiirkiye’den topladiklar: B. distachyon bireylerini inceleyen Filiz
ve ark. (2009a), hem 3 genis cografik bolge arasinda ve hem de i¢inde yiiksek varyasyonun

bulundugunu rapor etmislerdir.

Cizelge 4.24. B. distachyon tirlerinin 31 populasyonu ve 117 bireyi arasinda tahmin edilen

varyanslar
Kaynak df SS MS Tah. Var. Yulzde
Popiilasyonlar arasi 30 1805.188 60.173 5.880 42%
Bireyler arasi 86 1361.483 15.831 7.839 57%
Bireyler ici 117 18.000 0.154 0.154 1%
Toplam 233 3184.671 13.873 100%

Molekuler Varyans Ylzdeleri

Bireyler
ici
1%

Sekil 4.40. 31 B. distachyon popiilasyonun 117 bireyinde molekdler varyans ylzdeleri

Populasyonlar arasindaki ikili Fst degerleri EK 24’nin alt kdsegeninde, olasiliklar ise

iist kdsegeninde verilmistir. Degerler, 0.048 (Lito vs Farsa) ile 0.832 (Katsi vs Verg) arasinda
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degismistir. Popiilasyonlarin 465 adet olan tiim ikilileri EK 22’deki tabloda gri renkle
isaretlenen 8 ikili harig, istatistiksel olarak ©nemli degerlere sahip olmuslardir. Kilk
populasyonunun; ileride filogenetik analizinde gosterilecegi tizere, PCoA’da yan yana
kiimelenen Edes (Fst=0.315) hari¢, diger tiim popiilasyonlarla 0.547 ile 0.737 arasinda
degisen aralikta istatistiksel olarak Onemli seviyede Fst degerleri gosterdigini belirtmek
onemlidir. Ayrica Linos (51) ile birlikte bu iki popiilasyon, ¢evresel kosullara bakilmaksizin
fenotipe yansiyan giiclii bir genetik yapiyr vurgulayan fenotipik verilerle gergeklestirilen

PCA’da geriye kalan B. distachyon populasyonlarindan da ayrilmistir (Sekil 4.11).

4.7.4. B. hybridum turtuyle AMOVA

Yeni koleksiyonun B. hybridum tiiriinde genetik ¢esitliligi incelemek i¢in 15
popiilasyon iizerinden 47 bireyle AMOVA gergeklestirilmistir (Cizelge 4.25). Analiz
sonuclari, varyasyonun 3 hiyerarsik seviyeye nerdeyse esit olarak paylasildigin
gostermektedir. Bireyler ic¢indeki varyasyon, toplamin %39’unu (Fit= 0.612, P=0.001)
olusturmakta olup, %32 (Fst=0.319, P=0.001) olarak aciklanan popiilasyonlar arasi varyasyon
ile %29 (Fis=0.430, P=0.001) olarak agiklanan bireyler arasi varyasyondan biraz daha
biiyliktiir. Tiim varyans bilesenleri 0.569’luk F’st degeriyle istatistiksel olarak Onemli
seviyededir (Sekil 4.41). Daha 6nce agiklandigi tizere, B. hybridum koleksiyonu Ug¢ seviyede
yiiksek cesitlilik ve orta derecede heterozigotluk gostermektedir. Bu heterozigotluk, tiim
incelenen markorler icin lokus basina iki allelden daha fazla allel bulunmadigi i¢cin (ALB183
hari¢) B. hybridum’un homozigot homolog kromozomlarina isaret etmekte olup, biylk
olasilikla allotetraploidinin dogasindan kaynaklanmaktadir. Bakker ve ark. (2009) tarafindan
yuriitiilen benzer bir c¢aligmada, Kaliforniya’dan toplanan tetraploid Brachypodium
bireylerinin (popiilasyonlara esit) cografik kiimeleri arasindaki farklilasmanin ¢ok yiiksek
oran gosterdigi (Fst=0.92) ve cografik kiimeler arasindaki toplam varyasyonun %91.6 oldugu
belirtilmistir. Yunanistan, tiirlin anavatani ig¢inde yer alirken, B. hybridum Kaliforniya’da

sadece baskin bir tiir olarak bulunmaktadir.

Cizelge 4.25. B. hybridum tiiriiniin 15 popiilasyonu ile 47 bireyi arasindaki varyasyon tahminleri

Kaynak df SS MS Est. Var. Yizde
Popiilasyonlar arasi 14 575.438 41.103 4.427 32%
Bireyler arasi 32 432.583 13.518 4.068 29%
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Kaynak df SS MS Est. Var. Yizde

Bireyler ici 47 253.000 5.383 5.383 39%

Toplam 93 1261.021 13.878 100%

Molekuler Varyans Yuzdeleri

Bireyler
ici
39%

Sekil 4.41. 15 B. hybridum populasyonu ile 47 bireyinde molekiiler varyans ylizdeleri

15 popiilasyon arasindaki farklilasmaya iligkin ikili Fst degerleri, EK 25°Un alt
kosegeninde, temsili olasilik degerleri ise iist kosegeninde verilmistir. En ¢cok ayrisan Farsa ve
Pros (Fst=0.614) popilasyonlari olmasina ragmen, en diisiik deger Ahla vs Para (Fst=0.047)
ikilisinden elde edilmistir. EK 25’teki ¢izelgede gri renkle isaretlenen 14 ikili harig,
popilasyonlardan 105 ikili istatistiksel olarak ©Onemli seviyede Fst degerlerine sahip
olmuglardir. Pros populasyonunun 0.340 ile 0.614 araliginda degisen Fst degerleriyle diger
tim popiilasyonlardan ayrigtigim1 belirtmek gerekir. Bu popiilasyon, PCA’da farkli bir
serpilme grafigi ve UPGMA agacinda farkli bir kiime olusturarak (Sekil 4.11 ve Sekil 4.17),

fenotipik karakterizasyonda da digerlerinden farklilasmistir.

4.7.5. Bireylerle PCoA

Ug tiiriin 192 bireyinin temel koordinatlar analizi (PCoA) ilk ii¢ koordinatin,
varyasyonun onemli bir ylizdesini agikladigini gostermistir (Cizelge 4.26). En iyi PCoA, ilk
tic eksen araciligiyla toplam varyasyonun %36.23’liniin agiklandig1 Nei uzaklik matriksi (Da)

yoluyla elde edilmistir. Kodominant genotipik uzaklik degerinde, ilk {i¢ eksen i¢in %31.86’ya
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diismesine ragmen, %36.06’ya ulasan allel paylasim uzakligi (Dsa) yoluyla benzer sonug elde

edilmistir

Cizelge 4.26. Giris verisi olarak {i¢ farkli uzaklik matrisi kullanilarak 192 bireyin PCoA’simin ilk {i¢
ckseninde agiklanan varyasyon. Ikili kodominat genotipik uzaklik matrisi, allel
paylasim uzaklik matrisi (Dsp) ve Nei’s 1983 (Da)

Genetik Uzakhk Eksen Varyasyon % KUmaulatif varyasyon (%)
1 17.92 17.92
Kodominant Genotipik

(GenAlEx) 2 8.16 26.09
3 5.77 31.86
1 21.34 21.34

Allel paylagimi
(PowerMarker) 2 8.26 29.60
3 6.46 36.06
1 21.36 21.32

Nei’s 1983

(Phylip) 2 8.32 29.68
3 6.55 36.23

Kodominant genotipik uzaklik yoluyla olusturulan PCoA grafigi Sekil 4.42°te
verilmistir. Diyagramlarda (plot) agik bir sekilde dort kiime tanimlanmaktadir. Gruplarin
disina serpilmis bazi B. hybridum bireyleri bulunmakla beraber, iki ana kiime B. distachyon
bireylerinden ve bir kiime de B. hybridum ve B. stacei’den olusmustur. Kilk popiilasyonunun,
Edes-2, Edes-5, Edes-7 ve Linos-4 bitkilerini iceren B. distachyon bireylerinden olusan kiigiik
bir grubun durumu dikkat cekmektedir. Bu bireyler; PCA’da (Sekil 4.8) ve fenotipik verilerle
olusturulan filogenetik agaglarinda (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.16), daha 6nce deginildigi
lizere bliyiik bir ikili Fst degerleri vererek dikkate deger bir sekilde digerlerinden farklilik
gostermiglerdir. Ayrica, ana kiimenin digina serpilen B. hybridum bireyleri esasen, fenotipik
karakteristiklerle ilgili boliimde bahsedilen biiyiik tane ve erken basaklanma gibi ¢ok farkli
fenotipik karakteristik gosteren Fira popullasyonundan gelmektedirler. Bunlar, fenotip ve
genotip gibi iki veri tipi arasinda korelasyon bulundugunu ve popiilasyon yapisinin fenotip ve

genotip yaklagimlari a¢isindan gii¢lii oldugunu gosteren 6nemli kanitlardir.

Singh ve ark. (2013), Hindistan c¢eltik cesitlerindeki %13.33 kumilatif varyasyonun

iki eksen {izerinde tek diize (uniform) dagilarak varyasyon gosterdiklerini agiklarken, Oliveira
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ve ark. (2012), calismalarinda inceledikleri tetraploid yerel bugdaydaki varyasyonun
%8.2’sinin PCA’daki birinci bilesenden ve %@4.3’liniin ise ikinci bilesenden geldigini
bildirmislerdir. Ayrica Emanuelli ve ark. (2013) Vitis vinifera spp. sativa’nin 2273l bulan
¢ok genis aksesyonu ile onlarin yabani akrabalarini (V. vinifera ssp. sylvestris), genetik
uzaklik matriksi bazinda 22 mikrosatellit lokus kullanarak inceledikleri calismalarinda,
PCoA’nin sirastyla %38.51 ve %21.29’lik oranlarla birinci ve ikinci eksende agiklandigini

bildirmistir.
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GenAlEx yaziliminda kodominant genotipik segenegiyle yapilan PCoA’nim ilk iki koordinatinda ii¢ tiirtin 192 bireyinin diyagrami. Yesil
noktalar B. distachyon, turuncu kareler B. hybridum ve mavi eskenar dortgenler B. stacei bireylerini gostermektedir
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4.7.6. B. distachyon popiilasyonlariyla PCoA

B. distachyon tiirii i¢indeki popiilasyon yapisini incelemek amaciyla 37 popiilasyonun
Nei yansiz (unbiased) genetik uzaklik temelinde bir temel koordinatlar analizi
gerceklestirilmistir. Cok yiiksek derecede varyasyonun ilk ii¢ koordinatta elde edildigini
gosteren toplam varyasyonun %72’si ilk 3 eksende agiklanmustir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Nei yansiz genetik uzaklik matrisinde olusturulan PCoA’nim ilk i{i¢ koordinatinda
aciklanan varyasyon

Eksen 1 2 3
Varyasyon (%) 42.79 16.93 12.28
Kimilatif varyasyon (%) 42.79 59.72 72.00

Diyagramdan (plot) gorildigi tizere (Sekil 4.43), Yunanistan’dan toplanmis
poplilasyonlarin ¢ogunlugunu iceren (kirmizi halka ile ¢izilmis) ana (core) bir alan
bulunmaktadir. Gri renkle isaretlenen tiim simpatrik popiilasyonlar, Farsa popiilasyonu harig,
halkanin disinda veya ¢evresinde yerlesmislerdir. Diyagramdan da goriilecegi gibi, 3
popiilasyon; Kilk, Linos ve Edes fenotipik inceleme boéliimiinde gozlemlendigi {izere,
digerlerinden daha yiiksek seviyede varyasyon gostermislerdir. Ispanya’dan gelen HU1.6
bireyi Il. ceyrek dairede digerlerinden ¢ok uzakta yer alirken, Bd21, Bd21-3 ve Koz-3
kontrollerinden olusan grup, ana alandan uzakta III. ¢ceyrek dairede yer almistir. Gera, Linos,
Bd21, Bd21-3, Koz-3 ve HU1.6 popiilasyonlari birer bireyle temsil edildiginden, popiilasyon
farkliliklart bireylerin farkliliklarini yansitmaktadir. Her haliikarda, B. distachyon turd iginde
yapilan AMOVA’nin da gosterdigi iizere, tiirlerin ayn1 popiilasyonlarinin bireyleri arasinda
biiyiik bir varyasyon gergeklesmistir (Sekil 4.40); bu nedenle bireyler seviyesinde sonuglari
yorumlamak daha mantikli olacaktir. Bunun i¢in, yalnizca B. distachyon bireyleriyle fazladan
bir PCoA gerceklestirilerek, kodominant genotipik uzaklik matriksi yoluyla ilk 3 eksende
varyasyonun %31.41’inin agikladig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu diyagram (Sekil 4.44), Kilk,
Edes ve Linos popiilasyonlarinin yedi bireyinin agik izolasyonuyla 3 tiiriin bireyleriyle

yapilan PCoA ile ayn1 deseni gdstermistir.
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Nei yansiz genetik uzaklik makrisiyle olusturulan 37 B. distachyon popilasyonunun

PCoA’s1. Yesil renk B. distachyon, gri renk B. hybridum ile simpatrik popiilasyonlari
gostermektedir.
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Kodominant genotipik uzaklik matrisiyle olusturulan 122 B. distachyon bireyinin
PCoA’s1
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4.7.7. B. hybridum popiilasyonlariyla PCoA

B. hybridum tlrd iginde, 19 B. hybridum popiilasyonunun Nei yansiz genetik
uzakliklariyla olusturulan PCoA sonucu, B. distachyon tiiriinde yaklasik %9 daha az olan
toplam varyasyonun %63.13’linii (Cizelge 4.28) ilk 3 koordinatin agikladig1 ortaya koymustur
(Sekil 4.45). Diyagramdaki turuncu kareler B. hybridum popiilasyonlarini, kirmizilar B.
stacei’nin simpatrik popiilasyonlarint ve gri olanlar da B. distachyon’un simpatrik

poplilasyonlarini gostermektedir.

PCoA’y1 gosteren Sekil 4.45°te, tiim digerlerinden daha uzakta bulunan Fira
populasyonunun 6zel konumu gosterilmistir. Bu popiilasyon, digerlerinden oldukga uzakta
yer alan Ege Denizi’ndeki Santorini Adasindan toplanmistir (haritada 5 kod numarali
lokasyona bakiniz). Ayrica, bu popiilasyon fenotipik karakteristiklere yansiyan uzaklikla ilgili
olasi izolasyonun varligina igaret eden fenotipik verilerle yapilan PCA’da da (Sekil 4.11) ¢ok
uzakta yer almistir. Diyagramda, IV. ¢ceyrek dairede yer alan Pros ve Thaso popiilasyonlarinin
pozisyonu da 6zeldir. Bu popiilasyonlarin ortak yani, sadece Kuzey Yunanistan’dan toplanan
B. hybridum popiilasyonlarindan olmalaridir (haritada 47 ve 54 kod numarali lokasyonlara
bakiniz). Diger bir bulgu da, B. distachyon bireylerinin simpatrik popiilasyonlariyla ayni
lokasyondan gelen Linos popiilasyonunun (51 kod numarali) diyagramin alt kisminda
yerlesmis olmasidir. Ayn1 lokasyonun B. distachyon bireylerindeki (Linos) farklilasma, bu
popiilasyonun bireylerini iki tlirde birlestirmeden 6nce de gozlenmistir. Bu popiilasyonlarin
ilk iki eksene yayilmasi, simpatrik ve B. hybridum popiilasyonlarinin iliskileri hakkinda

herhangi bir 6zel bilgi saglamamustir.

Cizelge 4.28. Nei yansiz genetik mesafe matrisiyle olusturulan PCoA’nin ilk ii¢ ekseninde agiklanan

varyans
Eksen 1 2 3
Varyasyon (%) 30.52 20.90 11.72
Kimilatif varyasyon (%) 30.52 51.41 63.13
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B.hybridum populasyonlarinin PCoA
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Sekil 4.45.  GenAlEx yaziliminda Nei yansiz genetik uzaklik matrisiyle olusturulan 19 B. hybridum
populasyonunun PCoA’s1. Turuncu renk B. hybridum popiilasyonlari, kirmizi renk B.
stacei ile simparik popiilasyonlar1 ve gri renk B. distachyon ile simpatik popiilasyonlari
gostermektedir.

4.7.8. B. stacei populasyonuyla PCoA

Nei genetik uzaklik matrisi ile olusturulan 7 B. stacei populasyonunun PCoA’si, ilk 3
koordinatla varyansin %86.92’sini agiklamaktadir (Cizelge 4.29). Varyasyonun yaridan gogu
birinci eksendedir (52.65%). Ikili uzakliklar EK 26°daki cizelgede verilmistir (Sekil 4.46).

Cizelge 4.29. Nei genetik uzaklik matrisiyle olusturulan PCoA’nin ilk ii¢ ekseninde agiklanan

varyasyon
Eksen 1 2 3
Varyasyon (%) 52.65 26.33 7.94
Kumaulatif varyasyon (%) 52.65 78.98 86.92
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Sekil 4.46.  GenAlEx yaziliminda Nei genetik uzaklik matrisiyle olusturulan 7 B. stacei
popiilasyonunun PCoA’s1i. Mavi renk B. stacei popiilasyonlarini ve kirmizi renk B.
hybridum ile simpatrik popiilasyonlar1 gostermektedir

Burada, B. stacei tiirii ¢ok yaygin olmadigimi ve sadece bazi popiilasyonlarinin,
Ozellikle ABR114 aksesyonunun yeterince ¢alisilmis oldugunu belirtmeliyiz. Bu ¢alisma, bu
yiizden 7 farkli popiilasyonla B. stacei tiiriiniin genetik ¢esitliligini kesfetmek icin essiz bir

firsat saglamaktadir.

4.8. Genetik, Fenotipik ve Cografik Uzaklik Korelasyonu

Fenotipik ve genotipik veri analizlerinin elde edilen 6nceki tim sonuclart cografik
uzaklik ile fenotip ve genotip arasinda bir iliskinin var olabilecegini diislindiirmektedir.
Bunlar arasinda bir korelasyon olup olmadigimi tespit etmek amaciyla iki cift Mantel testi

gerceklestirilmistir.
4.8.1. Cografik ve genotipleme verileri aras1 Mantel testi

Ug tiiriin 187 bireyinde genetik uzaklikla cografik uzaklik arasinda yapilan
karsilastirma, aralarinda istatistiksel olarak 6nemli orta seviyede pozitif bir korelasyon
(Rxy=0.432, P=0.001) oldugu ortaya konulmustur (Cizelge 4.30). Baska bir deyisle, incelenen
bireylerdeki genetik farklilasmanin %18.6’s1 cografik uzakliktan kaynaklanmaktadir.
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Asagidaki sekilde ikili degerler ve olusturulan Mantel testi regresyon esitligi sunulmustur
(Sekil 4.47). Ayrica bu korelasyon, B. distachyon’un &zellikle kuzey Yunanistan’dan, B.
hybridum’un da giiney Yunanistan’dan toplandigi koleksiyon lokasyonlarini gdsteren
haritadaki tiirlerin dagiliminin dolayli bir sekilde olasi agiklamasi olabilir (Sekil 4.33).
Elbette, cografik koordinatlar, bu aragtirmada ele alinmayan diger ¢evresel parametlere az da

olsa bagli olan bu dagilimin nedenlerinden yalnizca biridir.

Cizelge 4.30. Ug tlrtn 187 bireyi, yalniz Yunanistan orijinli U tiirtin 183 bireyi ve 119 B. distachyon
bireyleri arasi ii¢ farkli Mantel testinin istatistiksel 6l¢timleri

Birevler Kareler Kareler Toplam Korelasyon P
y Toplam (x) | Toplam (y) | Carpim (xy) | Katsayisi (Rxy)
187 (Yunanistan- | 4>50576 | 10691548 | 3951.246 0.432 0.001
Ispanya)
183 (Yunanistan) 3478.431 18696.315 3550.336 0.440 0.001
119 B. distachyon 1767.647 8073.711 1847.447 0.489 0.001

Yunanistan ana koleksiyonundan olduk¢a uzak olan, Ispanya orijinli bireyler
yiiziinden olusabilecek olas1 suni (artifact) sonuglar1 engellemek icin 6zellikle Yunanistan’dan
toplanmis 183 bireyle baska bir Mantel testi gergeklestirilmistir. Bu analiz 6ncekine goére
biraz daha biiyiik korelasyon katsayis1 (Rxy=0.440, P=0.001) vermis ve Yunanistan
Brachypodium spp. koleksiyonunda cografi ve genetik uzaklik arasinda istatistiksel olarak
onemli orta seviyede pozitif bir korelasyon gdstermistir. Koleksiyonun en 6nemli pargasini
olusturan B. distachyon tiiriiniin analizi incelediginde, korelasyon katsayisinin daha da arttigi
goriilmiistiir (Rxy=0.489, P=0.001). Bu da gostermektedir ki, cografik ve genetik uzaklik
arasinda orta seviyede pozitif bir korelasyon vardir ve incelenen B. distachyon bireylerindeki

genetik farkliligin %23.9u cografik dagilimdan kaynaklanmaktadir (Cizelge 4.30).
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Mantel test Geographic vs Genetic Distance

Linear Genetic Distance

y =0.9296x + 8.6023
R?=10.1865

Geographic Distance

Sekil 4.47.  Ug tiiriin 187 bireyinin cografik ve genetik uzaklik matrisleri arasi1 Mantel testi
regresyonu

Bakker ve ark. (2009) Kaliforniya’da ekstradan topladiklar1 yeni B. hybridum
bireylerinin koleksiyonuyla birlikte Brachypodium’un benzer {i¢ tiiriinii inceleyip Kaliforniya
aksesyonlarinin cografik uzaklikla ile genetik farklilik arasindaki bir kolerasyon gdsterdigini
bulmuslar (Mantel r=0.3844, P<0.001) ve bunun mesafe izolasyonunun bir kaniti
olabilecegini rapor etmislerdir. Avrasya aksesyonlar1 arasinda yaptiklari mesafe izolasyon
calismasinda zayif bir korelasyon bulmuslardir (r=0.2859, P<0.001). Diger yandan, Filiz ve
ark. (2009) popiilasyonlarin cografik ve genetik uzakliklar1 arasinda yaptiklar

karsilastirmalarda, cografik bolgeler i¢inde pozitif bir korelasyon bulamamiglardir.

Zhang ve ark. (2011) microsatellit markorlerle diger tiirlerden kakaodaki genetik
cesitliligi incelemisler, cografik ve genetik uzakliklar arasinda pozitif iliski bulundugunu
rapor etmislerdir (Rxy=0.276, p<0.001). Yabani arpada (Hordeum spontaneum) Hubner ve
ark. (2009), 42 SSR markdr kullanarak genetik ve cografi uzaklik veri matris logaritmalari
(log) arasinda, popiilasyonlar arast mesafe izolasyonun etkilerini gostererek, bir korelasyon
(r=0.3, P<0.0001) bulundugunu bildirmislerdir. Oliveira ve ark (2012) tarafindan incelenen
tetraploid yerel bugday cesitlerinden, Iberya yarimadasi’ndan 53 sert bugday aksesyonunda
genetik ve cografik uzaklik arasinda istatistiksel olarak Onemli, fakat zayif seviyede

korelasyon (r=0.211, p<0.001) bulmuslardir.
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Yukaridaki bilgiler géz oniine alindiginda, esasen B. distachyon’un kendine dollenme
Ozelligi yiizlinden, Yunanistan’dan toplanan B. distachyon turlerinde cografik uzaklikla
genetik farklilasma arasinda, diger tiirler i¢in bildirilen degerlerden daha kuvvetli orta

seviyede bir korelasyon (Rxy=0.489) bulundugu goriilmektedir.

4.8.2. Genotipleme ve fenotipik verilerin Mantel testi

Uc turin 188 bireyinde fenotipik karakteristiklerin Oklid uzakligina gore allel
paylasim genetik uzakligi kiyaslandiginda, aralarinda istatistiksel olarak énemli orta seviyede
bir korelasyon (Rxy=0.448, P=0.001) gorilmektedir (Cizelge 4.31). Bu incelenen bireylerde
fenotipik varyasyonun %Z20’sinin genetik farkliliktan kaynakladigi anlamina gelmektedir.
Asagidaki sekilde Mantel testi regresyonunun olusturdugu ikili degerler sunulmustur (Sekil
4.48).

Cizelge 4.31. Ug tirGn 188 bireyinin genetik ve fenotipik uzaklik matrisleri arasi Mantel testi
istatiksel dlgctimleri

Birevler Kareler Kareler Toplam Korelasyon p
y Toplam (x) | Toplam (y) | Carpim (xy) | Katsayis1 (Rxy)
188 387.477 85748.389 2583.222 0.448 0.001

Mantel test Genetic vs Phenotypic distance

y =6.6668x +0.5017
R*=10.2008

L g Yoo
b 5 w
2 J-'w;f'ﬁ’ﬁﬁ,:. oib 58 ,
P2 *a gl it i
d?:jd i J«‘;'? £

Euclidean Phenotypic distance

Shared Allele Genetic Distance

Sekil 4.48.  Ug tiiriin 188 bireyinin allel paylasim genetik ve Oklid fenotipik uzaklik matrisleri arasi
Mantel testi regrasyonu
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Beyene ve ark. (2005) korelasyonu 0.43 (SSR) ile 0.39 (AFLP) olan markérlere
dayanarak (p=0.001), bu ii¢ bagimsiz veri setinin neredeyse benzer genetik ¢esitlilik seklini
gosterdigine isaret ederek, 62 yayla musir aksesyonunu inceleyip, morfolojik ve genetik
farklilik (dissimilarity) matrisleri arasinda korelasyon bulundugunu bildirmistir. Buna karsin,
Zhang ve ark. (2012), Cin’de susam ana koleksiyonunda fenotip ve molekiiler markdrler
kullanarak, molekiiler ve fenotipik seviyelerdeki 6nemli diizeyde tutarsiz genetik ¢esitliligin
durumunu (assesment) ortaya ¢ikarmislardir. Fenotip ve molekuler markor bilgileri (r=0.0043,
t=0.1320, P=0.5525) arasinda yapilan bir Mantel testi, Onemsiz seviyede korelasyon

gostermistir.

Bu calismada elde edilen fenotipik ve genetik uzaklik matrisleri genom capinda
iliskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS) gibi baska yaklasimlarla daha iyi incelemek icin yeterince
giiclidiir; nitekim ¢ok sayida biyoinformatik araglar1 Brachypodium arastirma camiasinin

hizmetinde olup, genis bir markor ¢esitliligi de olusturulmustur.

4.9. Genetik Verilerle Filogenetik Yaklasimlar
4.9.1. Ug turuin bireyleriyle filogeni

1000 bootstrap destegi sonrasi allel paylasim (Dsa) uzaklik matrisi yoluyla g tiiriin
192 bireyinin topolojisiyle olusturulan komsu birlestirme (NJ) uyum agaci Sekil 4.49°da
sunulmustur. Sekilde de gorildiigli iizere, aga¢ %77.6’lik bootstrap destegiyle iki ana
kiimeden (kirmiz1 klad agacin ortasindadir) olusmaktadir. Birinci kiime B. distachyon’un tiim

bireylerini, ikinci kiime de tim B. hybridum ve B. stacei bireylerini icermektedir.

[k ana kiimede, esit olmayan iiyeleriyle ii¢ alt kiime bulunmaktadir (Sekil 4.52).
Birinci alt kiimede tum Kilk populasyonun bireylerine ilaveten, Edes-2, Edes-5, Edes-7,
Linos-4 ile Bd21, Bd21-3 Koz-3 ve HU1.6 bireyleri yer almaktadir. Bu gruplar ayni kiimede
yer almalarina ragmen, bir birinden son derece farkli iki gruba ayrilmaktadirlar.
Yunanistan’dan olan bireyler aralarinda %100’liik bootstap destegiyle gruplanirken, kontrol

aksesyonlar1 grubu % 86.6’lik bootstrap ile digerlerinde ayrilarak gruplanmislardir.

Ikinci alt kiimenin % 99.2°lik bootstrap destegiyle, genetik karakterizasyonda B.
distachyon’un geriye kalan bireylerinden ilk defa ayrilmis olan, Viti-8 ve Viti-6 olmak Uzere

yalnmz iki iiyesi bulunmaktadir. Bu yeni bulguyu a¢iklamak iizere, tekrar PCoA analizine
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dondlip o6zdeger vektorlerinin biitiin degerleri incelendiginde, 11 ve 16 eksenlerinin bu
bireylerin  varyasyonlarm1 verdigi gorilmistiir. Aslinda PCoA’da bu iki eksen
grafiklestirildigi zaman, Viti-6 ile Viti-8’in digerlerin olduk¢a uzakta birlikte kiimelestikleri
gortulmektedir. Bu, iki farkli analizi degerlendirmek ve degisken yontemleriyle sonuglarin

capraz kontroluniin 6nemini gosteren iyi bir 6rnektir.

Son olarak, {iglincii alt kiime de, yalnizca aydinlantict olmayan alt kladlarda yiksek

bootstrap destegiyle B. distachyon’un geriye kalan tiim bireylerini igermektedir.

Agacm ikinci ana kiimesinde, B. stacei turu bireyleri %54.5’1ik bootstrap destegiyle,
B. hybridum tiiriiniin bireylerinden ayrigarak kendi alt kiimesini olusturmustur (Sekil 4.49). B.
hybridum bireyleri icinde bootstrap degerleri: (a) Pros popilasyonu bireylerinin % 99.9’luk
bootstrap destegiyle birlikte kiimelendikleri, (b) Fira popilasyonu bireylerinin %50.2°1ik
bootstrap destegiyle birlikte kiimelendikleri ve (c) Hota-4 ile Gera-1’in Fira bireylerinin
yaninda %°50.1°lik bootstrap destegiyle yer aldiklar1 bu ii¢ durum disinda kayda deger
degildir. %70’ten daha kiiciik olan bootstrap destek degerleri bile agacin topolojisini
aciklamak icin yeterli olarak kabul edilmemektedir. Bu sonuglar, daha 6nce genetik veriyle

yapilan PCoA ve fenotipik veriyle yapilan PCA analizleriyle de dogrulanmustir.

Buna ilaveten, Sekil 4.50°de sunulan ve ayni topolojiyi veren diger iki NJ agaci,
100’1iik bootstrap destegi sonrasi Nei’s (Da) genetik uzaklik ve Cavalli-Sforza ve Edward
(Dc) yontemleriyle olusturulmustur. Bu iki agag, B. distachyon’un diger iki tiirden
ayirilmasinda neredeyse ayni sekilde alt kiime olusturarak, %70’lik bootstap destegiyle benzer

sekilde olugsmustur.

Nei (Da) genetik uzaklik bazinda Fith-Margoliash yontemiyle olusturulan agag, Sekil
4.51°de sunulmustur. Fitch-Margoliash yontemiyle filogenetik aga¢ olusturulmasinin nedeni
NJ yontemiyle elde edilen topolojinin ¢aprazlama kontroliidiir. Agagtan da anlagilacagi iizere,
aralarinda bazi kiigiik farkliliklar bulunmasina ragmen, ana tipoloji NJ yontemiyle
olusturulanlarla neredeyse aymidir. Uzerinde bootstrapping uygulanmadigi igin bu agag

hakkinda daha detayli bilgi verilmeyecektir.
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Sekil 4.49.
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Bin bootstrap sonrasi Dsa uzaklik matrisiyle (¢ tlrin 192 bireyinin topolojisiyle olusturulan komsu birlestirme (NJ) uyum radyal filogramlar.
Yesil renk B. distachyon, turuncu renk B. hybridum ve mavi renk B. stacei bireylerini gostermektedir
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Sekil 4.50.

YUz bootstrap sonrast Da uzaklik bazli olusturulan komsu birlestirme (NJ) radyal filogramlari (Solda) ve 100 bootstrap destegiyle Dc (sagda).

Yesil, turuncu ve kirmizi renkler sirasiyla B. distachyon, B. hybridum ve B. stacei bireylerini temsil etmektedir
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Sekil 4.51.  Nei 1983 (Da) uzaklik matrisi bazinda Fitch Margoliash yontemiyle olusturulan radyal filogram. Yesil, turuncu ve kirmizi renkler sirasiyla B.
distachyon, B. hybridum ve B. stacei bireylerini temsil etmektedir
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Sekil 4.52.  Bin bootstrap sonrasi Dga uzaklik matrisiyle {i¢ tiirin 192 bireyinin topolojisiyle
olusturulan komsu birlestirme (NJ) uyum dikdortgen Yesil renk B. distachyon, turuncu
renk B. hybridum ve mavi renk B. stacei bireylerini gostermektedir. Kirmiz1 kesikli
cizgi aga¢1 bes alt kiimesini tanimlamaktadir. Kladlar iizerindeki sayilar bootstrap
destek degerlerini gostermektedir
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4.9.2. B. distachyon turinde filogeni

YUz bootstrap sonrasi allel paylasim uzaklik matrisi yoluyla 122 B. distachyon
bireyinin topolojisiyle olusturulan komsu bilestirme (NJ) uyum agaci Sekil 4.53’de
sunulmustur. B. distachyon bireylerinin uyum kladograminda goriildiigii tizere, bireyler ii¢
kiimeye ayrilmistir. ilki, %83 liik bootsrap destegiyle geriye kalanlardan ayrilan Bd21, Bd21-
3, Koz-3 ve HUL.6 bireylerini icermektedir. ikinci kiime Yunanistan’dan toplanmis tiim
bireylerden %100’likk bootstrap destegiyle ayrilan 8 bireyi (Kilk-1, Kilk-4, Kilk-6, Kilk-7,
Edes-2, Edes-5, Edes-7 and Linos-4) icerirken, {iglinciisii de geriye kalan diger tiim bireyleri

icermektedir.

Viti popiilasyonu bireyleri Onceki kiimenin yanina beraber kiimelenmis olmakla
birlikte, bootstrap destegi onlarin bir kiime olarak tanimlanmalarini1 saglayacak yeterlilikte
degildir. Ug tiiriin 6nceki NJ agacinda Viti-6 ile Viti-8 bireyleri birlikte kendi alt kiimelerini
olusturmus; ancak sadece B. distachyon bireylerinin kiimelenmelerinde bu alt kiime bootstrap
ile desteklenmemistir. Bu sasirtict sonug, NJ algoritma uygulama islemi sirasinda genetik

uzakligin yeniden hesaplamasiyla aciklanabilir.

Benzer bir ¢alismada, Vogel ve ark. (2009), ¢ogu Tiirkiye’den toplanmis 187 B.
distachyon bireyini inceleyerek, SSR markdrlerini baz alarak bir uyum agaci olusturmuslardir.
Olusturulan agacg yiiksek bootstrap destegiyle agik bir sekilde iki ana grubu ortaya ¢ikarmistir.
Bd21 ve Bd21-3 hatlarmin, diger hatlara nazaran bir birleriyle ¢ok yakindan iliskili olduklar

tespit edilmis; bizim ¢alismamizdakine benzer sekilde belirgin bir farklilik gostermislerdir.

Hammami ve ark. (2014), ispanya’dan toplanmis B. distachyon, B. hybridum ile B.
stacei yabani popiilasyonlar1 {izerine yaptiklar1 bir ¢alisjmada SSR markdrlerini baz alarak
popiilasyonlarin dendrogramini olusturmuslardir. Calisma sonuglarma gore; her tiiriin

popiilasyonlar1 birlikte gruplasirken, B. distachyon tiirti i¢cinde Bd21 digerlerinden ayrilmistir.

Yukaridaki bilgiler 1s18inda, Bd21 kendilenmis hattinin Akdeniz bdlgesinden
toplanmis diger yabani bireylerin biiyiik cogunlugundan tamamen ayristig1 goriilmektedir. Bu
durum iki olas1 sekilde agiklanabilir. Birincisi, Bd21’in, diger bireylerin biiyiik cogunlugunun,
bagli oldugu Akdeniz bolgesinden (Yunanistan, Tiirkiye ve Ispanya kokenli) farkl
biyoklimatik ozelliklere sahip Iran-Turan bolgesine bagli Irak’tan toplanmis olmasidir.

Ikincisi ise, diger calisilan bireyler herhangi bir seleksiyona tabi tutulmadan dogrudan alandan
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toplanirken, Bd21’in baz1 fenotipik karakteristiklerinin seleksiyonuyla olusturulan

kendilenmis bir hat olmasidir.
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Fere-1 3 '3
Farga-& 7 Serre-4
Er.l?s';ti-1 erre-2
Bvzn-1 “Serre-10
- Fifi-1
Ewvzo-3 Alis-3
Koza-¥ Eren-3
Koza-5 Eren-1
Alis-@ Adria Leon-5
- Leon-10
Xant-1 Verg.7

Xant-6  gohes.8) apt.7 Verg-4

YUz bootstrap sonrasi Dsp uzaklik matrisi yoluyla B. distachyon’un 122 bireyinin topolojisiyle olusturulan komsu birlestirme (NJ) uyum

Sekil 4.53.
radyal. Kladlardaki sayilar bootstrap destek degerlerini gostermektedir
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4.10. Bayes Popiilasyon Yap1 Analizi
4.10.1. Tiim koleksiyonda genetik yap1

Ug tiiriin birlikte popiilasyon yapisi, STRUCTURE v.2.3.4 yaziliminda Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) algoritmasinin uygulandigi Bayes modeline dayali kiimelemeyle
incelenmistir (Pritchard et al. 2000). Modelleme varsayimlari; popiilasyonlar iginde Hardy-
Weinberg esitligi ile popiilasyonlarda lokuslar arasi tam bag esitligidir. Popiilasyonlarda
tesadiifi eslesme olmamasi nedeniyle, varsayimlarin asilma (violate) olasiligi goz Oniinde
bulundurularak, STRUCTURE programiyla analizler gerceklestirilmistir. Ortalama log-
olasilik egrisi, ilerisinde ortalama log-olasiliginin bir diizliige ulastig1 ve standart sapmanin

yiikselme tahminleriyle iliskilendigi K=7 civarinda maksimum bir deger almistir (Sekil 4.54).

L(K) (mean +- SD)
—16000

—17000 - $ D
—18000 -
—19000 -
—20000

—21000 -

Mean of est. Ln prob of data

—22000

—23000 -

Sekil 4.54.  Bir’den 10’a kadar her K degeri i¢in 10 tekrar iizerinden ortalama log-olasilik . Diizliik
K=7 civarindadir.

Evanno ve ark. (2005) tarafindan onerilen AK kriteri, Sekil 4.55’de goriildiigi tizere,
iki grupta en yiiksek degeri vermektedir. Bu yontemin verilerde ilk yapisal seviyeye neden
oldugu (Evanno ve ark. 2005, Emanuelli ve ark. 2013) bilinmekte olup, bu ¢alismada da,
filogenetik analizlerin ortaya koydugu sonuglarla uyumlu bir sekilde, B. distachyon

bireylerinin B. stacei ve B. hybridum’dan ayrilmasini saglamistir.
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Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L{K))

2000 -

1500

Delta K

1000

Sekil 4.55.  Evanno ve ark. (2005)’na gore K=2 degeriyle elde edilen en yiiksek degerle 2’den 9
kiimesine kadar olan Delta K degerleri

Cizelge 4.32°de 10 tekrar Uzerinden ortalama log-olasilik degeri, standart sapma ve
1’den 10 kiimesine kadar AK degeri verilmistir. Sekilde goriildiigii tizere, K=2de en yliksek
AK degeri olusurken, K=7’de verilerin biylk ortalama log-olasilik degeri elde edilmistir.
K=6 ve K=7 i¢in yapilan parametre dis1 Wilcoxon testi istatistiksel olarak énemli seviyedeki
buylk log-olasilik degerini K=7’de vermistir, ancak bu rakam igin yalnizca bireylerin
%61 nin kiimeleri Q>0.75’e sahipken (tahmin edilen tiyelik katsayisi), K=2’de bireylerin
%96°s1 Q>0.75’e sahiptirler.

izelge 4.32. Bir ile 10 arasindaki her kiime i¢in ortalama log-olasilik degeri, standart sapma ve

Ige 4.32. Birile 10 daki her kii 1 log-olasilik deg d p AK
degeri. Evanno ve ark. (2005)’na gore en iyi K degeri tek yildizli ve Wilcoxon testine
gore en iyi K degeri iki yildizli olandir

K Tekrarlar OLr;[]?Dlar(r;a Stﬂhi?%]a Delta K
1 10 -22658 0.12 —
2* 10 -19283 1.14 2059.66
3 10 -18262 76.95 4.57

4 10 -17593 90.07 3.93

5 10 -17279 129.97 0.25

6 10 -16996 128.11 0.38
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K Tekrarlar OLr;cl?Dl(alga Stﬂ'ms:?ﬁr;]a Delta K
7F* 10 -16762 123.39 2.30

8 10 -16813 574.06 0.51

9 10 -16573 368.57 1.70

10 10 -16959 959.73 —

SSR markérleri kullanilarak degisik yontemlerle farkli K degerleri belirlendiginden,
Brachypodium spp. koleksiyonunun ¢ikarsamali (inferred) popiilasyon yapisinin 2 ile 7
araliginda degisen K degeri Sekil 4.56°da gosterilmistir. Ug tiiriin bireyleri siyah ¢izgilerle
ayrilmiglardir. Her birey, ikiden yediye kadar olan alt populasyonlarda tahmin edilen

tiyelikleri oraninda renkli sekmenlere bdliinen tek bir dikey cizgiyle temsil edilmektedir.

Sekil 4.56.  Koleksiyonun modele dayali STRUCTURE programi kullanilarak olusturulan
cikarsamali popiilasyon yapisi. Diyagram CLUMPP yazilimi kullanilarak K = 2’den K
= 7’ye 10 tekrar lizerinden permiite edilen Q-matris uyumu baz alinarak DISTRUCT
yazilimiyla olusturulmustur. Her birey, ikiden yediye kadar olan alt-popiilasyonda
tahmin edilen tiyelikleri oraninda renkli sekmenlere bolinen tek bir dikey ¢izgiyle
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temsil edilmistir. Y-ekseninde herhangi bir K kiimesine atananlarin olasiligidir. Siyah
¢izgi Ui¢ tiiriin bireylerini ayirmaktadir.

K=2’de, B. distachyon’un, ikinci kiimede bulunan Kilk-1, Kilk-4, Kilk-6, Kilk-7,
Edes-2, Edes-5, Edes-7 ile Linos-4 bireyleri haric, neredeyse tim bireyleri ilk kiimededir.
Ikinci kiimede ise, B. hybridum ve B. stacei bireyleri bulunmaktadir. B. distachyon tiiriinden
Bd21, Bd21-3, Koz-3, HU1.6, Katsi-3 ve Katsi-5 ile B. hybridum tirtinden Fira-10 ve Fira-5

bireyleri iki kiimeye bdliinerek yiiksek karisim (admixture) orani gostermislerdir.

K=7"de, B. hybridum, yiiksek karisim oranina sahip Fira popiilasyonlar: hari¢ olmak
tizere, bir kiimeden olusmaktadir. Bu durumda B. stacei bireyleri ¢nceki kiimeden gelen
kiiciik karisim oranlariyla kendi kiimelerini olusturmustur. B. distachyon tirl: kontrol
aksesyonlar1 (Bd21, Bd21-3, Koz-3, HU1.6) icin bir kiime; Edes-2, Edes-5, Edes-7 ve Linos-4
bireyleriyle beraber Kilk popiilasyonu i¢in bir kiime ve yiliksek karisim oranlariyla {i¢ kiime

olmak iizere toplam 5 kiimeden olugmaktadir.

Ayrica, Bakker ve ark. (2009), B. distachyon, B. hybridum ve B. stacei tlrlerinin 179
bireyinde STRUCTURE yazilimini kullanarak 12 microsatellit lokusu analiz ettikleri zaman,
sonsal olasiliga gore K=7de P degeri yiliksek olmasina ragmen, iki cografik kiimeyi gdsteren

AK=2’y1 bulmuslardir.

Hemen hemen gerceklestirilen tim analizlerde, sadece iki kiime kabul edildiginde,
Bayes modeline dayali analizlerde onlar1 B. hybridum ve B. stacei bireyleriyle beraber hatali
gruplanmaya zorlayan sekiz B. distachyon bireyinde giiglii bir ayrisma gozlenmistir. Ote
yandan, yiiksek kiime rakamlarinda ( 4’ten 7’ye) bu hatali gruplandirma ortadan kalmig, fakat
karisik bireylerin yiizdesi artmistir. Burada popiilasyonla ¢ok uyumlu olan kiime sayilarinin
yansiz se¢cimini saglayan STRUCTURE programinin neden oldugu popiilasyon yapi

analizinin temel problemiyle de karsilasilmistir (Pritchard ve ark. 2000).

4.10.2. B. distachyon ’da popiilasyon yapisi

B. distachyon tir( icindeki yapiyr ayrmtili bir sekilde incelmek amaciyla 35
popiilasyona karsilik gelen 122 B. distachyon bireyiyle (Bd21, Bd21-3 ve Koz-3 bir
popiilasyon olarak kabul edilmistir) ayni analiz gergeklestirilmistir. Sonuglar, ortalama log-

olasilik egrisi, ilerisinde ortalama log-olasiliginin bir diizliige ulastig1 ve standart sapmanin
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yiikkselme tahminleriyle iligkilendigi K=6 civarinda maksimum bir deger aldigini ortaya

koymustur (Sekil 4.57).

L(K) (mean +- SD)
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Sekil 4.57. Bir’den 7’ye kadar her K degeri i¢in 10 tekrar tizerinden ortalama log-olasilik . Diizliik

K=6 civarindadir.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd{L{K)}

400 |

100

Sekil 4.58.  Evanno ve ark. (2005)’na gore K=3 degeriyle elde edilen en yiiksek degerle 2’den 6
kiimesine kadar olan Delta K degerleri

189



Evanno ve ark. (2005) tarafindan onerilen AK kriteri, Sekil 4.58’de goriildigii iizere,
tic grupta (K=3) en yiiksek degeri vermektedir. Cizelge 4.33’de 10 tekrar izerinden ortalama
log-olasilik degeri, standart sapma ve 1’den 7 kiimesine kadar AK degeri verilmistir. Sekil
4.58’de goriildigi tizere, K=3’de en yiiksek AK degeri olusurken, K=6’da verilerin buyik
ortalama log-olasilik degeri elde edilmistir. K=4, K=5 ve K=6 i¢in yapilan parametre disi
Wilcoxon testi istatistiksel olarak 6nemli seviyedeki buyik log-olasilik degerini K=6’da
vermistir; ancak bu rakam i¢in yalnizca bireylerin %64 iiniin kiimeleri Q>0.75’e sahipken

(tahmin edilen Gyelik katsayis1), K=3’te bireylerin %91°i Q>0.75’¢ sahiptirler.

Cizelge 4.33. Bir ile 7 arasindaki her kiime i¢in ortalama log-olasilik degeri, standart sapma ve AK
degeri. Evanno ve ark. (2005)’na gore en iyi K degeri tek yildizli ve Wilcoxon testine
gore en iyi K degeri iki yildizli olandir

K Tekrarlar OJ:]?DI?S& Stﬁ.ni?ﬁr)na Delta K
1 10 -12838 0.08 NA
2 10 -11619 83.54 5.54
3* 10 -10863 0.72 611.05
4 10 -10545 84.10 1.23
5 10 -10330 96.69 0.64
6** 10 -10178 313.43 0.25
7 10 -10104 286.60 NA

Degisik yontemlerle farkli K degerleri belirlendiginden, B. distachyon tiriiniin yeni
koleksiyonunun ¢ikarsamali popiilasyon yapisinin 3 ile 6 araliginda degisen K degeri Sekil
4.59de gosterilmistir. Ug tiiriin bireyleri siyah ¢izgilerle ayrilmislardir. Her birey, iigten altiya
kadar olan alt popiilasyonlarda tahmin edilen iiyelikleri oraninda renkli sekmenlere boliinen

tek bir dikey cizgiyle temsil edilmistir.
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Sekil 4.59.  Koleksiyonun modele dayali STRUCTURE programi kullanilarak olusturulan
cikarsamali popiilasyon yapist. Diyagram CLUMPP yazilimi kullanilarak K= 3’den K=
6’ya 10 tekrar iizerinden permiite edilen Q-matris uyumu baz alinarak DISTRUCT
yazilimiyla olusturulmustur. Her birey, tigten altrya kadar olan altpopiilasyonda tahmin
edilen iiyelikleri oraninda renkli sekmenlere boliinen tek bir dikey c¢izgiyle temsil
edilmistir. Y-ekseninde herhangi bir K kiimesine atananlarin olasiligidir. Siyah ¢izgi ti¢
tiiriin bireylerini ayirmaktadir.

Yukaridaki sekilde de goriildiigi tizere (Sekil 4.59), K=3"de Kilk-1, Kilk-4, Kilk-6,
Kilk-7, Edes-2, Edes-5, Edes-7, Linos-4, Bd21, Bd21-3, Koz-3, ve HU1.6 bireyleri ylksek bir
iiyelik katsayisiyla birlikte kiimelenerek, kontrol aksesyonlarinin Yunan bireylerinden
ayrildiklart K=6"ya kadar ayni sekli izlemiglerdir. Bu, Bayes modellemesi yoluyla elde edilen
popiilasyon yapisina iligkin temel bulgu olup, PCoA ve filogeni analizleriyle daha once elde

edilen sonuclarla da tamamen uyumludur.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, lokasyon basina 20 bitkiyle Yunanistan’in 60 farkli lokasyonundan
toplanmis ilk Brachypodium spp. koleksiyonu olusturulmustur. Koleksiyon, 27 B. distachyon,
23 B. hybridum, bir B. stacei ve 9 simpatrik populasyondan meydana gelmektedir. Bu 9
simpatrik popullasyondan 6’s1 B. distachyon ve B. hybridum bireylerinden, 3 popilasyonu da
B. hybridum ve B. stacei bireylerinden olusmaktadir. B. hybridum- B. distachyon ve B.
hybridum-B. stacei bireylerinin simpatrik popiilasyonlar: bulunurken, higbir B. distachyon ve

B. stacei bireylerinin simpatrik popiilasyonlarinin bulunmamasi olduk¢a dikkat ¢ekicidir.

Kiyaslama i¢in diger koleksiyonlardan bazi bireylerle kontrol aksesyonlari dahil
edilerek, fenotipik karakterizasyon, sitogenetik analiz ve genetik karakterizasyondan olusan

tic farkli yaklagimla incelenmistir.

Fenotipik karakterizasyon 603 birey (zerinde 15 morfo-anatomik ve fizyolojik
ozellikllerinden elde edilen verilerin analiziyle gerceklestirilmistir. Tanimlayici istatistikler:
B. distachyon bireylerinin genellikle daha fazla sap sayisi, salkimli sap, basakcik, daha kii¢iik
tohumlara ve uzun basaklanma siiresine; B. stacei bireylerinin ise, uzun ve genis bayrak
yapraklariyla uzun boya, daha uzun salkima ve daha kisa bagaklanma siiresine sahip
olduklarini ortaya koymustur. B. hybridum bireyleri, spesifik popiilasyonlarinin birinden veya
digerinden gelen bazi u¢ degerlerine ragmen, cogunlukla bu iki tiiriin degerleri arasinda

olmustur.

Cok-degiskenli Varyans Analizi (MANOVA), istatistiksel olarak tirler icin
hesaplanan bagimli degiskenden kanonik olarak elde edilmis % 76. 4 varyansa isaret eden
0.764 etki degeriyle 6nemli seviyede gerceklesmistir. Etki degeri en yliksek salkimda kismi
n’= 0,798, en diisiik bogumda kismi n?= 0,028 olarak hesaplanmustir. Bu ¢alismada ii¢ tiir
arasinda Olgiilen tim fenotipik karakteristikler; toplam biyokitlede B. distachyon ve B.
hybridum tiirleri ile sap sayisi, salkim sayis1 ve tohum verimlerinde B. hybridum ve B. stacei

tiirleri hari¢ olmak {izere, 0.05’lik 6nem seviyesinde ayrigmistir.

Ug tiiriin 603 bireyinden elde edilen fenotipik veriler, yapilan Temel Bilesenler
Analizinde (PCA) aralarinda kiigiik Ortiismeler olmasina ragmen, her tiirtin bireylerini
ayirmistir. Toplam varyasyonun %67.48°1 ilk iki bilesenle aciklanmistir. Popilasyonlar

seviyesinde PCA’nin ilk iki bileseni toplam varyasyonun %71.4’linii i¢ermektedir. Kilk ve
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Bd21-3 B. distachyon popiilasyonlar1 ile Pros, Fira ve Grik B. hybridum popiilasyonlarinda

onemli ayrisma gozlenmistir.

Fenotipik karakteristiklerle olusturulan UPGMA kiimelenmesi Yunanistan B. stacei
bireylerini (Amfi-1 hari¢), biitiin diger B. stacei, B. distachyon ve B. hybridum bireylerinden
%100 bootstrap destegiyle ayirmistir.

Sadece B. distachyon tirinin bireylerine ait fenotipik karakteristikler kullanilarak
olusturulan UPGMA kiimelenmesi, li¢ ana kiime ortaya ¢ikarmistir. Kiimelerden ilki sadece
Bd21-3 bireyinden, ikincisi 31 bireyden ve figiinciisii de geriye kalan diger bireyden
olusmaktadir. Ikinci kiimede yer alan 31 bireyden 9’u genotiplemeyle analiz edilmis olup
bunlardan 8’1, iki analiz arasinda giiclii bir iliski gostererek genetik yapilarinda kuvvetli bir

ayrigsma ortaya koymustur.

Sadece B. hybridum tirine ait bireylerin fenotipik karakteristikleri esas alinarak elde
edilen UPGMA kumelenmesi ¢ ana kime ortaya ¢ikarmistir. Kiimelerden ilki genetik
karakterizasyona dahil edilmeyen Dafne-4 bireyinden, ikincisi Pros populasyonunun tiim
bireylerinden ve iicilinciisii geriye kalan diger bireylerden olusmaktadir. Pros popiilasyonu

genetik karakterizasyonda da ayrigmistir.

Yunanistan’dan toplanan 16 B. stacei bireyinden sadece Amfi-1, kiimelenmede
fenotipik bakimdan ayrisarak, Ispanya orijinli AL1.1 ile AL5.2 bireylerinin ok yakininda yer

almistir.

Sitogenik karakterizasyon boliimiinde, olusturulmus olan yeni genetik kaynak
kolleksiyonun igerisinde yer alan tiim populasyonlarin ortalama Cekirdek DNA icerikleri
propidium iodide florasan boyasi kullanilarak flow sitometri yontemi ile belirlenmistir. Bu
analizlerden elde edilen sonuclara gére kolleksiyonu olusturan 3 tlriin ortalama cekirdek
DNA igerikleri arasindaki farklilik istatistiki agidan Onemli bulunmustur. Ilave olarak
allotetraploid B. hybridum tiriiniin ¢ekirdek DNA igerigi, progenitorlerinin (B. distachyon ve
B. stacei) cekirdek DNA iceriklerinin hemen hemen aritmatik toplamina esit oldugu

belirlenmistir.

Ayrica bu calismada ilk defa bir birine ¢ok yakin ¢ekirdek DNA igerigine sahip olan
B. distacyon ve B. stacei tlrlerinin flow sitometri ile kesin bir sekilde bir birinden
ayrilabilecegi gosterilmistir. B. distachyon tlrl icerisinde yer alan bireylerin ¢ekirdek DNA

miktarlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6énemli bulunmasina ragmen, varyasyonun

193



flow sitometri metodunun % 4 civarinda olan hassasiyet sinirlari igerisinde yer almasindan
dolay1 pek itibar edilmemesi gerekir. Diger taraftan B. distachyon populasyonlarinin ¢ekirdek
DNA igerikleri ile toplandiklari lokasyonun rakimi arasinda istatistiksel olarak onemli

seviyede herhangi bir korelasyon bulunmadigi gézlenmistir.

Koleksiyonun genetik karakterizasyonu 192 birey (zerinde 43 microsatellit lokusun
polimorfizmi incelenerek gerceklestirilmistir. Kullanilan SSR markérleri B. distachyon ve B.
hybridum tiirleri igin basarili, B. stacei tiirleri i¢in sinirli sonuglar vermistir. Bu durum,
genomu yar1 yartya B. distachyon ve B. stacei’den gelen B. hybridum’un allopoliploidi
yapisiyla uyumlu bir durumdur. Lokus iizerinden kendilesme katsayis1 iki diploid tiir i¢in ¢ok
yuksek ve allotetraploid B. hybridum icin orta derecededir. Heterozigot allotetraploid B.
hybridum genomuna katkida bulunan iki diploid anag tiiriin yiiksek homozigot genomlara
neden olan kleistogamik B. distachyon ve B. stacei’nin neredeyse sadece kendine déllenen

lireme sistemi gdz Oniine alindiginda, bunlar beklenen sonuglardir.

Bu ¢alismada, ALB004, ALB056, ALB100 ve ALB278 markarleri, basit agaroz jel
elektroforezi ile B. distachyon, B. hybridum ve B. stacei turlerini bir birinden ayirt etmede

yararlanilabilecek farkli dlgiilerde fragmanlar liretmistir.

Ug tiir i¢in yapilan Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA) sonuglari, ayn1 popiilasyon
bireylerinde biiyiik oranda varyasyon bulundugunu gostermektedir. Fst degerlerine gore, B.
distachyon, B. hybridum ile ¢ok yakindan iligkili olup, onlar1 sirasiyla B. hybridum-B. stacei
stacei ikilisinin bir birine daha yakin oldugunu ve onlari1 B. distachyon-B. hybridum ikilisinin
izledigini, buna karsilik B. distachyon-B. stacei ikilisinden daha uzak olduklari sonucunu

vermistir.

Uc tirtin 192 bireyi ile gerceklestirilen Temel Koordinatlar Analizi (PCoA), Nei (Da)
genetik uzaklik matrisiyle toplam varyasyonun %36.23Uniin ilk ii¢ koordinatta aciklandigini
gostermistir. PCoA; baz1 B. hybridum bireyleri gruplarin disina dagilmis olmakla birlikte, iki
ana kumesi B. distachyon, biri B. hybridum ve digeri de B. stacei bireyleri icin olmak tzere
net bir sekilde dort kiime tanimlamistir. Sekiz B. distachyon bireyinden olusan kiigiik bir grup
(Kilk-1, Kilk-4, Kilk-6, Kilk-7, Edes-2, Edes-5, Edes-7 ve Linos-4) digerlerinden ayrilmis
goriinmektedir. PCoA, grubun genetik yapisinin kuvvetli olduguna isaret ederek, benzer

sonucu B. distachyon tiirii igin de vermistir.
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B. hybridum tiiriinde gerceklestirilen PCoA’da; Pros, Thaso ve Linos popiilasyonlarini
iceren diger kiigiik bir grup bulunmasina ragmen, Fira popiilasyonu acik bir sekilde
digerlerinden ayrilmaktadir. Kuzey Yunanistan’dan toplanan bu U¢ populasyon, izolasyonun

uzakliktan kaynaklanmis olabileceginin diisiindiirmektedir.

Aslinda, cografik ve genetik veriler arasindaki korelasyon incelendiginde, B.
distachyon analize dahil edildigi zaman kuvvetlenen (Rxy=0.489) istatistiksel olarak orta
seviyede dnemli pozitif bir korelasyonun (Rxy=0.432, P=0.001) bulundugu goriilmektedir.

Ayrica koleksiyonun ayni yapisal deseni, fenotipik ve genetik verileri arasindaki
iligkinin  incelenmesine neden olan degisken fenotipik ve genetik analizlerden
kaynaklanmaktadir . Mantel testi genetik ve fenotipik uzaklik matrisleri arasinda istatistiksel

olarak 6nemli seviyede (Rxy= 0.448) korelasyon gostermistir.

Genetik veriler kullanilarak gerceklestirilen filogenetik analizlerden elde edilen
sonuclar, hem tiim kolleksiyon hemde tiir bazinda daha 6nce elde edilen sonuglar1 destekler
niteliktedir. Ayrica filogenetik agag, B. distachyon bireyleri icinde Viti-6 ve Viti-8’1
bireylerini kiimeleyerek, digerlerinden ayirip bagka bir olasi farklilasmayr da ortaya

cikarmustir.

Ug tiiriin birlikte popiilasyon yapist modele dayali Bayes kiimelemesiyle kisaca
incelenmistir. ilk asamada B. distachyon tir(, benzer 6zellikleri paylasan diger B. hybridum
ve B. stacei tiiriinden ayrilmistir. Bunun yan1 sira, B. distachyon tiru iginde, buradaki analizde
kontrol aksesyonlariyla pek ¢ok ortak 6zellikleri var gibi goriinen yukarida belirtilen 8 bireyin

farklilasmasi, belirleyici olmustur.

Bu calisma kapsaminda Yunanistanin farkli cografi bolgelerinden tohum toplamak
suretiyle olusturulmus olan genis dogal varyasyona sahip Brachypodium (B. distachyon, B.
hybridum ve B. stacei) genetik kaynak koleksiyonu, Brachypodium' u arastirma
programlarinda model sistem olarak kullanan arastiricilara biiylik yarar saglayacak
niteliktedir. Bu nedenle kolleksiyonun birer kopyasi Tiirkiye ve Yunanistan' in ulusal gen

bankalarina hibe edilerek, kolleksiyon bu alanda ¢alisan arastiricilarin hizmetine sunulacaktir.

B. distachyon iizerindeki ¢alismalarimiz bu tezin tamamlanmasindan sonrada devam
ettirilecek ve bu ¢aligma sirasinda elde edilen fenotipik veriler ile genetik veriler kullanilarak

genom capinda iligskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) yapilacaktir. Buna ek olarak yine ¢alisma
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kapsaminda elde edilen verilerden yararlanilarak ileriki ¢aligmalarimiz ic¢in bir ana (core)

kolleksiyon olusturulacaktir.
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EKLER Adi | Kodu |Tiril|FK| CDI |GK

Aigi-5 14-5 Bh |yes| no | no

EK 1. Bu calismada fenotipik karakterizasyonda Aigi-6 14-6 Bh |yes| no | no
oeriient b"ey'er('&)(s"q’ QEk"dgekngi';ﬁ( Aigi-7 | 14-7 | Bh [yes| no | no
karakterizasyonlar1 (GK), turleri ve kod | Aigi-8 14-8 Bh |yes| no | no
numralan Aigi-9 14-9 Bh |yes| no | no
Ad1 Kodu |Turd |FK| CDI |GK]| [[ALL.1 62 Bs |yes| yes |yes
ABR113 Alel Bh |no| no |yes AL5.2 63 Bs |yes| yes |yes
ABRLL Alis-1 46-1 Bd |yes| yes | no

ABR114 4 Bs | no| no |yes|iiAlis-10 | 46-10 | Bd |yes| yes | no
Adri-1 48-1 Bd |yes| yes |yes | [Alis-2 46-2 Bd |yes| yes |yes
Adri-10 | 48-10 | Bd |yes| yes |yes | [Alis-3 46-3 | Bd |yes| yes |yes
Adri-2 48-2 Bd |yes| yes | no | |Alis-4 46-4 Bd |yes| yes | no
Adri-3 48-3 Bd |yes| yes | no | [Alis-5 46-5 Bd |yes| yes | no
Adri-4 48-4 Bd |yes| yes |yes | [Alis-6 46-6 Bd |yes| yes |yes
Adri-5 48-5 Bd |yes| yes | no | [Alis-7 46-7 Bd |yes| yes | no
Adri-6 48-6 Bd |yes| yes | no | [Alis-8 46-8 Bd |yes| yes |yes
Adri-7 48-7 Bd |yes| yes | no | [Alis-9 46-9 Bd |yes| yes | no
Adri-8 48-8 Bd |yes| yes | no | [Amfi-1 30-1 Bs |yes| yes |yes
Adri-9 48-9 | Bd |yes| yes |yes| |Amfi-10 | 30-10 | Bh |yes| yes | no
Ahla-1 19-1 Bh |yes| yes | no | [Amfi-2 30-2 Bh |yes| yes | no
Ahla-10 | 19-10 | Bh |yes| yes | no | [Amfi-3 30-3 | Bh |yes| yes | no
Ahla-2 19-2 Bh |yes| yes | yes | [|Amfi-4 30-4 Bh |yes| yes | no
Ahla-3 19-3 Bh |yes| yes | no | [Amfi-5 30-5 Bh |yes| yes |yes
Ahla-4 19-4 Bh |yes| yes | yes | [Amfi-6 30-6 Bh |yes| yes | no
Ahla-5 19-5 Bh |yes| yes | no | [|Amfi-7 30-7 Bh |yes| yes |yes
Ahla-6 19-6 Bh |yes| yes | no | [Amfi-8 30-8 Bh |yes| yes | no
Ahla-7 19-7 Bh |yes| yes |yes | [|Amfi-9 30-9 Bh |yes| yes |yes
Ahla-8 19-8 | Bh |yes| yes | no | [|Argo-1 18-1 | Bh |yes| no | no
Ahla-9 19-9 Bh |yes| yes |yes | [Argo-10 | 18-10 | Bh |yes| no | no
Aigi-1 14-1 Bh |yes| no | no | |Argo-2 18-2 Bh |yes| no | no
Aigi-10 14-10 | Bh |yes| no | no | |Argo-3 18-3 Bh |yes| no | no
Aigi-2 14-2 Bh |yes| no | no | [Argo-4 18-4 Bh |[yes| no | no
Aigi-3 14-3 Bh |yes| no | no | |Argo-5 18-5 Bh |yes| no | no
Aigi-4 14-4 Bh |yes| no | no | |Argo-6 18-6 Bh |[yes| no | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Argo-7 18-7 Bh |yes| no | no | |Bralo-8 11-8 Bd |yes| yes | no
Argo-8 18-8 Bh |yes| no | no | |Bralo-9 11-9 Bd |yes| yes | no
Argo-9 18-9 Bh |yes| no | no || [CC3.2 68 Bh |yes| no | no
Asti-1 55-1 Bd |yes| yes |yes | [Dafne-1 4-1 Bh |yes| no | no
Asti-10 55-10 | Bd |yes| yes | no | [Dafne-10 | 4-10 Bh |yes| no | no
Asti-2 55-2 Bd |yes| yes | no | |[Dafne-2 4-2 Bh |yes| no | no
Asti-3 55-3 Bh |yes| yes |yes| |Dafne-3 4-3 Bh |yes| no | no
Asti-4 55-4 Bd |yes| yes | no || |Dafne-4 4-4 Bh |yes| no | no
Asti-5 55-5 Bd |yes| yes | no | |Dafne-5 4-5 Bh |yes| no | no
Asti-6 55-6 Bh |yes| yes | no | |Dafne-6 4-6 Bh |yes| no | no
Asti-7 55-7 Bd |yes| yes | no | |[Dafne-7 4-7 Bh |yes| no | no
Asti-8 55-8 Bh |yes| yes |yes | |Dafne-8 4-8 Bh |yes| no | no
Asti-9 55-9 Bd |yes| yes | no | |[Dafne-9 4-9 Bh |yes| no | no
Athen-1 15-1 Bh |yes| yes |yes | [Dram-1 49-1 Bd |yes| yes | no
Athen-10 | 15-10 | Bh |yes| yes |yes| (Dram-10 | 49-10 | Bd |yes| yes |yes
Athen-2 15-2 Bh |yes| yes | no || [Dram-2 49-2 Bd |yes| yes |yes
Athen-3 15-3 Bh |yes| yes | no || [Dram-3 49-3 Bd |yes| yes |yes
Athen-4 15-4 Bh |yes| yes | no || |[Dram-4 49-4 Bd |yes| yes | no
Athen-5 15-5 Bh |yes| yes | no || [Dram-5 49-5 Bd |yes| yes |yes
Athen-6 15-6 Bh |yes| yes | no || [Dram-6 49-6 Bd |yes| yes | no
Athen-7 15-7 Bh |yes| yes |yes| [Dram-7 49-7 Bd |yes| yes | no
Athen-8 15-8 Bh |yes| yes |yes | [Dram-8 49-8 Bd |yes| yes | no
Athen-9 15-9 Bh |yes| yes | no || [Dram-9 49-9 Bd |yes| yes | no
BAG6.6 65 Bd |yes| yes | no || |[Edes-1 44-1 Bd |yes| yes | no
Bd21 Bd21 Bd | no| no |yes]| |[Edes-10 44-10 | Bd |yes| yes | no
Bd21-3 61 Bd |yes| yes |yes | |Edes-2 44-2 Bd |yes| yes |yes
Bralo-1 11-1 Bd |yes| yes | no | [[Edes-3 44-3 Bd |yes| yes | no
Bralo-10 | 11-10 | Bd |yes| yes |yes | [Edes-4 44-4 Bd |yes| yes | no
Bralo-2 11-2 Bd |yes| yes |yes | |Edes-5 44-5 Bd |yes| yes |yes
Bralo-3 11-3 Bd |yes| yes | no | |[Edes-6 44-6 Bd |yes| yes | no
Bralo-4 11-4 Bd |yes| yes |yes | |Edes-7 44-7 Bd |yes| yes |yes
Bralo-5 11-5 Bd |yes| yes | no | |[Edes-8 44-8 Bd |yes| yes | no
Bralo-6 11-6 Bd |yes| yes | no || |[Edes-9 44-9 Bd |yes| yes |yes
Bralo-7 11-7 Bd |yes| yes |yes| |Elia-1 27-1 Bh |yes| yes | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Elia-10 27-10 | Bh |yes| yes | no | [Farsa-6 10-6 Bh |yes| yes | no
Elia-2 27-2 Bh |yes| yes | no || |Farsa-7 10-7 Bd |yes| yes | no
Elia-3 27-3 Bh |yes| yes | no || |Farsa-8 10-8 Bd |yes| yes |yes
Elia-4 27-4 Bh |yes| yes | no || |Farsa-9 10-9 Bd |yes| yes | no
Elia-5 27-5 Bh |yes| yes | no || |Fere-1 53-1 Bd |yes| yes |yes
Elia-6 27-6 Bh |yes| yes | no || |Fere-10 53-10 | Bd |yes| yes | no
Elia-7 27-7 Bh |yes| yes | no | |Fere-2 53-2 Bd |yes| yes | no
Elia-8 27-8 Bh |yes| yes | no | |Fere-3 53-3 Bd |yes| yes |yes
Elia-9 27-9 Bh |yes| yes | no | |Fere-4 53-4 Bd |yes| yes | no
Eren-1 60-1 Bd |yes| yes |yes | |Fere-5 53-5 Bd |yes| yes | no
Eren-10 60-10 | Bd |yes| yes | no | |Fere-6 53-6 Bd |yes| yes |yes
Eren-2 60-2 Bd |yes| yes | no | |Fere-7 53-7 Bd |yes| yes |yes
Eren-3 60-3 Bd |yes| yes |yes| |Fere-8 53-8 Bd |yes| yes | no
Eren-4 60-4 Bd |yes| yes |yes | |Fere-9 53-9 Bd |yes| yes | no
Eren-5 60-5 Bd |yes| yes | no | [[Fifi-1 6-1 Bd |yes| yes |yes
Eren-6 60-6 Bd |yes| yes | no || |Fifi-10 6-10 Bd |yes| yes | no
Eren-7 60-7 Bd |yes| yes |yes| [Fifi-2 6-2 Bd |yes| yes | no
Eren-8 60-8 Bd |yes| yes | no [ [Fifi-3 6-3 Bd |yes| yes |yes
Eren-9 60-9 Bd |yes| yes | no | [Fifi-4 6-4 Bd |yes| yes | no
Evzo-1 42-1 Bd |yes| yes |yes | [Fifi-5 6-5 Bd |yes| yes |yes
Evzo-10 42-10 | Bd |yes| yes |yes | [Fifi-6 6-6 Bd |yes| yes | no
Evzo-2 42-2 Bd |yes| yes | no | [Fifi-7 6-7 Bd |yes| yes | no
Evzo-3 42-3 Bd |yes| yes |yes| [Fifi-8 6-8 Bd |yes| yes |yes
Evzo-4 42-4 Bd |yes| yes | no | |Fifi-9 6-9 Bd |yes| yes | no
Evzo-5 42-5 Bd |yes| yes |yes| |Fira-1 5-1 Bh |yes| yes |yes
Evzo-6 42-6 Bd |yes| yes | no | |Fira-10 5-10 Bh |yes| yes |yes
Evzo-7 42-7 Bd |yes| yes | no | [Fira-2 5-2 Bh |yes| yes | no
Evzo-8 42-8 Bd |yes| yes | no || [[Fira-3 5-3 Bh |yes| yes | no
Evzo-9 42-9 Bd |yes| yes | no | |Fira-4 5-4 Bh |yes| yes | no
Farsa-1 10-1 Bh |yes| yes |yes | |[Fira-5 5-5 Bh |yes| yes |yes
Farsa-2 10-2 Bd |yes| yes | no | |[Fira-6 5-6 Bh |yes| yes |yes
Farsa-3 10-3 Bd |yes| yes | no || [[Fira-7 5-7 Bh |yes| yes | no
Farsa-4 10-4 Bd |yes| yes |yes| |Fira-8 5-8 Bh |yes| yes | no
Farsa-5 10-5 Bh |yes| yes |yes | |[Fira-9 5-9 Bh |yes| yes | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Gera-1 1-1 Bh |yes| yes |yes| [Gyth-3 21-3 Bh |yes| yes | no
Gera-10 1-10 Bh |yes| yes | no | |Gyth-4 21-4 Bs |yes| yes |yes
Gera-2 1-2 Bh |yes| yes | no || [Gyth-5 21-5 Bh |yes| yes | no
Gera-3 1-3 Bh |yes| yes | no || [Gyth-6 21-6 Bh |yes| yes | no
Gera-4 1-4 Bh |yes| yes | no || |Gyth-7 21-7 Bs |yes| yes |yes
Gera-5 1-5 Bh |yes| yes |yes | [Gyth-8 21-8 Bh |yes| yes |yes
Gera-6 1-6 Bh |yes| yes | no || [Gyth-9 21-9 Bs |yes| yes |yes
Gera-7 1-7 Bd |yes| yes |yes | |Hion-1 28-1 Bh |yes| no | no
Gera-8 1-8 Bh |yes| yes | no [ [[Hion-10 28-10 | Bh |yes| no | no
Gera-9 1-9 Bh |yes| yes |yes | |Hion-2 28-2 Bh |yes| no | no
GR34 64 Bd |yes| yes | no | |Hion-3 28-3 Bh |yes| no | no
Grev-1 37-1 Bd |yes| yes |yes| [Hion-4 28-4 Bh |yes| no | no
Grev-10 37-10 | Bd |yes| yes | no | [Hion-5 28-5 Bh |yes| no | no
Grev-2 37-2 Bd |yes| yes |yes | |Hion-6 28-6 Bh |yes| no | no
Grev-3 37-3 Bd |yes| yes | no | |[Hion-7 28-7 Bh |yes| no | no
Grev-4 37-4 Bd |yes| yes |yes | |Hion-8 28-8 Bh |yes| no | no
Grev-5 37-5 Bd |yes| yes | no | |[Hion-9 28-9 Bh |yes| no | no
Grev-6 37-6 Bd |yes| yes | no || |Hota-1 22-1 Bh |yes| yes | no
Grev-7 37-7 Bd |yes| yes |yes | [Hota-10 22-10 | Bh |yes| yes |yes
Grev-8 37-8 Bd |yes| yes | no || |Hota-2 22-2 Bh |yes| yes | no
Grev-9 37-9 Bd |yes| yes | no || |Hota-3 22-3 Bh |yes| yes | no
Grik-1 35-1 Bd |yes| yes | no [ [[Hota-4 22-4 Bh |yes| yes |yes
Grik-10 35-10 | Bd |yes| yes | no || |Hota-5 22-5 Bh |yes| yes | no
Grik-2 35-2 Bd |yes| yes |yes | |Hota-6 22-6 Bh |yes| yes | no
Grik-3 35-3 Bd |yes| yes | no || |Hota-7 22-7 Bs |yes| yes |yes
Grik-4 35-4 Bh |yes| yes |yes | |Hota-8 22-8 Bh |yes| yes | no
Grik-5 35-5 Bd |yes| yes |yes| |Hota-9 22-9 Bs |yes| yes |yes
Grik-6 35-6 Bd [yes| yes | no || |HU1.6 67 Bd |yes| yes |yes
Grik-7 35-7 Bd |yes| yes | no | [[Kana-1 33-1 Bh |yes| no | no
Grik-8 35-8 Bd |yes| yes | no | |Kana-10 33-10 | Bh |yes| no | no
Grik-9 35-9 Bd |yes| yes |yes | [Kana-2 33-2 Bh |yes| no | no
Gyth-1 21-1 Bh |yes| yes | no | [|Kana-3 33-3 Bh |yes| no | no
Gyth-10 21-10 | Bh |yes| yes | no | [Kana-4 33-4 Bh |yes| no | no
Gyth-2 21-2 Bh |yes| yes | no | [|[Kana-5 33-5 Bh |yes| no | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Kana-6 33-6 Bh |yes| no | no | [Kormi-1 59-1 Bd |yes| yes |yes
Kana-7 33-7 Bh |yes| no | no || [Kormi-10 | 59-10 | Bd |yes| yes | no
Kana-8 33-8 Bh |yes| no | no | [Kormi-2 59-2 Bd |yes| yes | no
Kana-9 33-9 Bh |yes| no | no || [Kormi-3 59-3 Bd |yes| yes | no
Karda-1 23-1 Bh |yes| no | no | |Kormi-4 59-4 Bd |yes| yes | no
Karda-10 | 23-10 | Bh |yes| no | no | [Kormi-5 59-5 Bd |yes| yes | no
Karda-2 23-2 Bh |yes| no | no [ [[Kormi-6 59-6 Bd |yes| yes | no
Karda-3 23-3 Bh |yes| no | no [ [Kormi-7 59-7 Bd |yes| yes |yes
Karda-4 23-4 Bh |yes| no | no || [Kormi-8 59-8 Bd |yes| yes |yes
Karda-5 23-5 Bh |yes| no | no [ [[Kormi-9 59-9 Bd |yes| yes |yes
Karda-6 23-6 Bh |yes| no | no | [Kory-1 36-1 Bd |yes| yes | no
Karda-7 23-7 Bh |yes| no | no | [[Kory-10 36-10 | Bd |yes| yes | no
Karda-8 23-8 Bh |yes| no | no | [Kory-2 36-2 Bd |yes| yes |yes
Karda-9 23-9 Bh |yes| no | no | [Kory-3 36-3 Bd |yes| yes | no
Katsi-1 32-1 Bh |yes| yes | no | |Kory-4 36-4 Bd |yes| yes | no
Katsi-10 | 32-10 | Bd |yes| yes | no || |Kory-5 36-5 Bd |yes| yes |yes
Katsi-2 32-2 Bh |yes| yes | no | [|Kory-6 36-6 Bd |yes| yes | no
Katsi-3 32-3 Bd |yes| yes |yes | [Kory-7 36-7 Bd |yes| yes |yes
Katsi-4 32-4 Bd |yes| yes | no | [[Kory-8 36-8 Bd |yes| yes | no
Katsi-5 32-5 Bd |yes| yes |yes | [Kory-9 36-9 Bd |yes| yes |yes
Katsi-6 32-6 Bh |yes| yes | no | [[Koz-3 Koz-3 | Bd |no| no |yes
Katsi-7 32-7 Bh |yes| yes |yes | [Koza-1 38-1 Bd |yes| yes | no
Katsi-8 32-8 Bh |yes| yes |yes| [Koza-10 | 38-10 | Bd |yes| yes | no
Katsi-9 32-9 Bh |yes| yes | no || |Koza-2 38-2 Bd |yes| yes | no
Kilk-1 41-1 Bd |yes| yes |yes | [Koza-3 38-3 Bd |yes| yes |yes
Kilk-10 41-10 | Bd |yes| yes | no || [Koza-4 38-4 Bd |yes| yes | no
Kilk-2 41-2 Bd |yes| yes | no | [Koza-5 38-5 Bd |yes| yes |yes
Kilk-3 41-3 Bd |yes| yes | no || |Koza-6 38-6 Bd |yes| yes |yes
Kilk-4 41-4 Bd |yes| yes | yes | [Koza-7 38-7 Bd |yes| yes |yes
Kilk-5 41-5 Bd |yes| yes | no || |Koza-8 38-8 Bd |yes| yes | no
Kilk-6 41-6 Bd |yes| yes |yes | [Koza-9 38-9 Bd |yes| yes | no
Kilk-7 41-7 Bd |yes| yes |yes| |Lapa-1 2-1 Bh |yes| no | no
Kilk-8 41-8 Bd |yes| yes | no | |Lapa-10 2-10 Bh |yes| no | no
Kilk-9 41-9 Bd |yes| yes | no | |Lapa-2 2-2 Bh |yes| no | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Lapa-3 2-3 Bh |yes| no | no || |Lept-7 43-7 Bd |yes| yes |yes
Lapa-4 2-4 Bh |yes| no | no || |Lept-8 43-8 Bd |yes| yes | no
Lapa-5 2-5 Bh |yes| no | no | |Lept-9 43-9 Bd |yes| yes | no
Lapa-6 2-6 Bh |yes| no | no | [Linos-1 51-1 Bh |yes| yes |yes
Lapa-7 2-7 Bh |yes| no | no | |Linos-10 | 51-10 | Bh |yes| yes |yes
Lapa-8 2-8 Bh |yes| no | no | [Linos-2 51-2 Bd |yes| yes | no
Lapa-9 2-9 Bh |yes| no | no | |Linos-3 51-3 Bd |yes| yes | no
Left-1 31-1 Bh |yes| no | no || |Linos-4 51-4 Bd |yes| yes |yes
Left-10 31-10 | Bh |yes| no | no | [Linos-5 51-5 Bd |yes| yes | no
Left-2 31-2 Bh |yes| no | no | [Linos-6 51-6 Bh |yes| yes | no
Left-3 31-3 Bh |yes| no | no | |Linos-7 51-7 Bd |yes| yes | no
Left-4 31-4 Bh |yes| no | no | [Linos-8 51-8 Bd |yes| yes | no
Left-5 31-5 Bh |yes| no | no | |Linos-9 51-9 Bh |yes| yes | no
Left-6 31-6 Bh |yes| no | no | |Lito-1 8-1 Bd |yes| yes | no
Left-7 31-7 Bh |yes| no | no || |Lito-10 8-10 Bd |yes| yes | no
Left-8 31-8 Bh |yes| no | no | |Lito-2 8-2 Bd |yes| yes |yes
Left-9 31-9 Bh |yes| no | no | |Lito-3 8-3 Bd |yes| yes |yes
Leon-1 56-1 Bd |yes| yes |yes | [Lito-4 8-4 Bd |yes| yes |yes
Leon-10 56-10 | Bd |yes| yes |yes | [Lito-5 8-5 Bd |yes| yes |yes
Leon-2 56-2 Bd |yes| yes |yes | |Lito-6 8-6 Bd |yes| yes | no
Leon-3 56-3 Bd |yes| yes | no | |Lito-7 8-7 Bd |yes| yes | no
Leon-4 56-4 Bd |yes| yes | no | |Lito-8 8-8 Bd |yes| yes | no
Leon-5 56-5 Bd |yes| yes |yes| |Lito-9 8-9 Bd |yes| yes | no
Leon-6 56-6 Bd |yes| yes | no || |Liva-1 13-1 Bh |yes| yes | no
Leon-7 56-7 Bd |yes| yes | no | |Liva-10 13-10 | Bh |yes| yes | no
Leon-8 56-8 Bd |yes| yes | no || |Liva-2 13-2 Bh |yes| yes | no
Leon-9 56-9 Bd |yes| yes | no | |Liva-3 13-3 Bh |yes| yes | no
Lept-1 43-1 Bd |yes| yes | no || [Liva-4 13-4 Bh |yes| yes | no
Lept-10 43-10 | Bd |yes| yes |yes | [Liva-5 13-5 Bh |yes| yes | no
Lept-2 43-2 Bd |yes| yes |yes | |Liva-6 13-6 Bh |yes| yes | no
Lept-3 43-3 Bd |yes| yes | no | |Liva-7 13-7 Bh |yes| yes | no
Lept-4 43-4 Bd |yes| yes | no || |Liva-8 13-8 Bh |yes| yes | no
Lept-5 43-5 Bd |yes| yes | no [ [MAL.2 69 Bh |yes| yes |yes
Lept-6 43-6 Bd |yes| yes |yes | [Mega-1 16-1 Bh |yes| no |yes
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Mega-10 | 16-10 | Bh |yes| no | yes | [Pela-5 3-5 Bh |yes| yes | no
Mega-2 16-2 Bh |yes| no | no [ [Pela-6 3-6 Bh |yes| yes | no
Mega-3 16-3 Bh |yes| no | no | |Pela-7 3-7 Bh |yes| yes | no
Mega-4 16-4 Bh |yes| no |yes]| |Pela-8 3-8 Bh |yes| yes | no
Mega-5 16-5 Bh |yes| no |yes| |Pela-9 3-9 Bh |yes| yes | no
Mega-6 16-6 Bh |yes| no | no | |[Peri-1 29-1 Bh |yes| no | no
Mega-7 16-7 Bh |yes| no | no | |Peri-10 29-10 | Bh |yes| no | no
Mega-8 16-8 Bh |yes| no | no | |[Peri-2 29-2 Bh |yes| no | no
Mega-9 16-9 Bh |yes| no | no | [Peri-3 29-3 Bh |yes| no | no
Olym-1 7-1 Bd |yes| yes |yes | [Peri-4 29-4 Bh |yes| no | no
Olym-10 7-10 Bd |yes| yes |yes| |Peri-5 29-5 Bh |yes| no | no
Olym-2 7-2 Bd |yes| yes | no | |Peri-6 29-6 Bh |yes| no | no
Olym-3 7-3 Bd |yes| yes | no | |Peri-7 29-7 Bh |yes| no | no
Olym-4 7-4 Bd |yes| yes | no | |[Peri-8 29-8 Bh |yes| no | no
Olym-5 7-5 Bd |yes| yes |yes| |Peri-9 29-9 Bh |yes| no | no
Olym-6 7-6 Bd |yes| yes | no | |Piga-1 20-1 Bd |yes| yes | no
Olym-7 7-7 Bd |yes| yes | no || |Piga-10 20-10 | Bd |yes| yes | no
Olym-8 7-8 Bd |yes| yes |yes | |Piga-2 20-2 Bd |yes| yes |yes
Olym-9 7-9 Bd |yes| yes | no || |Piga-3 20-3 Bd |yes| yes | no
Para-1 24-1 Bh |yes| yes |yes | [Piga-4 20-4 Bd |yes| yes |yes
Para-10 24-10 | Bh |yes| yes |yes | [Piga-5 20-5 Bd |yes| yes |yes
Para-2 24-2 Bh |yes| yes |yes | |Piga-6 20-6 Bd |yes| yes |yes
Para-3 24-3 Bh |yes| yes | no | |Piga-7 20-7 Bd |yes| yes | no
Para-4 24-4 Bh |yes| yes | no || |[Piga-8 20-8 Bd |yes| yes |yes
Para-5 24-5 Bh |yes| yes |yes | |Piga-9 20-9 Bd |yes| yes | no
Para-6 24-6 Bh |yes| yes | no || |[Pros-1 47-1 Bh |yes| yes |yes
Para-7 24-7 Bh |yes| yes | no || |Pros-10 47-10 | Bh |yes| yes | no
Para-8 24-8 Bh |yes| yes | no || [[Pros-2 47-2 Bh |yes| yes | no
Para-9 24-9 Bh |yes| yes | no [ |[Pros-3 47-3 Bh |yes| yes | no
Pela-1 3-1 Bh |yes| yes | no | |Pros-4 47-4 Bh |yes| yes |yes
Pela-10 3-10 Bh |yes| yes | no [ |[Pros-5 47-5 Bh |yes| yes |yes
Pela-2 3-2 Bh |yes| yes | no || |[Pros-6 47-6 Bh |yes| yes |yes
Pela-3 3-3 Bh |yes| yes | no [ |[Pros-7 47-7 Bh |yes| yes | no
Pela-4 3-4 Bh |yes| yes | no || |[Pros-8 47-8 Bh |yes| yes | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Pros-9 47-9 Bh |yes| yes | no | [|Sofy-3 40-3 Bd |yes| yes |yes
Sapes-1 52-1 Bd |yes| yes | no [ [Sofy-4 40-4 Bd |yes| yes | no
Sapes-10 | 52-10 | Bd |yes| yes |yes | [[Sofy-5 40-5 Bd |yes| yes | no
Sapes-2 52-2 Bd |yes| yes | no | [|Sofy-6 40-6 Bd |yes| yes |yes
Sapes-3 52-3 Bd |yes| yes | no | [|Sofy-7 40-7 Bd |yes| yes | no
Sapes-4 52-4 Bd |yes| yes |yes | [Sofy-8 40-8 Bd |yes| yes |yes
Sapes-5 52-5 Bd |yes| yes |yes | [Sofy-9 40-9 Bd |yes| yes | no
Sapes-6 52-6 Bd |yes| yes | no [ [Solo-1 17-1 Bh |yes| no | no
Sapes-7 52-7 Bd |yes| yes | no | |Solo-10 17-10 | Bh |yes| no | no
Sapes-8 52-8 Bd |yes| yes |yes | [Solo-2 17-2 Bh |yes| no | no
Sapes-9 52-9 Bd |yes| yes | no [ [[Solo-3 17-3 Bh |yes| no | no
Sela-1 57-1 Bd |yes| yes | no | [Solo-4 17-4 Bh |yes| no | no
Sela-10 57-10 | Bd |yes| yes |yes | [Solo-5 17-5 Bh |yes| no | no
Sela-2 57-2 Bd |yes| yes | no [ [[Solo-7 17-7 Bh |yes| no | no
Sela-3 57-3 Bd |yes| yes |yes| [Solo-8 17-8 Bh |yes| no | no
Sela-4 57-4 Bd |yes| yes |yes| [Solo-9 17-9 Bh |yes| no | no
Sela-5 57-5 Bd |yes| yes | no [ |Stav-1 26-1 Bh |yes| no | no
Sela-6 57-6 Bd |yes| yes | no || |Stav-10 26-10 | Bh [yes| no | no
Sela-7 57-7 Bd |yes| yes | no [ |Stav-2 26-2 Bh |yes| no | no
Sela-8 57-8 Bd |yes| yes | no [ [Stav-3 26-3 Bh |yes| no | no
Sela-9 57-9 Bd |yes| yes | no | |Stav-4 26-4 Bh |yes| no | no
Sere-1 58-1 Bd |yes| yes | no [ [Stav-5 26-5 Bh |yes| no | no
Sere-10 58-10 | Bd |yes| yes |yes | [Stav-6 26-6 Bh |yes| no | no
Sere-2 58-2 Bd |yes| yes |yes | [Stav-7 26-7 Bh |yes| no | no
Sere-3 58-3 Bd |yes| yes | no [ |Stav-8 26-8 Bh |yes| no | no
Sere-4 58-4 Bd |yes| yes |yes | [Stav-9 26-9 Bh |yes| no | no
Sere-5 58-5 Bd |yes| yes | no [ [[Tembi-1 9-1 Bh |yes| yes | no
Sere-6 58-6 Bd |[yes| yes | no || |Tembi-10 | 9-10 Bh |yes| yes |yes
Sere-7 58-7 Bd |yes| yes | no [ [[Tembi-2 9-2 Bh |yes| yes |yes
Sere-8 58-8 Bd |yes| yes | no || |[Tembi-3 9-3 Bh |yes| yes | no
Sere-9 58-9 Bd |yes| yes |yes| [Tembi-4 9-4 Bh |yes| yes |yes
Sofy-1 40-1 Bd |yes| yes | no || |[Tembi-5 9-5 Bh |yes| yes | no
Sofy-10 40-10 | Bd |yes| yes | no | [Tembi-6 9-6 Bh |yes| yes | no
Sofy-2 40-2 Bd |yes| yes |yes | |Tembi-7 9-7 Bh |yes| yes | no
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK Ad Kodu |Tird|FK| CDI |GK
Tembi-8 9-8 Bh |yes| yes | no | [[Veli-4 34-4 Bs |yes| yes |yes
Tembi-9 9-9 Bh |yes| yes | no [ [Veli-5 34-5 Bs |yes| yes |yes
Thaso-1 54-1 Bh |yes| yes | no [ [Veli-6 34-6 Bs |yes| yes |yes
Thaso-10 | 54-10 | Bh |[yes| yes |yes | [Veli-7 34-7 Bs |yes| yes |yes
Thaso-2 54-2 Bh |yes| yes |yes]| [Veli-8 34-8 Bs |yes| yes |yes
Thaso-3 54.3 Bh | no| yes | no [ [Veli-9 34-9 Bs |yes| yes |yes
Thaso-4 54-4 Bh |yes| yes | no | [[Verg-1 39-1 Bd |yes| yes | no
Thaso-5 54-5 Bh |yes| yes |yes| [Verg-10 39-10 | Bd |yes| yes |yes
Thaso-7 54-7 Bh |yes| yes | no | [Verg-2 39-2 Bd |yes| yes |yes
Thaso-9 54-9 Bh |yes| yes |yes| [Verg-3 39-3 Bd |yes| yes | no
Titho-1 12-1 Bh |yes| yes | no || |Verg-4 39-4 Bd |yes| yes |yes
Titho-10 | 12-10 | Bh |yes| yes | no | [Verg-5 39-5 Bd |yes| yes | no
Titho-2 12-2 Bh |yes| yes | no | [[Verg-6 39-6 Bd |yes| yes | no
Titho-3 12-3 Bh |yes| yes | no | [Verg-7 39-7 Bd |yes| yes |yes
Titho-4 12-4 Bh |yes| yes | no | [Verg-8 39-8 Bd |yes| yes | no
Titho-5 12-5 Bh |yes| yes | no | [Verg-9 39-9 Bd |yes| yes | no
Titho-6 12-6 Bh |yes| yes | no | [Viti-1 25-1 Bd |yes| yes |yes
Titho-7 12-7 Bh |yes| yes | no | ||Viti-10 25-10 | Bd |yes| yes |yes
Titho-8 12-8 Bh |yes| yes | no | |Viti-2 25-2 Bd |yes| yes | no
Titho-9 12-9 Bh |yes| yes | no | [|Viti-3 25-3 Bd |yes| yes | no
Vego-1 45-1 Bd |yes| yes |yes| [Viti-4 25-4 Bd |yes| yes | no
Vego-10 | 45-10 | Bd |yes| yes | no | [Viti-5 25-5 Bd |yes| yes | no
Vego-2 45-2 Bd |yes| yes | no | [[Viti-6 25-6 Bd |yes| yes |yes
Vego-3 45-3 Bd |yes| yes | no | ||Viti-7 25-7 Bd |yes| yes | no
Vego-4 45-4 Bd |yes| yes | no [ [|Viti-8 25-8 Bd |yes| yes |yes
Vego-5 45-5 Bd |yes| yes |yes| |Viti-9 25-9 Bd |yes| yes | no
Vego-6 45-6 Bd |yes| yes |yes | [Xant-1 50-1 Bd |yes| yes |yes
Vego-7 45-7 Bd |yes| yes | no || [Xant-10 50-10 | Bd |yes| yes | yes
Vego-8 45-8 Bd |yes| yes | no || [Xant-2 50-2 Bd |yes| yes | no
Vego-9 45-9 Bd |yes| yes |yes | [Xant-3 50-3 Bd |yes| yes | no
Veli-1 34-1 Bs |yes| yes |yes | [Xant-4 50-4 Bd |yes| yes | no
Veli-10 34-10 Bs |yes| yes |yes| Xant-5 50-5 Bd |yes| yes | no
Veli-2 34-2 Bs |yes| yes |yes | [Xant-6 50-6 Bd |yes| yes |yes
Veli-3 34-3 Bs |yes| yes |yes| Xant-7 50-7 Bd |yes| yes |yes
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Ad1 Kodu |Turd|FK| CDI |GK
Xant-8 50-8 Bd |yes| yes | no
Xant-9 50-9 Bd |yes| yes | no
72.2 66 Bh |yes| yes | no
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EK 2. Popilasyonlarin kod numarasi, adi ve koleksiyon bolgelerine iligkin bilgiler

Kod Popilasyon | Koleksiyon Eyalet Bolge Enlem (N) Boylam (E) | Rakim
Num. adi Tarihi (M)
1 Gera 28-Jun-12 RETHYMNIS Gerani/Crete Island 35.21.584 024.23.352 3
2 Lapa 28-Jun-12 RETHYMNIS Lappa/Crete Island 35.16.186 024.19.694 413
3 Pela 29-Jun-12 IRAKLEIOU Agia Pelagia/ Crete Island | 35.23.730 025.01.113 148
4 Dafne 29-Jun-12 IRAKLEIOU Dafnes/ Crete Island 35.13.839 025.03.874 167
5 Fira 01-Jul-12 KIKLADON Santorini Island/kamari 36.22.483 025.28.646 55
6 Fifi 03-Jul-12 SERRON Elaionas/Serres 41.08.418 023.35.180 468
7 Olym 13-Jul-12 PIERIAS Olympos 40.06.338 022.28.743 713
8 Lito 13-Jul-12 PIERIAS Vrondou/Litohoro 40.12.846 022.24.588 113
9 Tembi 14-Jul-12 LARISSAS Tempi 39.52.845 022.35.212 57
10 Farsa 14-Jul-12 LARISAS Farsala 39.17.212 022.24.960 286
11 Bralo 15-Jul-12 FTHIOTIDAS Mpralos/Eleutherohori 38.45.809 022.26.795 644
12 Titho 15-Jul-12 VIOTIAS Tithorea 38.34.878 022.44.340 177
13 Liva 15-Jul-12 VIOTIAS Livadia 38.25.814 022.52.506 170
14 Aigi 16-Jul-12 ATTIKIS Aigina Is./Agios Nektarios | 37.44.807 023.29.125 176
15 Athen 16-Jul-12 ATTIKIS Athens/Aigaleo Mountain | 37.59.744 023.39.083 167
16 Mega 18-Jul-12 ATTIKIS Megara 37.59.888 023.21.263 41
17 Solo 18-Jul-12 KORINTHIAS Solomos 37.49.804 022.53.280 214
18 Argo 18-Jul-12 ARGOLIDAS Argos 37.38.806 022.43.661 43
19 Ahla 18-Jul-12 ARGOLIDAS Ahladokampos 37.30.947 022.36.383 669
20 Piga 18-Jul-12 ARKADIAS Pigadakia 37.16.497 022.25.967 878
21 Gyth 19-Jul-12 LAKONIAS Mavrovouni/Gytheio 36.44.219 022.34.255 45
22 Hota 19-Jul-12 LAKONIAS Hotasia 36.43.617 022.21.123 335
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Kod Popilasyon | Koleksiyon Eyalet Bolge Enlem (N) Boylam (E) | Rakim

Num. adi Tarihi (M)
23 Karda 19-Jul-12 MESSINIAS Kardamyli 36.55.225 022.12.715 420
24 Para 19-Jul-12 ARKADIAS Paradeisia 37.16.408 022.01.386 270
25 Viti 20-Jul-12 ARKADIAS Vitina 37.39.512 022.11.086 1.000
26 Stav 20-Jul-12 ARKADIA Stavrodromi 37.41.901 021.56.035 552
27 Elia 20-Jul-12 ELIAS Ancient Olympia 37.38.496 021.37.517 46
28 Hion 21-Jul-12 AHAIAS Hiona 38.01.315 021.42.261 260
29 Peri 21-Jul-12 | AITOLOAKARNANIAS Perithori 38.22.672 021.37.301 47
30 Amfi 21-Jul-12 | AITOLOAKARNANIAS Amfilohia 38.52.167 021.09.653 0
31 Lefk 22-Jul-12 LEFKADAS Agioi Pateres 38.45.374 020.42.022 297
32 Katsi 22-Jul-12 LEFKADAS Porto Katsiki 38.36.175 020.33.026 27
33 Kana 23-Jul-12 PREVEZAS Kanali 39.05.445 020.39.735 16
34 Veli 23-Jul-12 PREVEZAS Parga 39.16.993 020.23.910 70
35 Grik 23-Jul-12 THESPROTIAS Grika 39.28.329 020.26.474 227
36 Kory 24-Jul-12 TRIKALON Korydallos 39.47.930 021.21.778 685
37 Grev 25-Jul-12 GREVENON Anoiksi 39.57.008 021.33.604 700
38 Koza 25-Jul-12 KOZANIS Kozani 40.17.258 021.44.929 735
39 Verg 25-Jul-12 IMATHIAS Vergina 40.29.658 022.18.171 70
40 Sofy 11-Aug-12 SERRON Ahladohori 41.18.501 023.31.385 460
41 Kilk 12-Aug-12 KILKIS Kilkis 41.00.593 022.50.289 280
42 Evzo 12-Aug-12 KILKIS Evzonoi 41.01.779 022.36.388 75
43 Lept 12-Aug-12 PELLAS Leptokarya 40.52.363 022.28.113 179
44 Edes 13-Aug-12 PELLAS Edessa 40.48.933 022.03.281 370
45 Vego 13-Aug-12 FLORINAS Vegora 40.39.406 021.42.292 586
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Kod Popilasyon | Koleksiyon Eyalet Bolge Enlem (N) Boylam (E) | Rakim

Num. adi Tarihi (M)
46 Alis 14-Aug-12 SERRON Alistrati 41.02.779 023.57.120 232
47 Pros 14-Aug-12 DRAMAS Prosotsani 41.12.632 023.57.647 259
48 Adri 16-Aug-12 DRAMAS Adriani 41.09.236 024.17.238 230
49 Dram 16-Aug-12 DRAMAS Stavroupoli 41.12.653 024.43.541 306
50 Xant 16-Aug-12 XANTHIS Xanthi 41.07.872 024.50.884 262
51 Linos 16-Aug-12 RODOPIS Linos 41.08.007 025.15.337 88
52 Sapes 16-Aug-12 EVROU Sapes 40.59.930 025.39.802 89
53 Fere 16-Aug-12 EVROU Ardani/Ferres 40.56.470 026.12.954 47
54 Thaso 17-Aug-12 KAVALAS Thassos/ Thasos Island 40.45.803 024.42.954 61
55 Asti 17-Aug-12 KAVALAS Astris/ Thasos Island 40.35.016 024.38.940 24
56 Leon 18-Aug-12 SERRON Amfipoli 40.48.114 023.50.399 49
57 Sela 18-Aug-12 THESSALONIKIS Titan 40.43.059 022.57.495 210
58 Serre 20-Aug-12 SERRON Ano Vrondou 41.12.133 023.38.303 930
59 Kormi 29-Aug-12 SERRON Kormista 40.59.504 024.04.582 129
60 Eren 03-Sep-12 SERRON Em. Pappas 41.05.218 023.42.992 308




EK 3. Diger koleksiyonlardan bu ¢alimada kullanilan birey ve aksesyonlarin toplandiklari lokasyonlara iligkin bilgiler

Kod Aksesyon Tur Adet Eyalet Bolge Enlem (N) Boylam (W) Rakim

61 Bd21-3 B. distachyon 12 Iraq Iraq - - -

62 AL1.1 B. stacei 2 Almeria Cala Chica 36°43' 57" 2°07' 59" 60
63 AL5.2 B. stacei 2 Almeria San Jose 36° 46' 00" 2°06' 23" 10
64 GR34 B. distachyon 3 Granada Iznalloz 37°24' 02" 3028' 35" 925
65 BAG6.6 B. distachyon 3 Badajoz Fregenal de la Sierra 38°10' 10" 6° 39' 43" 608
66 Z2.2 B. hybridum 3 Zaragoza Puerto Cavero 41° 23" 32" 1° 33' 55" 771
67 HU1.6 B. distachyon 3 Huesca Almunia de San Juan 41° 56' 25" 0° 15' 55" (E) 427
68 CC3.2 B. hybridum 3 Céceres Almaraz 39°48' 16" 5041'11" 277
69 MAL1.2 B. hybridum 3 Madrid Patones 40°53" 17" 3°26' 59" 837




EK 4. Tum bitkilerin fenotipik karekteriyle yapilan PCA’dan yiiklemeler (loadings)

PC1 | PC2 | PC3 | PC4 | PC5|PC6|PC7|PC8|PCY9 |PC10|PC1l1|PC12|PC13|PC14|PC15

Basaklanma | -0.325 | 0.090 | 0.115 | 0.008 | 0.158 | 0.024 | 0.243 | -0.268 | 0.045 | 0.792 | 0.216 | 0.197 | 0.020 | -0.042 | -0.006

Saplar -0.320 | 0.096 | 0.207 | -0.259 | -0.013 | 0.180 | 0.036 | 0.449 | 0.121 | -0.017 | 0.124 | -0.073 | 0.033 | 0.711 | 0.015

Bogumlar |-0.094 | 0.199 | 0.126 | 0.819 | -0.051 | 0.266 | 0.374 | 0.166 | 0.061 | -0.122 | -0.056 | -0.045 | -0.006 | -0.008 | -0.001

Boy 0.252 | 0.157 | 0.241 | -0.020 | -0.194 | -0.697 | 0.341 | 0.340 | -0.242 | 0.158 | -0.102 | 0.016 | 0.056 | 0.017 | -0.002

Salkim 0.340 | 0.039 | 0.018 | 0.034 | 0.065 | -0.153 | 0.098 | -0.011 | 0.466 | -0.152 | 0.773 | 0.025 | -0.072 | -0.015 | -0.003

Salkimh sap | -0.318 | 0.096 | 0.200 | -0.270 | -0.013 | 0.158 | 0.021 | 0.490 | 0.087 | -0.078 | 0.099 | -0.008 | 0.017 | -0.698 | -0.019

Basakciklar | -0.157 | 0.205 | -0.240 | 0.241 | 0.698 | -0.347 | -0.371 | 0.260 | 0.028 | 0.034 | -0.031 | -0.036 | 0.002 | 0.013 | 0.004

BYB 0.316 | 0.147 | 0.089 | -0.175| 0.275 | 0.136 | 0.204 | -0.046 | 0.449 | 0.024 | -0.373 | 0.003 | 0.600 | -0.016 | -0.003

BYE 0.301 | 0.141 | 0.043 | -0.087 | 0.323 | 0.343 | 0.107 | 0.041 | -0.691 | -0.032 | 0.325 | -0.060 | 0.237 | 0.002 | 0.001

BYA 0.313 | 0.173 | 0.100 | -0.190 | 0.298 | 0.196 | 0.210 | 0.044 | 0.085 | 0.061 |-0.263 | 0.028 | -0.756 | 0.008 | 0.002

Biyokutle | 0.055 | 0.586 | 0.004 |-0.017 | -0.237 | 0.042 | -0.269 | -0.108 | 0.014 | 0.056 | 0.010 | -0.068 | -0.004 | 0.011 | -0.709

Tohum agirl. | 0.184 | 0.253 | -0.607 | -0.023 | -0.300 | 0.153 | -0.023 | 0.251 | 0.068 | 0.352 | 0.023 | -0.312 | 0.006 | -0.032 | 0.359

Veg.biyokut. | -0.048 | 0.533 | 0.380 | -0.007 | -0.101 | -0.044 | -0.297 | -0.279 | -0.019 | -0.133 | 0.003 | 0.081 | -0.005 | -0.010 | 0.012

BTA 0.318 | -0.132 | 0.075 | 0.162 | -0.132 | 0.187 | -0.382 | 0.336 | 0.016 | 0.218 | -0.026 | 0.698 | 0.035 | 0.032 | 0.015
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EK 5. 15 PC (Temel Bilesenler) i¢in popiilasyonlarin fenotipik karekteriyle yapilan PCA’dan ylklemeler (loadings)

YUKLEMELER | PC1 | PC2 | PC3 | PC4 | PC5 | PC6 | PC7 | PC8 | PC9 |PC10 |PC11 |PC12|PC13|PC14 |PC15
Basaklanma |-0.297| 0.131 | 0.015 | 0.006 | 0.197 | 0.386 | 0.223 | -0.349 | 0.657 | -0.164 | 0.148 | 0.224 | 0.031 | -0.052 | 0.003
Saplar -0.303 | 0.153 | -0.264 | 0.117 | -0.046 | -0.105 | 0.387 | 0.308 | 0.034 | 0.133 | 0.083 | -0.063 | 0.088 | 0.711 | -0.028
Bogumlar -0.119| 0.217 | 0.347 | -0.780 | 0.059 | 0.182 | 0.310 | 0.097 | -0.253 | 0.017 | -0.053 | -0.025 | -0.011 | -0.006 | 0.000
Boy 0.270 | 0.071 | -0.140 | 0.127 | -0.043 | 0.774 | -0.115 | 0.488 | -0.051 | -0.122 | -0.103 | 0.023 | 0.072 | 0.019 | -0.001
Salkim 0.325 | -0.028 | 0.113 | 0.033 | 0.156 | 0.132 | 0.084 | -0.012 | 0.039 | 0.705 | 0.566 | 0.011 | -0.105 | -0.016 | -0.002
Salkimh saplar |-0.299| 0.150 | -0.284 | 0.130 | -0.047 | -0.125 | 0.359 | 0.379 | -0.016 | 0.134 | 0.034 | -0.012 | -0.031 | -0.692 | 0.028
Basakcaiklar  |-0.214 | 0.121 | 0.347 | 0.090 | 0.651 | -0.165 | -0.367 | 0.417 | 0.174 | 0.071 | -0.117 | -0.036 | 0.031 | 0.020 | 0.002
BYB 0.314 | 0.115 | -0.044 | 0.127 | 0.294 | -0.031 | 0.320 | -0.225 | -0.070 | 0.210 | -0.443 | 0.030 | 0.618 | -0.048 | -0.001
BYE 0.312 | 0.154 | 0.011 | 0.046 | 0.244 | -0.177 | 0.181 | 0.078 | -0.107 | -0.592 | 0.558 | -0.172 | 0.208 | -0.037 | -0.002
BYA 0.308 | 0.171 | -0.068 | 0.141 | 0.308 | -0.046 | 0.316 | -0.068 | -0.054 | -0.104 | -0.288 | 0.087 | -0.735 | 0.071 | 0.004
Biyokditle 0.125 | 0.591 | -0.028 | -0.033 | -0.213 | -0.095 | -0.198 | -0.038 | 0.151 | 0.066 | -0.022 | -0.066 | -0.006 | -0.032 | -0.711
Tohum agirhg | 0.173 | 0.203 | 0.576 | 0.237 | -0.441 | -0.082 | 0.186 | 0.134 | 0.316 | -0.005 | -0.112 | -0.241 | -0.006 | -0.003 | 0.341
Veg. biyokitle | 0.050 | 0.572 | -0.351 | -0.169 | -0.004 | -0.063 | -0.332 | -0.121 | -0.005 | 0.081 | 0.044 | 0.056 | 0.008 | 0.028 | 0.614
Tohum verimi [-0.242| 0.264 | 0.335 | 0.392 | -0.074 | 0.088 | 0.000 | -0.120 | -0.495 | -0.033 | 0.132 | 0.559 | 0.037 | 0.021 | -0.003
BTA 0.318 | -0.132 | 0.075 | 0.162 | -0.132 | 0.187 | -0.382 | 0.336 | 0.016 | 0.218 | -0.026 | 0.698 | 0.035 | 0.032 | 0.012
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EK 6. Bireylerde fenotipik verilerle yapilan PCA’dan PC1 yiklemeleri (loadings)
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EK 7. Bireylerde fenotipik verilerle yapilan PCA’dan PC2 yiiklemeleri
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EK 8. Populasyonlara fenotipik verilerle yapilan PCA’dan PC1 yiiklemeleri
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EK 9. Popiilasyonlara fenotipik verilerle yapilan PCA’dan PC2 yiiklemeleri
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EK 10. Ayristirma (diskriminant) analizinden ytliklemeler

YUKLEMELER EKSEN 1 EKSEN 2
Basaklanma 0.28803 0,05457
Saplar 0,28668 -0,13765
Bogumlar 0,05203 0,08461
Boy -0,24045 -0,34426
Salkimlar -0,32279 -0,00888
Salkimh saplar 0,28870 -0,16034
Basakciklar 0,18148 -0,00433
BYA -0,26120 -0,30283
Biyokditle -0,05544 -0,27462
Tohum agirhg -0,15588 0,01802
Vegetatif biyoktle 0,03006 -0,33330
BTA -0,29359 0,03811
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EK 11. Fenotipik karakteristiklerle olusturulan kutu diyagramlari, bagsaklanma (giin), sap sayilari
(adet) ve bogumlar (adet)
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EK 12. Fenotipik karakteristiklerle olusturulan kutu diyagramlari, ii¢ tiirde bitki boylar1 (cm) salkim

uzunlugu (cm) ve salkimli sap sayilari (adet)
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EK 13. Fenotipik karakteristiklerle olusturulan kutu diyagramlari, ii¢ tiirde basak¢ik (adet), bayrak
yaprak boyu (cm) ve bayrak yaprak eni (cm)
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EK 14. Fenotipik karakteristiklerle olusturulan kutu diyagramlari, (i¢ tiirde bayrak yaprak alani (cm?),

bitkinin toplam biyokiitlesi (gr) ve toplam tohum agirliklar1 (gr)
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EK 15. Fenotipik karakteristiklerle olusturulan kutu diyagramlart: ii¢ tiirde vegetative biyokdtle (gr),
bitkilerin tohum verimi (adet) ve bin tane tohum agirliklar1 (gr)
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EK 16. Her tiriin 15 fenotipik karakteristigi icin normal Q-Q egrileri

Normal Q-Q Plot of Heading
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Normal Q-() Plot of Spikelets
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Normal Q-Q Plot of Vegetable Biomass
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Normal Q-Q Plot of Seeds yield
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Normal Q-Q Plot of Flowering Culms
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Normal Q-Q Plot of Flag Leaf Area
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Normal Q-Q Plot of Heading
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Normal Q-Q Plot of Heading
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EK 17. B. distachyon bireylerinin 15 fenotipik karakterisitigi i¢in u¢ degerler

Fenotipik Karakteristikler Bireyler Degerler
Basaklanma En yuksek 1 Dram 6 171.00
2 Grik 5 170.67

3 Sofy 1 170.00

4 Sofy 5 169.67

5 Viti 8 169.00

En diisiik 1 Bd21-3 121.50

2 GR3.4 132.00

3 Kilk 5 137.33

4 Kilk 7 137.67

5 Farsa 8 137.67

Saplar En yuksek 1 Sofy 5 91.00
2 Viti 8 83.00

3 Serre 7 80.67

4 Sofy 4 78.67

5 Serre 8 78.67

En disiik 1 Lito 1 24.33

2 Kilk 2 27.33

3 Farsa 9 29.00

4 Farsa 2 29.00

5 Kilk 7 29.67

Bogumlar En ylksek 1 Viti 2 6.33
2 Sela 5 6.33

3 Eren 3 6.33

4 Lito 2 6.00

5 Katsi 4 6.00"

En diisiik 1 Kilk 7 2.67

2 Kilk 5 2.67

3 Kilk 4 2.67

4 Edes 8 3.00

5 Kilk 8 3.00°

Boy En yuksek 1 Edes 6 61.25
2 Edes 4 58.80

3 Edes 7 57.13

4 Viti 7 56.80

5 Farsa 2 55.83

En diisiik 1 Viti 10 31.20

2 Viti 1 33.23

3 Bralo 10 33.40

4 Leon 9 33.73

5 Grik 5 34.53

Salkim En yiksek 1 Bd21-3 7.60
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Fenotipik Karakteristikler Bireyler Degerler
2 Linos 3 7.35

3 Linos 4 6.95

4 Linos 8 6.63

5 Edes 6 6.60

En diisiik 1 Viti 2 3.42

2 Lito 4 3.48

3 Bralo 3 3.72

4 Bralo 10 3.82

5 Grev 2 3.87

Salkimh saplar | En ylksek 1 Sofy 5 90.33
2 Viti 8 80.33

3 Sofy 4 78.00

4 Serre 7 78.00

5 Serre 8 77.67

En diisiik 1 Lito 1 22.67

2 Kilk 2 25.33

3 Asti 10 27.67

4 Kilk 7 27.67

5 Farsa 9 28.33¢

Basakgiklar En yuksek 1 Leon 7 8.67
2 Sela 5 8.00

3 Eren 4 8.00

4 Katsi 5 7.67

5 Kory 5 7.67°

En diisiik 1 Fere 3 3.67

2 Vego 8 3.67

3 Bralo 3 3.67

4 Serre 2 4.00

5 Fere 1 4.00"

BYB En yuksek 1 Asti 4 6.52
2 Edes 6 5.55

3 Kilk 5 5.37

4 Kilk 6 5.37

5 Asti 5 5.25

En diisiik 1 Leon 3 2.18

2 Piga 10 2.27

3 Piga 1 2.30

4 Kory 10 2.33

5 Grev 2 2.37

BYE En ylksek 1 Koza 6 0.50
2 Kilk 5 0.50

3 Edes 2 0.48
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Fenotipik Karakteristikler Bireyler Degerler
4 Grik 1 0.48

5 Asti 4 0.48°

En disiik 1 Dram 1 0.17

2 Dram 9 0.23

3 Dram 7 0.23

4 Dram 5 0.23

5 Farsa 8 0.23

BYA En yiksek 1 Asti 4 2.42
2 Kilk 5 2.01

3 Edes 6 2.00

4 Bd21-3 1.89

5 Kilk 6 1.84

En disiik 1 Leon 3 0.43

2 Dram 1 0.45

3 Dram 5 0.46

4 Piga 4 0.47

5 Kory 8 0.48

Biyokdutle En yiksek 1 Grik 2 9.69
2 Sela 5 9.62

3 Grik 3 9.23

4 Grik 10 9.19

5 Fere 4 9.16

En dusiik 1 Lito 4 4.69

2 Kilk 9 4.84

3 Farsa 3 5.16

4 Lito 3 5.18

5 Farsa 9 5.18

Tohum agirhg En yiksek 1 Eren 8 4.17
2 Asti 10 4.13

3 Adri 10 4.09

4 Eren 7 4.04

5 Kormi 7 4.01

En diisiik 1 Dram 6 1.03

2 Viti 6 1.13

3 Viti 5 1.28

4 Viti 8 1.29

5 Serre 2 1.42

Vegetatif En yiksek 1 Kormi 6 6.63
biyokditle 2 Grik 3 6.61
3 Grik 8 6.49

4 Kormi 8 6.26

5 Sela 6 6.25

En diisiik 1 Leon 10 2.16
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Fenotipik Karakteristikler Bireyler Degerler
2 Farsa 9 2.28
3 Farsa 3 2.47
4 Farsa 4 2.55
5 Kilk 1 2.58
Tohum verimi En yuksek 1 Leon 7 1408.12
2 Eren 8 1389.75
3 Sela 5 1375.29
4 Eren 9 1363.30
5 Xant 2 1342.46
En diisiik 1 Bralo 10 390.09
2 Bralo 7 398.55
3 Bralo 3 401.24
4 Lito 4 415.25
5 Viti 8 433.10
BTA En yiksek 1 Bd21-3 5.92
2 Bralo 10 4.98
3 Bralo 4 4.58
4 Bralo 3 4.45
5 Linos 5 4.43
En diisiik 1 Dram 6 1.55
2 Sapes 3 1.60
3 Dram 8 1.80
4 Sapes 2 1.85
5 Xant 8 1.88

a. Ust ug degerler gizelgesinde 6rneklerin sadece kismi listesi 169.00 degeriyle gdsterilmistir.
b. Ust ug degerler ¢izelgesinde drneklerin sadece kismi listesi 6.00 degeriyle gosterilmistir.

C. Alt ug degerler ¢izelgesinde 6rneklerin sadece kismi listesi 3.00 degeriyle gosterilmistir

d. Alt ug degerler ¢izelgesinde 6rneklerin sadece kismi listesi 28.33 degeriyle gosterilmistir.
e. Ust ug degerler gizelgesinde 6rneklerin sadece kismi listesi 7.67 degeriyle gdsterilmistir.

f. Alt uc degerler cizelgesinde 6rneklerin sadece kismi listesi 4.00 degeriyle gosterilmistir

g .Ust ug degerler cizelgesinde drneklerin sadece kismi listesi 48 degeriyle gdsterilmistir.

246



EK 18. B. distachyon’da 15 fenotipik karakteristik arasindaki korelasyonlar

Basakl.| Saplar | Bogum Boy |Salkim [Salk.sap |Basake¢ik| BYB BYE BYA | Biyokut. [Toh.Agr. |Veg.b.kt |Toh.ver. BTA
Basaklanma | 1 | 0.563** | .298** | 010 | -.348** | 553** | 056 | -.206** | -184** | -261** | .193** | -462** | 552** | -041 | -515**
0.S. (p) .000 0.000 430 .000 .000 162 .000 .001 .000 .000 .000 .000 238 .000
Saplar 0'5f3* 1 0.083 | -.104* | -454** | 992** | -184%* | -293** | -272%* | - 332%% | 207*x | _377** | 531** | _101* | -336**
0.S.(p) | 0.000 0.074 | 0.035 | 0.000 | 0.000 | 0.001 | 0.000 | 0.00 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.039 | 0.000
Bogumlar 0'2,?8* .083 1 065 | -197** | 068 | .371** | -176** | -056 | -.143%* | 422%* | 076 | .414** | 177** | -140**
O.S.(p) | 0.000 | .074 128 .000 117 .000 .001 162 .006 .000 .091 .000 .001 .007
Boy 0.010 | -.104" | -.065 1 4117 | -.005 047 288" | -100" | .109" | .223" | -0.063 | 0.304" | 0.059 | -.192"
OS.(p) | 0430 | .035 128 .000 .048 207 .000 .039 .028 0.000 | 0.134 | 0.000 151 .000
Salkimlar | 5 o] ~454%% | ~197** | 411% 1 -451%* | 126* | .621** | .315%* | .553** | 028 | .176** | -093 | .187** | -.049
O.S.(p) | 0.000 | .000 .000 .000 .000 014 .000 .000 .000 315 .001 .052 .000 197
S;‘;l;‘lgfl 0.553™| .992** | 068 | -.095* | -.451** 1 -188** | -289%* | -274%* | -333%* | 243** | .356%* | 533%* | .076 | -343**
O.S.(p) | 0.000 | .000 117 .048 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .093 .000
Basakgiklar | 0.056 | -.184** | 371** | 047 126* | -.188** 1 081 | .204** | .150** | .375%* | 202%* | .264** | .303** | -153**
0.S.(p). | 0.162 | .001 .000 207 014 .000 077 .000 .004 .000 .000 .000 .000 .004
BYB || jpges| ~298*% | ~176** | .288** | .621** | -289** | 081 1 587** | 907** | -042 .009 -.050 .038 -.056
0.S.(p) | 0.000 | .000 .001 .000 .000 .000 077 .000 .000 233 436 190 251 164
BYE | jgqwe| ~272°% | -056 | -100% | 315** | -274** | 204** | .587** 1 854** | -002 | .142** | -110* | .053 .105*
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0.S. (p) 0.001 .000 162 .039 .000 .000 .000 .000 .000 487 .006 .027 179 .033
FLA 0.26_1** -332*%* | -.143** | .109* 553** | -333** | .150** | .907** | .854** 1 -.029 101* -.105* .044 .054
0.S. (p) 0.000 | 0.000 0.006 0.028 0.000 0.000 0.004 0.000 0.000 0.308 0.039 0.034 0.219 0.175
Biyokiitle 0'1*93* 227%% | 422%* | .223** .028 243** | 375%* -.042 -.002 -.029 1 A76%* | 779%* | 595** | -.262**
0.S. (p) .000 .000 .000 .000 315 .000 .000 233 487 .308 .000 .000 .000 .000
Tohum agurl. |-.462**| -.377** .076 -.063 A76%* | -.356%* | .202** .009 142** 101* A76%* 1 -174%* | .667** | .233**
0.S. (p) .000 .000 .091 134 .001 .000 .000 436 .006 .039 .000 .001 .000 .000
bi;/gl%t. 552** | B31** [ .414** | .304** -.093 533** | .264** -.050 -110*% | -105* | .779** | - 174** 1 A87** | -.468**
0.S. (p) .000 .000 .000 .000 .052 .000 .000 190 .027 .034 .000 .001 .000 .000
Tohumver. | -.041 | -101* | .177** .059 187** -.076 .303** .038 .053 .044 S595** | .667** | .187** 1 -.515**
0.S. (p) .238 .039 .001 151 .000 .093 .000 251 179 219 .000 .000 .000 .000
BTA -515%* | -336** | -.140** | -192** | -049 | -.343** | -153** | -.056 .105* .054 -.262%* | .233** | -468** | -515** 1
0.S. (p) .000 .000 .007 .000 197 .000 .004 164 .033 175 .000 .000 .000 .000

** Korelasyon 0.01 seviyesinde (tek yonlii) énemlidir.

*, Korelasyon 0.05 seviyesinde (tek yénlu) 6nemlidir.
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EK 19. B. hybridum’da 15 fenotipik karakteristik arasindaki korelasyonlar

Basaklanma | Saplar | Bogum | Boy | Salkim | Salk.sa | Basakeik | BYB BYE BYA | Biyokut. | Toh.agr | Veg.bkt [ Toh.ver [ BTA
Basaklanma 1 B555** | 337** | -109* | -.392*%* | 442** 072 -210%* | -.293** | -.205** | .141** | -162** | .257** | .350** | -.630**
A.S. (p) .000 .000 .035 .000 .000 117 .000 .000 .000 .009 .003 .000 .000 .000
Saplar 555** 1 039 | -.143** | -.487** | 945** | -303** | -296** | -.420** | -.330** 115* .099 .096 523** | - 571**
A.S. (p) .000 .257 .008 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .028 .050 .055 .000 .000
Bogumlar .337** .039 1 092 | -.153** | -.001 .001 -245%* | -090 |-.225** | .200** | -.102* | .300** | -.019 -.067
A.S. (p) .000 .257 .062 .005 494 .065 .000 .067 .000 .000 .045 .000 377 134
Boy -.109* -143** | .092 1 .208** | -.099* .000 -.007 .004 -.016 223** 091 | .233** | -.043 .015
6.S. (p) .035 .008 .062 .000 .049 499 454 ATT7 .396 .000 .064 .000 .235 400
Salkimlar -.392** - 487** | - 153** | .208** 1 -461** | 486** | .589** | 491** | 577** .100* 155** | .045 -.105* | .223**
0.S. (p) .000 .000 .005 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .048 .005 227 041 .000
Salkimli sap A42%* 945> | -001 | -.099* | -.461** 1 -.299%* | -.329%* | - 430** | -.364** 077 101* .048 505** | -.526**
0.S. (p) .000 .000 494 .049 .000 .000 .000 .000 .000 .099 047 212 .000 .000
Basakgiklar 072 -303** | .091 .000 A86** | -.299** 1 332** | 251** | 327** .125* 041 134* .070 -.076
A.S. (p) 117 .000 .065 499 .000 .000 .000 .000 .000 .019 .248 .013 122 103
BYB -.210** -296** | -.245** | -007 | .589** | -.329** | .332** 1 696** | 955** | 270** | .250** | .208** .041 .129*
6.S. (p) .000 .000 .000 454 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .248 .016
BYE -.293** -420%* | -.090 004 | .491** | -.430** | .251** | .696** 1 851%* | .250** | .241** | 189** | -067 | .294**
d.S. (p) .000 .000 .067 AT7 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .001 132 .000
FLA -.205** -.330%* | -225%* | -016 | .577** | -.364** | .327** | .955** | .851** 1 278** | 270** | .210** | .035 167**
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0.5. () 000 000 | 000 | .396 | .000 | .000 000 000 | .000 000 000 | .000 | .280 | .003
Biyokitle 141%* 115 | 200%* | 223%* | 100 | 077 | .125% | 270%* | .250%* | 278** 1 640%* | 924%* | 4gg** | -232%*
0.5. (p) 009 028 | 000 | .000 | .048 | .099 019 000 | .000 | .000 000 | .000 | .000 | .000
Tohum agrl. -162%* 099 | -102% | .091 | .155%* | .101* | 041 | .250%* | 241%* | 270%* | .640** 1| 2097% | 649%* | -057
0.5, (p) 003 050 | 045 | 064 | 005 | .047 248 000 | .000 | .000 000 000 | 000 | .170
Veg. biyokit, 257%* 096 | .300%* | 233** | 045 | .048 | .134* | 208** | .189%* | 210%* | .924** | 297%x | 1 | 205%x |._25gex
0.5. () 000 055 | 000 | .000 | 227 | 212 013 000 | .001 | .000 000 000 000 | .000
Tohum ver. 350%* | 523** | -019 | -043 | -105% | 505** | .070 041 | -067 | .035 | .498** | 649*x | 205+ [ 1 |-730%*
0.5. () 000 000 | 377 | 235 | 041 | .000 122 248 | 132 | .280 000 000 | .000 000
BTA -630%* | -571%* | -067 | .015 | .223** [-526** | -076 | .129% | 204%* | 167** | -232%* | -057 |-259%* [-730%* | 1
0.5. (p) 000 000 | 134 | .400 | .000 | .000 103 016 | .000 | .003 000 170 | .000 | .000

**_Korelasyon 0.01 seviyesinde (tek yonli) nemlidir.

*, Korelasyon 0.05 seviyesinde (tek yénli) 6nemlidir.
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EK 20. B. stacei’de 15 fenotipik karakteristik arasindaki korelasyonlar

Basakl. Sap. | Bogm. | Boy Salk. | Salkssa | Basakegk [ BYB | BYE | BYA | Biyokt. | Toh.Agr | Veg.Bkt | Toh.ve BTA
Bagaklanm 1 2280 | 165 | 385 | segex | -421x | smerx | O3 | 431x | so1x | 404 | 248 266 | 527 | -530%
0.5. (p) 123 | 257 | 057 | 005 | .041 008 | 006 | 037 | 013 | .048 161 143 | o012 | 012
Saplar 289 1 | 534 | -223 | -179 | 975** | -265 | 009 | 033 | 022 | .369 025 332 | -336 | 549%
a.5. (p) 123 011 | 187 | 238 | .000 144 | 486 | 449 | 466 | .066 460 089 | .087 | .00
Bogumlar 165 534 | 1 | 068 | 127 | .498* | -012 | 394 | 019 | 240 | 251 | -033 | 247 | -194 | 216
.5, () 257 011 395 | 308 | .018 481 | 053 | 470 | 169 | .158 448 161 | 220 | .195
Boy 385 “223 | 068 | 1 | .741%*| -268 | 517 | 490% | 269 | .408* | -219 | 371 | -367 | .468* | -334
a.5. () 057 187 | 395 000 | 142 014 | 02 | 140 | 046 | .101 065 067 | 025 | .088
Sallkemlar | 588* | -179 | 127 | M| 1 271 | goowe | 78T 70T T2 g 379 | -034 | 357 | -154
0.5. (p) 005 238 | 308 | .000 139 000 | 000 | .00 | .000 | .286 060 447 | 073 | 270
Sag;gnh _421% | 975% | 498* | -268 | -271 1 ~300 | -026 | -010 | -016 | .319 020 287 | -402% | 631%*
O.5. (p) 041 000 | 018 | 142 | 139 106 | 459 | 484 | 474 | 008 468 124 | 049 | 003
Basakeiklar | .556** | -265 | -012 | 517% | 720%* | -309 1 B39% | 64T | BAFT g7 | sasx | 154 | e36%* | -347
a.5. (p) 008 144 | 481 | 014 | 000 | .106 002 | 002 | 002 | 365 011 271 | 002 | 079
BYB 573 | 009 | 394 | 490% | 718 | -026 | .639% 1| 78T 9T oop | aesc | -030 | 412 | -117
.5. (p) 006 486 | 053 | 02 | 000 | .459 002 000 | 000 | 210 018 453 | 044 | 322
BYE 431 033 | 019 | 269 | .701%* | -010 | .easwx | T84 | 90T aae | ge7ex | 047 | 400 | 142
.5. (p) 037 449 | 470 | 140 | o001 | 484 002 | .000 000 | .068 001 427 | 050 | .286
FLA 521 022 | 240 | 408* | 723+ | -016 | .easwx | 903% | 905% 1 248 | 576% | -023 | .427% | -033
.5. (p) 013 466 | 169 | 046 | 000 | 474 002 | 000 | .000 160 006 465 | 039 | .448
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Biyokitle |  .404* 369 | 251 | -219 | 143 | 319 087 | 202 | 366 | 248 1 066 | .899%* | -186 | .337
O.5. (p) 048 066 | 158 | 191 | 286 | .098 365 | 210 | .068 | .160 398 000 | 230 | .086
TaOgTF 248 025 | -033 | 371 | 379 | 020 534% | agsx | 867 | ST6T 1 ggq 1 _378 | 723* | 087
.5. (p) 161 460 | 448 | 065 | 060 | .468 011 | o018 | 001 | 006 | .398 061 | 000 | .365
bi;’glf['] ) 266 332 | 247 | -367 | -034 | 287 _154 | -030 | .047 | -023 | 8ogr* | -378 1| -a00% | 275
.5. (p) 143 089 | 161 | 067 | 447 | 124 271 | 453 | 427 | 465 | .000 061 020 | 135

Tohumver. |  527% | -336 | -194 | 468% | 357 | -402% | .636** | 412% | 400 | .427% | -186 | .723%% | -490% | 1 | -617**
.5. (p) 012 087 | 220 | 025 | 073 | .049 002 | 044 | 050 | 039 | 230 000 020 003
BTA _530% | 549%% | 216 | -334 | -154 | .631%* | -347 | -117 | 142 | -033 | 337 087 275 | -617%% | 1

5. (p) 012 009 | 195 | o088 | 270 | .003 079 | 322 | 286 | 448 | .086 365 135 | .003

** Korelasyon 0.01 seviyesinde (tek yonlii) énemlidir.

*, Korelasyon 0.05 seviyesinde (tek yénli) 6nemlidir.

252




EK 21. Allel frekanslariyla tiirler ve lokuslarda gézlem sayilar

Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
ALBO001 N 119 49 14
182 0.118 0.633 0.107
183 0.521 0.061 0.000
184 0.134 0.143 0.071
186 0.193 0.163 0.107
188 0.008 0.000 0.000
198 0.000 0.000 0.714
210 0.025 0.000 0.000
ALB004 N 93 44 11
223 0.000 0.000 0.636
235 0.000 0.000 0.364
241 0.011 0.114 0.000
246 0.000 0.023 0.000
247 0.022 0.091 0.000
249 0.011 0.000 0.000
251 0.000 0.432 0.000
253 0.011 0.000 0.000
254 0.258 0.068 0.000
256 0.108 0.000 0.000
258 0.129 0.045 0.000
260 0.065 0.136 0.000
262 0.237 0.068 0.000
264 0.129 0.000 0.000
266 0.022 0.000 0.000
268 0.000 0.023 0.000
ALBO006 N 106 48 19
316 0.000 0.021 0.000
318 0.009 0.000 0.000
320 0.009 0.000 0.000
346 0.000 0.292 0.158
347 0.000 0.208 0.053
348 0.000 0.000 0.316
349 0.000 0.000 0.474
365 0.028 0.000 0.000
366 0.274 0.000 0.000
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Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
367 0.179 0.000 0.000
368 0.019 0.000 0.000
372 0.019 0.000 0.000
377 0.000 0.010 0.000
378 0.038 0.094 0.000
379 0.198 0.094 0.000
380 0.094 0.021 0.000
381 0.038 0.010 0.000
382 0.066 0.000 0.000
384 0.009 0.000 0.000
387 0.009 0.000 0.000
389 0.009 0.177 0.000
390 0.000 0.031 0.000
391 0.000 0.031 0.000
397 0.000 0.010 0.000

ALB008 N 109 45 19

99 0.000 0.056 0.000
102 0.005 0.456 0.895
103 0.000 0.000 0.105
116 0.028 0.089 0.000
117 0.009 0.000 0.000
119 0.028 0.067 0.000
120 0.000 0.011 0.000
122 0.009 0.000 0.000
123 0.619 0.022 0.000
125 0.128 0.111 0.000
126 0.128 0.144 0.000
129 0.028 0.011 0.000
132 0.009 0.033 0.000
135 0.009 0.000 0.000

ALBO013 N 90 37 1
235 0.011 0.000 0.000
236 0.356 0.676 1.000
237 0.144 0.027 0.000
238 0.344 0.216 0.000
239 0.089 0.081 0.000
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Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
242 0.011 0.000 0.000
243 0.033 0.000 0.000
244 0.011 0.000 0.000
ALB022 N 99 41 3
283 0.000 0.024 0.000
287 0.000 0.220 0.333
290 0.000 0.024 0.000
291 0.010 0.000 0.000
295 0.101 0.366 0.333
296 0.091 0.000 0.333
297 0.020 0.098 0.000
298 0.051 0.000 0.000
299 0.051 0.073 0.000
300 0.000 0.024 0.000
302 0.020 0.000 0.000
303 0.030 0.000 0.000
304 0.051 0.024 0.000
305 0.020 0.000 0.000
306 0.091 0.000 0.000
369 0.000 0.024 0.000
372 0.111 0.049 0.000
374 0.091 0.000 0.000
376 0.192 0.073 0.000
378 0.051 0.000 0.000
380 0.020 0.000 0.000
ALB030 N 119 46 3
151 0.588 0.674 0.333
152 0.395 0.326 0.667
154 0.017 0.000 0.000
ALB034 N 121 49 9
217 0.017 0.000 0.000
220 0.752 0.000 0.778
222 0.000 0.000 0.222
223 0.033 0.612 0.000
226 0.182 0.327 0.000
229 0.017 0.000 0.000

255




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
232 0.000 0.061 0.000
ALBO040 N 95 40 9
164 0.011 0.000 0.000
171 0.032 0.000 0.111
177 0.000 0.150 0.111
180 0.589 0.075 0.667
181 0.074 0.000 0.000
183 0.084 0.000 0.000
186 0.011 0.125 0.000
187 0.021 0.000 0.000
189 0.179 0.625 0.111
195 0.000 0.025 0.000
ALB047 N 107 50 17
201 0.009 0.000 0.000
209 0.047 0.000 0.235
213 0.168 0.020 0.147
217 0.084 0.030 0.000
221 0.542 0.910 0.618
225 0.009 0.040 0.000
234 0.131 0.000 0.000
238 0.009 0.000 0.000
ALBO056 N 58 42 15
237 0.000 0.571 0.400
238 0.000 0.095 0.333
239 0.000 0.262 0.267
240 0.000 0.071 0.000
247 0.052 0.000 0.000
249 0.741 0.000 0.000
250 0.017 0.000 0.000
251 0.052 0.000 0.000
252 0.086 0.000 0.000
253 0.052 0.000 0.000
ALB086 N 120 50 15
154 0.013 0.000 0.000
189 0.371 0.000 0.067
191 0.125 0.140 0.067

256




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
192 0.450 0.820 0.800
193 0.017 0.040 0.067
198 0.025 0.000 0.000
ALBO087 N 93 32 0
195 0.430 0.984 0.000
196 0.011 0.000 0.000
201 0.538 0.016 0.000
204 0.011 0.000 0.000
205 0.011 0.000 0.000
ALB100 N 120 51 19
243 0.000 0.480 1.000
247 0.000 0.049 0.000
250 0.067 0.000 0.000
253 0.042 0.000 0.000
255 0.025 0.000 0.000
258 0.200 0.147 0.000
261 0.092 0.000 0.000
264 0.108 0.000 0.000
267 0.133 0.000 0.000
270 0.317 0.000 0.000
279 0.017 0.314 0.000
284 0.000 0.010 0.000
ALB131 N 106 48 0
290 0.236 0.104 0.000
292 0.057 0.729 0.000
293 0.009 0.083 0.000
295 0.651 0.000 0.000
298 0.047 0.083 0.000
ALB139 N 110 a7 17
298 0.000 0.043 0.676
311 0.000 0.043 0.000
314 0.105 0.021 0.000
317 0.009 0.000 0.000
320 0.082 0.000 0.000
323 0.555 0.468 0.324
326 0.145 0.128 0.000

257




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
329 0.059 0.085 0.000
332 0.027 0.000 0.000
341 0.018 0.149 0.000
344 0.000 0.021 0.000
347 0.000 0.021 0.000
348 0.000 0.021 0.000
ALB155 N 114 50 12
167 0.053 0.160 0.000
169 0.649 0.440 0.917
171 0.053 0.400 0.083
173 0.096 0.000 0.000
175 0.009 0.000 0.000
177 0.026 0.000 0.000
179 0.105 0.000 0.000
181 0.009 0.000 0.000
ALB158 N 120 51 17
237 0.263 0.373 0.471
240 0.121 0.216 0.294
244 0.025 0.000 0.000
247 0.025 0.157 0.000
256 0.025 0.196 0.059
259 0.092 0.020 0.000
262 0.092 0.000 0.000
265 0.050 0.000 0.000
268 0.233 0.039 0.176
271 0.058 0.000 0.000
274 0.017 0.000 0.000
ALB160 N 119 a7 18
232 0.000 0.053 0.111
240 0.059 0.053 0.000
241 0.025 0.032 0.000
242 0.227 0.011 0.111
243 0.034 0.011 0.056
244 0.050 0.000 0.278
245 0.000 0.000 0.278
246 0.097 0.234 0.111

258




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
247 0.004 0.128 0.056
248 0.059 0.011 0.000
249 0.008 0.011 0.000
250 0.084 0.011 0.000
251 0.050 0.011 0.000
252 0.193 0.128 0.000
253 0.076 0.064 0.000
254 0.025 0.096 0.000
255 0.000 0.032 0.000
257 0.008 0.085 0.000
258 0.000 0.011 0.000
259 0.000 0.011 0.000
260 0.000 0.011 0.000

ALB165 N 122 49 12
140 0.000 0.020 0.000
147 0.000 0.429 1.000
160 0.041 0.000 0.000
163 0.025 0.000 0.000
166 0.016 0.000 0.000
169 0.098 0.010 0.000
172 0.049 0.000 0.000
174 0.008 0.000 0.000
175 0.598 0.490 0.000
178 0.000 0.010 0.000
182 0.000 0.031 0.000
184 0.025 0.010 0.000
187 0.066 0.000 0.000
190 0.049 0.000 0.000
193 0.025 0.000 0.000

ALB175 N 116 50 18
245 0.009 0.000 0.056
247 0.022 0.850 0.417
248 0.034 0.080 0.056
249 0.284 0.020 0.056
251 0.009 0.000 0.000
258 0.009 0.000 0.000

259




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
259 0.052 0.000 0.000
260 0.496 0.050 0.194
261 0.078 0.000 0.222
267 0.009 0.000 0.000
ALB179 N 104 50 10
208 0.010 0.090 0.000
210 0.000 0.050 0.000
212 0.135 0.180 0.000
213 0.038 0.020 0.000
214 0.313 0.430 0.700
215 0.048 0.120 0.100
216 0.077 0.020 0.000
217 0.038 0.000 0.000
218 0.212 0.000 0.100
219 0.067 0.000 0.100
220 0.010 0.000 0.000
229 0.019 0.000 0.000
234 0.000 0.080 0.000
236 0.000 0.010 0.000
265 0.034 0.000 0.000
ALB181 N 120 49 13
235 0.000 0.000 0.077
237 0.067 0.061 0.000
238 0.050 0.184 0.308
239 0.083 0.041 0.154
240 0.146 0.061 0.192
241 0.042 0.041 0.077
242 0.017 0.041 0.000
243 0.167 0.000 0.000
244 0.392 0.061 0.115
246 0.033 0.000 0.000
247 0.000 0.082 0.000
248 0.004 0.367 0.077
249 0.000 0.061 0.000
ALB183-1 N 122 50 19
186 0.090 0.410 0.000

260




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
188 0.000 0.000 0.053
190 0.000 0.500 0.947
195 0.557 0.090 0.000
199 0.328 0.000 0.000
202 0.025 0.000 0.000
ALB183-2 N 119 50 0
252 0.647 0.620 0.000
253 0.353 0.380 0.000
ALB223 N 109 46 15
259 0.046 0.000 0.000
261 0.495 0.283 0.533
262 0.376 0.185 0.433
264 0.018 0.000 0.000
265 0.046 0.065 0.000
268 0.000 0.446 0.033
271 0.018 0.022 0.000
ALB230 N 119 48 4
243 0.000 0.104 0.000
244 0.017 0.021 0.000
259 0.176 0.000 0.000
260 0.084 0.000 0.000
261 0.008 0.000 0.500
262 0.034 0.000 0.000
263 0.076 0.188 0.250
264 0.050 0.146 0.125
265 0.008 0.000 0.000
267 0.059 0.000 0.000
268 0.025 0.021 0.000
269 0.017 0.000 0.000
270 0.008 0.000 0.000
271 0.084 0.000 0.000
272 0.025 0.000 0.000
273 0.008 0.000 0.000
274 0.034 0.000 0.000
275 0.067 0.167 0.000
276 0.034 0.146 0.000

261




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
277 0.025 0.208 0.125
278 0.034 0.000 0.000
279 0.050 0.000 0.000
280 0.042 0.000 0.000
282 0.008 0.000 0.000
283 0.017 0.000 0.000
285 0.008 0.000 0.000
ALB257 N 122 23 15
223 0.000 0.109 0.000
239 0.000 0.022 0.000
247 0.008 0.000 0.000
250 0.025 0.000 0.033
252 0.066 0.109 0.100
256 0.008 0.022 0.000
260 0.164 0.087 0.000
264 0.057 0.000 0.000
268 0.656 0.370 0.833
272 0.016 0.000 0.000
280 0.000 0.283 0.000
296 0.000 0.000 0.033
ALB273 N 121 50 16
193 0.050 0.050 0.000
195 0.074 0.120 0.000
197 0.785 0.630 0.938
199 0.091 0.200 0.063
ALB278 N 121 48 19
146 0.000 0.302 0.263
147 0.000 0.198 0.737
178 0.008 0.000 0.000
193 0.281 0.198 0.000
194 0.083 0.010 0.000
197 0.471 0.156 0.000
198 0.141 0.135 0.000
200 0.017 0.000 0.000
ALB311 N 119 50 18
246 0.286 0.470 0.000

262




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
247 0.697 0.020 0.000
249 0.017 0.010 0.000
253 0.000 0.500 1.000
ALB348 N 102 44 14
168 0.020 0.000 0.000
170 0.020 0.455 0.000
172 0.118 0.000 0.000
176 0.225 0.011 0.000
178 0.098 0.000 0.000
181 0.382 0.091 0.000
183 0.020 0.000 0.000
185 0.039 0.034 0.000
187 0.000 0.000 0.786
189 0.010 0.000 0.000
191 0.000 0.409 0.143
192 0.029 0.000 0.000
193 0.029 0.000 0.071
199 0.010 0.000 0.000
ALB349 N 122 49 19
160 0.008 0.449 0.947
161 0.000 0.010 0.053
164 0.455 0.082 0.000
165 0.016 0.020 0.000
166 0.033 0.000 0.000
172 0.025 0.010 0.000
173 0.008 0.000 0.000
174 0.008 0.000 0.000
177 0.008 0.000 0.000
181 0.070 0.020 0.000
182 0.041 0.112 0.000
183 0.102 0.204 0.000
184 0.107 0.010 0.000
185 0.074 0.031 0.000
187 0.033 0.000 0.000
189 0.012 0.051 0.000
ALB355 N 72 27 0

263




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
202 0.014 0.037 0.000
206 0.111 0.185 0.000
209 0.333 0.593 0.000
212 0.042 0.000 0.000
215 0.056 0.185 0.000
218 0.139 0.000 0.000
221 0.292 0.000 0.000
224 0.014 0.000 0.000
ALB372 N 121 49 16
177 0.760 0.367 0.875
179 0.066 0.347 0.063
182 0.000 0.020 0.000
185 0.124 0.245 0.063
189 0.008 0.000 0.000
193 0.000 0.020 0.000
197 0.008 0.000 0.000
202 0.033 0.000 0.000
ALB374 N 122 50 11
220 0.016 0.000 0.000
223 0.738 0.000 0.773
226 0.033 0.620 0.000
227 0.000 0.000 0.045
230 0.189 0.320 0.182
233 0.025 0.000 0.000
236 0.000 0.060 0.000
ALB376 N 121 46 12
235 0.157 0.304 0.500
237 0.240 0.087 0.167
239 0.025 0.043 0.000
241 0.537 0.043 0.250
243 0.033 0.000 0.083
245 0.000 0.500 0.000
246 0.008 0.022 0.000
ALB445 N 122 50 4
206 0.008 0.020 0.000
213 0.008 0.000 0.000

264




Lokuslar Allel/N B. distachyon B. hybridum B. stacei
222 0.959 0.400 1.000
226 0.025 0.580 0.000
ALB454 N 97 15 8
200 0.021 0.233 0.000
201 0.000 0.067 0.000
203 0.278 0.000 0.000
204 0.000 0.467 1.000
206 0.186 0.000 0.000
209 0.227 0.033 0.000
212 0.010 0.000 0.000
215 0.278 0.200 0.000
ALB461 N 122 50 19
270 0.811 0.720 0.526
271 0.180 0.280 0.474
274 0.008 0.000 0.000
ALB467 N 114 48 19
197 0.004 0.500 0.974
202 0.096 0.167 0.000
204 0.820 0.333 0.000
206 0.079 0.000 0.026
ALB486 N 115 51 18
208 0.013 0.892 1.000
225 0.196 0.010 0.000
226 0.070 0.000 0.000
227 0.417 0.020 0.000
228 0.304 0.078 0.000
ALB514 N 112 51 17
170 0.009 0.000 0.000
207 0.067 0.000 0.000
210 0.004 0.000 0.000
212 0.009 0.000 0.000
214 0.830 0.578 0.765
215 0.018 0.216 0.059
216 0.045 0.206 0.176
220 0.009 0.000 0.000
225 0.009 0.000 0.000

265




EK 22. 31 B. distachyon populasyonunda 999 permiitasyon bazli ikili Fst degerleri (agsag1 kdsegen) ve olasilik (iist kosegen). Gri renkle isaretlenenler onemli
seviyede olmayan degerlerdir

Fifi ~Olym Lito Farsa Bralo Piga Viti Katsi Grik Kory Grev Koza Very Sofy Kilk Evzo Lept Edes Vego Alis Adi Dram Xant Sapes Fere Leon Sela Serre Kormi Eren Bd2l
Fifi 0000 0001 0012 0034 0001 0001 0006 0002 0001 0001 0002 0001 0001 010 0001 0001 0006 0002 0002 0013 0001 0007 0002 0003 0001 0002 0004 0007 0042 0004 0.001
Olym 0463 0000 0001 0003 0002 0001 0001 0003 0001 0002 0002 0001 0001 0002 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0.006
Lito 0191 0318 0000 035 0006 0002 0013 0011 0005 0005 0.032 0002 0001 0011 0002 0001 0015 0001 0003 0010 0002 0004 0002 0009 0001 0001 0005 0002 0011 0003 0.005
Farsa 089 0401 0048 0000 0016 0001 0052 0031 0005 0006 0012 0010 0003 0156 0003 0.003 0089 0036 0021 0.64 0005 0008 0002 0012 0039 0002 0004 0003 0021 0007 0.057
Bralo 0338 0497 0191 0250 0000 0001 0001 0005 0002 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0002 0002 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0.002
Piga 0301 0524 0269 0327 0384 0000 0001 0003 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0.006
Viti 0200 0499 0.66 0174 0297 0299 0000 0002 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0011 0001 0004 0001 0002 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0.007
Katsi 0537 0681 0278 0481 0524 0558 0425 0000 0.006 0001 0003 0001 0003 0002 0002 0002 0001 0003 0.003 0003 0003 0001 0002 0.005 0002 0004 0006 0006 0.002 0002 0.032
Grik 0554 0620 033 0532 0491 0568 0489 0674 0000 0002 0002 0001 0001 0001 0001 0.002 0002 0002 0001 0002 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0004 0001 0004
Kory 0383 0580 0195 0391 0438 0446 0372 0564 0534 0000 0002 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0.002 0001 0001 0.001 0.001
Grev 0240 0457 0132 0233 0279 0330 0256 0460 0428 0292 0000 0001 0001 0004 0002 0001 0008 0003 0005 0017 0002 0010 0001 0016 0002 0001 0003 0002 0039 0001 0.004
Koza 0358 0542 0306 0309 0466 0477 0420 0640 0631 0481 0299 0000 0001 0001 0001 0001 0.002 0002 0004 0001 0001 0001 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0.001 0002 0.003
Verg 0542 0710 0462 0639 0640 0608 0561 0832 0786 0653 0522 0653 0.000 0001 0001 0001 0001 0001 0002 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0002 0.003
Sofy 0088 0405 0156 0113 0326 0339 0224 0481 0518 0348 087 0322 0479 0000 0001 0001 0024 0002 0005 0045 0004 0015 0001 0007 0003 0001 0004 0013 0108 0004 0.002
Kilk 0637 0713 0513 0645 0675 0661 0576 0738 0753 0.688 0588 0689 0826 0604 0.000 0001 0002 0001 0001 0.001 0002 0001 000l 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0.001 0.003
Evzo 0437 0626 0354 0395 0536 0538 0446 0682 0682 0549 0351 0364 0687 0345 0693 0000 0002 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0004 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0.004
Lept 0256 0503 0.83 0177 039 0417 0311 0516 0551 0391 0260 0324 0517 0167 0628 0368 0000 0001 0008 0025 0006 0008 0001 0013 0001 0001 0001 0005 0029 0001 0.003
Edes 0444 0532 0342 0352 0506 0480 0378 0480 0553 0499 0397 0459 0637 0399 0315 0511 0424 0000 0004 0001 0002 0001 0001 0006 0003 0001 0001 0001 0.001 0002 0.007
Vego 0282 0489 0229 0194 0345 0433 0287 0517 0505 0386 0179 0.247 0487 0220 0617 0342 0198 0392 0000 0005 0002 0003 0001 0003 0001 0001 0006 0001 0006 0001 0.008
Alis 0187 0458 0178 0131 0336 0366 0251 0494 0514 0387 0183 0304 0507 0130 0601 0369 0202 0389 0200 0000 0.005 0008 0.002 0015 0002 0001 0003 0001 0033 0004 0.007
Adri 0278 0537 0285 0309 0466 0460 0364 0626 0641 0489 0252 0358 0588 0203 0655 0354 0232 0448 0244 0236 0000 0002 0001 0004 0001 0001 0001 0001 0004 0001 0.002
Dram 0199 0489 0203 0250 0359 0394 0240 0527 0530 0411 0172 0388 0554 0144 0623 0388 0247 0421 0255 0.215 0257 0000 0009 0.07 0003 0001 0002 0.003 0044 0002 0.006
Xant 0477 0626 0415 0534 0579 0561 0478 0718 0692 0629 0442 0588 0749 0447 0737 0608 0488 0533 0493 0484 0517 0256 0000 0.002 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0004
Sapes 0256 0468 0205 0245 0348 0387 0247 0414 0419 0392 0194 0368 0503 0212 0547 0370 0223 0343 0234 0209 0258 0.093 0280 0.000 0002 0001 0003 0001 0029 0004 0010
Fere 0299 0442 0235 0228 0393 0374 0331 0558 0577 0482 0279 0344 0594 0301 0615 0428 0300 0435 0343 0295 0368 0318 0463 0329 0000 0001 0001 0004 0002 0001 0.004
Leon 0420 0633 0347 0461 0529 0538 0455 0670 0643 0524 0341 052 0671 0366 0703 0529 0358 0521 0380 0396 0416 0293 0597 0298 0430 0000 0001 0001 0003 0001 0.003
Sela 0375 0567 0291 0417 0470 0516 0382 0661 0620 0504 0293 0468 0662 0294 0709 0486 0365 0509 0257 0376 0358 0328 0.630 0303 0447 0446 0000 0.002 0006 0002 0.007
Serre 0.301 0584 0358 0393 0484 0500 0411 0662 0662 0529 0325 0436 0655 0198 0717 0509 0310 0522 0299 0325 0367 0288 0544 0319 0429 0477 0422 0000 0.003 0001 0.001
Kormi 0111 0468 0.169 0189 0375 0364 0249 0478 0488 0312 0123 0332 0487 0069 0617 0374 0159 0413 0188 0.34 0235 0106 0431 0.61 0300 0253 0247 0.247 0000 0.007 0.004
Eren 0250 0573 0313 0376 0437 0437 0334 059 0599 0503 0275 0409 0652 0233 0687 0491 0348 0500 0320 0268 0363 0280 0549 0264 0407 0461 0412 0361 0190 0000 0.002
Bd2l 0404 0629 0293 0358 0470 0519 0296 0524 0609 0502 0314 0534 0725 0360 0641 0548 0417 0417 0381 0380 0488 0411 0622 0314 0491 0560 0482 0502 0349 0439 0.000

266



EK 23. 15 B. hybridum poptlasyonunda 999 permiitasyon bazli ikili Fst degerleri (asag1 kdsegen) ve olasilik (tist kdsegen). Gri renkle isaretlenenler onemli
seviyede olmayan degerlerdir

Gera Fira Tempi Farsa Athen Mega Ahla Hota Para Amfi Katsi Pros Linos Thaso Asti
Gera 0.000 0.005 0.002 0.011 0.159 0.003 0.034 0.253 0.007 0.005 0.024 0.001 0.012 0.001 0.036
Fira 0.284 0.000 0.001 0.002 0.002 0.002 0.001 0.003 0.001 0.002 0.005 0.001 0.005 0.001 0.006
Tempi 0302 0.447 0.000 0.009 0.008 0.003 0.003 0.003 0.002 0.001 0.004 0.002 0.003 0.001 0.007
Farsa 0.287 0.456 0.286 0.000 0.054 0.006 0.020 0.031 0.002 0.005 0.025 0.001 0.025 0.003 0.029
Athen 0.063 0.224 0.205 0.160 0.000 0.019 0.141 0.249 0.059 0.027 0.077 0.001 0.011 0.001 0.089
Mega 0.288 0.416 0.253 0.274 0.153 0.000 0.007 0.003 0.001 0.001 0.005 0.001 0.004 0.001 0.005
Ahla  0.139 0.306 0.227 0.188 0.058 0.151 0.000 0.154 0.188 0.007 0.058 0.001 0.009 0.001 0.162
Hota  0.093 0.262 0.337 0.329 0.065 0.279 0.100 0.000 0.019 0.005 0.028 0.002 0.030 0.001 0.046
Para  0.169 0.327 0.222 0.256 0.093 0.222 0.047 0.169 0.000 0.003 0.069 0.001 0.009 0.001 0.005
Amfi 0255 0413 0371 0.391 0.180 0.327 0.167 0.324 0.215 0.000 0.012 0.002 0.007 0.002 0.006
Katsi  0.227 0.441 0379 0502 0.140 0.312 0.155 0.314 0.134 0.231 0.000 0.004 0.018 0.003 0.029
Pros 0.445 0513 0559 0.614 0.340 0.407 0431 0524 0427 0560 0.518 0.000 0.001 0.001 0.003
Linos 0.288 0.448 0.390 0.447 0.210 0.321 0.220 0.328 0.289 0.401 0.458 0.540 0.000 0.003 0.051
Thaso 0438 0510 0552 0562 0.329 0405 0.345 0.517 0.409 0502 0568 0571 0.467 0.000 0.002
Asti 0.186 0.330 0.393 0.358 0.109 0.310 0.092 0.157 0.175 0.274 0.282 0.511 0.213 0.419 0.000

267



EK 24. 37 B. distachyon popiilasyonunda Nei yansiz genetic uzaklik ikili populasyon matrisi

Gera Fifi Olym Lito Farsa Bralo Piga Viti Katsi Grik Kory Grev Koza Verg Sofy Kik Evzo Lept Edes Vego Alis Adri Dram Xant Linos Sapes Fere Asti Leon Sela Serre Kormi Eren Bd21 Bd21-3 HU1.6 Koz-3

0.000

0.819 0.000

0.989 0.679 0.000

0.765 0.510 0.538 0.000

0.854 0.473 0.553 0.434 0.000

0.966 0.582 0.732 0.508 0.560 0.000

1.190 0.469 0.761 0.454 0.573 0.573 0.000

1.043 0.462 0.953 0.433 0.494 0.554 0.441 0.000

1.693 1.175 1.033 0.572 0.869 0.834 0.932 0.744 0.000

1.431 1.211 0.770 0.690 0.990 0.720 1.062 1.048 0.926 0.000

0.782 0.631 0.976 0.419 0.685 0.682 0.735 0.746 0.885 0.736 0.000

0.849 0.542 0.925 0.453 0.686 0.595 0.621 0.716 1.266 0.897 0.519 0.000

0.824 0.457 0.634 0.541 0.405 0.640 0.678 0.720 1.098 1.038 0.549 0.434 0.000

1.153 0.636 0.753 0.693 0.712 0.853 0.736 0.796 1.226 1.112 0.802 0.813 0.629 0.000

0.790 0.236 0.608 0.501 0.428 0.628 0.567 0.558 1.133 1.149 0.581 0.507 0.393 0.534 0.000

2.046 1.521 1.138 1.252 1.284 1.680 1.473 1.251 1.288 1.639 1.600 1.800 1.213 1.554 1.628 0.000

0.920 0.601 0.884 0.628 0.482 0.861 0.817 0.707 1.367 1.324 0.734 0.528 0.297 0.685 0.459 1.137 0.000

0.777 0.415 0.764 0.475 0.389 0.660 0.701 0.599 1.002 1.070 0.510 0.522 0.376 0.512 0.283 1.360 0.451 0.000

1.567 1.149 0.999 1.036 0.870 1.491 1.116 0.983 1.052 1.404 1.208 1.273 0.755 1.147 1.040 0.292 0.909 0.978 0.000

0.824 0.475 0.771 0.555 0.417 0.544 0.762 0.582 1.272 0.916 0.514 0.335 0.262 0.459 0.360 1.491 0.394 0.314 0.950 0.000

0.996 0.309 0.767 0.510 0.368 0.674 0.588 0.522 1.056 1.068 0.712 0.399 0.360 0.566 0.273 1.363 0.451 0.327 0.997 0.346 0.000

0.879 0.392 0.763 0.638 0.526 0.819 0.670 0.639 1.503 1.470 0.713 0.394 0.352 0.578 0.288 1.238 0.341 0.314 0.870 0.326 0.373 0.000

0.902 0.422 0.785 0.656 0.659 0.679 0.741 0.649 1.225 1.161 0.806 0.489 0.531 0.686 0.366 1.467 0.491 0.381 1.141 0.422 0.470 0.409 0.000

1.306 0.716 0.792 0.845 0.844 1.096 0.913 0.880 1.305 1.274 1.275 0.900 0.745 0.949 0.733 1.291 0.796 0.708 0.971 0.722 0.694 0.626 0.481 0.000

1.815 1.507 1.328 1.436 1.301 1.645 1.302 1.172 1.629 2.055 1.763 1.876 1.368 1.664 1.581 0.437 1.420 1.480 0.513 1.500 1.540 1.382 1.407 1.116 0.000

1.252 0.593 0.954 0.716 0.764 0.782 0.832 0.692 0.998 0.843 0.814 0.693 0.622 0.705 0.463 1.221 0.603 0.419 0.902 0.529 0.459 0.471 0.420 0.526 1.278 0.000

0.882 0.442 0.465 0.493 0.416 0.567 0.548 0.624 1.019 1.040 0.761 0.530 0.314 0.585 0.488 1.061 0.467 0.364 0.839 0.472 0.367 0.440 0.495 0.572 1.211 0.643 0.000

0.928 0.516 0.796 0.584 0.432 0.757 0.561 0.656 1.223 1.087 0.664 0.543 0.463 0.667 0.646 1.584 0.543 0.554 1.146 0.443 0.483 0.527 0.593 0.715 1.459 0.753 0.527 0.000

0.795 0.586 0.918 0.687 0.703 0.836 0.844 0.815 1.280 1.003 0.760 0.600 0.592 0.575 0.529 1.285 0.573 0.440 1.046 0.484 0.564 0.476 0.452 0.832 1.467 0.514 0.513 0.720 0.000

0.989 0.523 0.625 0.611 0.644 0.678 0.801 0.718 1.408 0.916 0.649 0.534 0.471 0.554 0.378 1.528 0.493 0.457 1.185 0.312 0.569 0.393 0.439 0.920 1.743 0.608 0.556 0.749 0.453 0.000

0.798 0.325 0.731 0.682 0.501 0.677 0.700 0.648 1.323 1.268 0.656 0.467 0.412 0.627 0.194 1.703 0.576 0.317 1.071 0.337 0.326 0.359 0.355 0.606 1.521 0.519 0.478 0.648 0.569 0.466 0.000

0.811 0.263 0.775 0.487 0.482 0.718 0.643 0.596 1.086 1.026 0.511 0.370 0.458 0.509 0.211 1.774 0.503 0.268 1.134 0.314 0.263 0.325 0.291 0.722 1.702 0.405 0.508 0.557 0.343 0.317 0.309 0.000
0.893 0.379 0.887 0.649 0.654 0.675 0.653 0.619 1.162 1.085 0.800 0.529 0.451 0.809 0.296 1.621 0.614 0.453 1.190 0.451 0.381 0.422 0.438 0.790 1.706 0.425 0.523 0.747 0.575 0.497 0.356 0.312 0.000
1.815 1.290 2.668 1.301 1.633 1.668 1.583 0.964 1.916 2.461 1.495 1.319 1.522 1.910 1.494 2.046 1.394 1.357 1.843 1.412 1.339 1.530 1.539 2.023 1.815 1.675 1.655 1.564 1.661 1.560 1.434 1.302 1.362 0.000
3.068 1.476 2.046 1.825 1.707 1.680 2.015 1.315 1.836 2.321 1.977 1.542 1.635 2.038 1.322 1.795 1.735 1.393 1.670 1.349 1.358 1.465 1.619 2.123 1.815 1.554 1.959 2.375 1.650 1.540 1.257 1.408 1.242 0.989 0.000
2.152 2.397 2.668 2.152 2.662 2.110 2.669 2.012 2.003 2.089 2.291 2.030 2.940 2.239 2.251 2.526 2.729 2.204 3.142 2.616 2.148 2.521 2.398 3.458 3.068 2.225 3.601 3.761 2.278 1.966 2.245 1.986 2.461 1.969 1.682 0.000

Gera
Fifi
Olym
Lito
Farsa
Bralo
Piga
Viti
Katsi
Grik
Kory
Grev
Koza
Verg
Sofy
Kilk
Evzo
Lept
Edes
Vego
Alis
Adri
Dram
Xant
Linos
Sapes
Fere
Asti
Leon
Sela
Serre
Kormi
Eren
Bd21
Bd21-3
HU1.6

2.663 1.630 1.953 1.875 1.874 1.611 1.901 1.595 1.457 1.819 1.843 1.830 1.780 2.134 1.676 1.795 1.773 1.681 2.131 1.679 1.722 2.088 1.717 2.123 1.815 1.873 1.866 1.969 1.445 1.718 1.760 1.623 1.581 1.564 0.871 1.564 0.000 Koz-3
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EK 25. 19 B. hybridum popiilasyonunda Nei yansiz genetic uzaklik ikili popiilasyon matrisi

Cera Fira Tempi

0.000
0.645
0475
0.556
0.252
0543
0.295
0542
0.389
0472
0488
0499
0.600
0.702
0.740
0.683
0529
0.617
0569

0.000

0907  0.000
1070 023
0618 0374
0925  0.269
0921 0336
0955 0445
0643 0515
1031 0389
0931 0430
0973 0435
1197 0541
0847 0701
1155 0513
0866  0.664
0807 0713
0869 0488
1136 0480

Farsa

0.000
0435
0.348
0373
0.662
0588
0.5%
0.594
0.683
0.835
0.779
0.605
0.639
0.716
0.619
0.753

EK 26. B. stacei’de Nei genetic uzaklik ikili poiilasyon matrisi

Gyth
0.000
0.688
0.477
0.399
1.161
0.864
0.543

Hota Anfi
0.000
0.602 0.000
0.536 0.556
0.695 1.002
0.633 0.693
0.618 0.424

Athen  Mega  Ahla  Gyth Hota  Para Amfi
0.000
0274 0,000
0222 0313  0.000
0531 0521 0462  0.000
0350 0561 0323 0678 0000
0398 0437 0230 0316 0519 0000
0482 0516 034 0606 0729 0448  0.000
0349 0449 0271 0408 063 0259 0261
0553 0592 0331 0594 0646 0319 0460
0458 0421 0699 0818 085 0687 0841
0571 0467 0529 0839 0813 081 0841
0480 0477 0497 0831 0810 0674 0734
0370 0611 0368 0823 0542 0518 0680
0460 0503 0441 0503 0567 0447  0.666
0567 0619 0419 0645 0721 0403  0.6%
Veli ABR114 AL11  AL5.2
Gyth
Hota
Amfi
0.000 Veli
0.864 0.000 ABR114
0.848 1.146 0.000 AL1l1
0.409 1.108 0.731 0.000 AL5.2
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Katsi

0.000
0.399
0573
0.798
0.714
0.622
0711
0.623

Grik

0.000
1018
0.852
0.800
0.790
0.772
0.601

Pros

0.000
0.703
0.561
0812
0.786
1179

Linos

0.000
0.544
0.629
0.636
1.044

Thaso

0.000
0537
0.662
1.002

Asti

0.000
0.450
0.888

ABR113 MA12

0.000
0.741

Gera
Fira
Tempi
Farsa
Athen
Mega
Ahla
Gyth
Hota
Para
Anffi
Katsi
Grik
Pros
Linos
Thaso
Asti
ABR113
0.000 MA12
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