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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
BAZI YERLI VE YABANCI EKMEKLIK BUGDAY GENOTIPLERININ GENETIK
YAPISININ MOLEKULER BELIRTECLER ILE BELIRLENMESI
Biisra YURUK
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Bugday, Tiirkiye’de ve diinyada toplam tarim alanlar1 igerisinde oldukca yiiksek bir paya sahip
olmasi ve en temel besin maddelerinin hammaddesini olusturmasi nedeniyle, hem ge¢cmiste
hem de giinlimiizde olduk¢a 6nem arz etmekte olan stratejik bir bitkidir. Diinyadaki ekilebilir
tarim arazilerinin kisitli olmasindan dolayi, zamanla artacagi Ongdriilen niifusun besin
ihtiyacini kargilamak ancak birim alandaki verim artisiyla miimkiin olacaktir. Verimi artirmanin
en iyi yolu ise yeni g¢esitlerin 1slah edilmesidir. Islahgilar son yillarda klasik bitki 1slahinda
karsilasilan sorunlar1 asmak amaciyla genetik karakterizasyon c¢alismalarina yonelmislerdir. Bu
tez ¢alismasinda yerli ve yabanci 96 bugday genotipinde 8 SSR lokusu (Xgwm136, Xgwm160,
Xgwml161, Xgwm295, Xgwm312, Barc53, Barc84 ve Barc319) ve 4 ISSR lokusu (UBC811,
UBCB823, UBC835 ve UBC844) kullanilarak genetik karakterizasyon yapilmigtir. Calismada
kullanilan SSR lokuslarmin 5 tanesi (Barc53, Barc84, Barc319, Xgwm136 ve Xgwm?295)
monomorfik, 3 tanesi (Xgwm160, Xgwm161 ve Xgwm312) ise polimorfik olarak belirlenmistir
(%37,5). Analizi yapilan bugday genotiplerine ait 8 SSR lokusu i¢in toplam 18 allel tespit
edilmistir. Calismada yapilan ISSR analizinde 40 bant belirlenmis ve 33 bant polimorfik
(%82,5) olarak saptanmistir. Ortalama Shannon Sabiti 1ssr=0,112 ve lissr=0,346 olarak
hesaplanmistir. Ortalama heterozigotluk degeri ise SSR ve ISSR igin sirastyla 0,153 ve 0,246
olarak hesaplanmustir. Biitiin belirtecler bir arada degerlendirildiginde ortalama polimorfik bilgi
igerigi PIC=0,269 olarak hesaplanmistir. Genetik benzerlik degerleri kullanilarak UPGMA
kiimelendirme yontemi ile dendrogram olusturulmus ve ¢alisilan bugday cesitlerinin 2 ana
kiimeye ayrildigi gozlenmistir. Bu tez calismasi sonucunda elde edilen bilgiler bugdayda
genetik cesitlilik, genetik yapi, 1slah ve gesit gelistirme {izerine olan diger c¢alismalara, bazi
bugday c¢esitlerinin 1slah ¢alismalar1 i¢in seleksiyonunun kolaylastirilmast ve 1slah
calismalarinin temelini olusturmasi agisindan 6nemli katkilar saglayacaktir. Calisma sonucunda
genetik olarak birbirine uzak olarak belirlenen genotipler arasinda yapilacak melezlemeler ile
varyasyon miktar1 ve bugday islah ¢aligsmasinin basar1 sans1 artirilabilir.

Anahtar kelimeler: Bugday, SSR, ISSR, Genetik Cesitlilik, Molekiiler Belirtegler
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ABSTRACT

MSc. Thesis
DETERMINATION OF GENETIC STRUCTURE OF SOME LOCAL AND FOREIGN
BREAD WHEAT GENOTYPES WITH MOLECULAR MARKERS
Biisra YURUK
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Wheat is a strategic crop due to having a high ratio in the total agricultural area both in Turkey
and the world, and also being raw material for the most basic nutrients. Therefore, it constitutes
a considerable important place in both past and present. Due to the limited number of arable
land in the world, it will be possible to meet the nutritional needs of the population which is
predicted to increase in time only with the increase in the yield per unit area. The best way to
increase yield is the breeding of new plant varieties. In recent years, breeders have turned to
genetic characterization studies in order to overcome the problems encountered in classical
plant breeding. In this thesis, the genetic characterization of 96 wheat genotypes was performed
by 8 SSR loci (Xgwm136, Xgwm160, Xgwm161, Xgwm?295, Xgwm312, Barc53, Barc84, and
Barc319) and 4 ISSR loci (UBC811, UBC823, UBC835, and UBC844). Five SSR loci (Barc53,
Barc84, Barc319, Xgwm136, and Xgwm?295) were monomorphic and three (Xgwm160,
Xgwm161, and Xgwm312) were polymorphic (37.5%). A total of 18 alleles were identified for
8 SSR loci. In the study, 40 bands were determined in ISSR analysis and 33 bands were found
to be polymorphic (82.5%). The mean Shannon Index was calculated as Issg=0.112 and
lissk=0.346. The mean heterozygosity value for SSR and ISSR was calculated as 0.153 and
0.246, respectively. When all markers were evaluated together, the mean polymorphic
information content was calculated as PIC=0.269. Dendrogram was formed by UPGMA
clustering method with genetic similarity values and it was observed that wheat varieties were
divided into two main clusters. The information obtained as a result of this thesis will contribute
to other studies on genetic diversity, genetic structure, breeding and cultivation development in
wheat in order to facilitate the selection of some wheat varieties for breeding studies and to
form the basis of breeding studies. Genetically distant genotypes determined from this study
can be used to increase the amount of variation and the success of the wheat breeding study.
Key words: Wheat, SSR, ISSR, Genetic Diversity, Molecular Markers
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1. GIRIS

Bugday, Tiirkiye’de ve diinyanin hemen her yerinde yetistirilebilen, temel gidalarinin
hammaddesini olusturan, toplam tarim alanlar1 icerisinde yiiksek bir paya sahip olan, oldukga
onemli, stratejik bir bitkidir. Yiiksek adaptasyon yetenegi sayesinde her iklimde yetistirilebilir,
tarim1 kolay ve makinaya dayalidir. Ayrica diinya toplam tahil iiretiminin %28’ini bugday
olusturur (Tarim ve Orman Bakanligi [TOB], 2019). Bu sebepler nedeniyle bugdaydaki
calismalar oldukca 6nem arz etmektedir (Ozberk, Karagdz, Ozberk ve Atli, 2016).

Artacag1 ongoriilen diinya niifusunun en 6nemli sorunlarindan biri olan beslenme, ancak
{iretimin artirilmasiyla ¢dziilebilir. Uretimin artirilmasi icin, diinyada yeni tarrm alanlarinin
olusturulmasi miimkiin olmayacagindan, birim alandaki verimin artirilmasi gerektigi agikardir.
Bu da 1slah metotlar ile miimkiindiir. Ancak geleneksel 1slah metotlari, baz1 kisitlarindan ve
getirdigi sorunlardan dolay1r ¢oziim icin yeterli degildir. Bu nedenle yeni teknolojilerin
kullanilmasi gereklidir. Islahgilar, geleneksel 1slah metotlarinin getirdigi sorunlari ¢ozmek icin
genetik belirtegleri kullanmiglardir (Collard ve Mackill, 2007). Belirteg, genomun 6zgiil
bolgelerinde bulunan, belirli bir genin veya oOzelligin yerini belirlemede kullanilan
isaretleyicilerdir (Devran, 2016). Belirteglerin 6zelliklerine gore farkli gesitleri bulunmaktadir.
Kullanilan belirtegler yapilan ¢alismaya ve istenilen sonuca gore farklilik gosterebilir. Genetik
belirteglerinin kullanilmasiyla, DNA diizeyinde ayirt edici 6zellik tespit edilebilir ve bitkinin
biiyiimesine gerek kalmadan erken dénemde pozitif se¢ilim yapilabilir. Boylece verimli bitki
hatlarinin gelistirilebilmesi i¢in istenilen karakterlerin etkili ve hizli bir sekilde aktarilabilmesi
saglanabilmektedir. Genetik cesitlilik ¢alismalarinda farkli DNA belirtecgleri kullanilmaktadir
ve bu sistemlerinin kullanigliliginin karsilastirilmasi bitki 1slahi analizleri i¢in 6nemlidir. Ciinkii
kullanilan sistemlerin laboratuvardan laboratuvara transfer edilmesi ve tekrarlanabilir sonuglar

icin standart hale getirilmesi, elde edilen verilerin karsilastirilmasina yardimer olacaktir.

Bu tez calismasinda yerli ve yabanci ekmeklik bugday genotiplerinin ISSR ve SSR
lokuslart ile genetik yapilarinin saptanmasi, calisilan bugday genotiplerinde bazi genetik
parametrelerin tahmin edilmesi ve bugday genotiplerinin molekiiler filogenetik analizinin
yapilmast amaglanmistir. Tez ¢aligma sonunda elde edilen bilgilerin bugdayda genetik
cesitlilik, genetik yapi, 1slah ve ¢esit gelistirme {izerine olan diger ¢aligmalara 6nemli katkilar

saglamasi beklenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Bugdayn Ozellikleri ve Onemi

Bugday, bugdaygiller (Poaceae) familyasina ait tek yillik otsu bir bitkidir. Bugdayin
tarihi neredeyse insanlik tarihi kadar eskidir ve bugday medeniyetle birlikte gelisen bir kiiltiir
bitkisidir. Adaptasyon yetenegi geligsmistir ve her iklime uyum saglayabilecek Ozelliktedir.
Tarimimin makinaya dayali olmasi, pazarlama, tasima, depolama ve islenmesindeki kolaylik,
tireticileri bugday tarimimna tesvik etmektedir (Yilmaz ve Ezici, 2016). Bugday insan
beslenmesindeki en temel gidalarin (unlu mamuller, makarna, irmik, biskiivi ve bulgur)
hammaddesini olusturmaktadir ve besin degeri oldukga yiiksektir (Atar, 2017). Ayn1 zamanda
ciftlik hayvanlari i¢in bir yem maddesi olarak da yetistirilmektedir. Tarimi yapilan bugdaylarin
yaklasik %95°1 hekzaploid genoma sahiptir, kalan %5’lik kisim ise makarnalik bugday ve
nispeten daha az yetistirilen diger tiirleri igermektedir (Venske, dos Santos, Busanello,
Gustafson ve de Oliveira, 2019). Anadolu, Bat1 iran ve Kafkasya bolgeleri bugdaym orijin
merkezi olarak bilinmektedir. Kromozom sayilar1 ve genom formiillerine gore bugday diploid
(AA), tetraploid (AABB) ve hekzaploid (AABBDD) olarak 3 grupta siniflandirilmaktadir.
Triticum cinsinde yer alan tiirler sahip olduklari genom bakimindan ii¢ grupta toplanmistir

(Giilmezoglu ve Tolay, 2016);

e Diploid grup (Kaplica grubu bugdaylar)
e Tetraploid grup (Makarnalik bugday)
e Hekzaploid grup (Ekmeklik bugday)

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum) birbiriyle iliskili 3 diploid genomun
kombinasyonu olan allohekzaploid bir tiirdiir (2n =6 x =42, AABBDD genomlari). A genomu
T. urartu, B genomu Aegilops speltoides’in yakin akrabasi olan bir tiir ve D genomu ise
Aegilops tauschii kaynaklidir. Hekzaploid T. aestivum tiiriiniin ise muhtemelen Verimli Hilal
olarak adlandirilan bolgede giiniimiizden 8.500-10.000 y1l 6ncesi donemler T. turgidum ve
Aegilops tauschii arasindaki dogal melezlemeler sonucu ortay ¢iktigi tahmin edilmektedir
(Venske vd., 2019). Tahillarin tariminin diinya iizerinde genis alanlarda yapilabilmesi alloploid
dogasi geregi ¢evresel adaptasyonunun yiiksek olmasindan yani genomik esneklik adi verilen

ozellikten kaynaklandig bildirilmektedir (Venske vd., 2019).



Tahillarin iilke ekonomisine katkis1 ¢ok yonliidiir. Bu katkilar tarim arazilerinin
kullanilmasinda, tarimsal iiretimde, halkin beslenmesinde, i¢ ve dis ticarette ve milli gelirde
kendini gostermektedir. Bugiin diinyadaki tilkelerin biiyiik bir kismi bugdayi stratejik bir {iriin
olarak kabul etmektedir. Bugdayin ekonomik énemi yaninda Tiirkiye i¢in sosyal, kiiltiirel, tarihi
degeri de vardir ve Tiirk insaninin baglica gida hammaddesidir. Tiirkiye’de bugday yetistirilen
tim alanlarda bugdayla baglantili en degerli iirlin ekmektir. Ekmek, Tiirk insaninin gida
tilkketiminde 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle bugdayin diger iilkelere gore Tiirkiye i¢in

onemi daha fazladir (Kizilaslan, 2004).

Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanliginin (USDA) 2018/19 iiretim sezonu Aralik
ay1 verilerine gore 2,6 milyar ton olan diinya toplam tahil {iretiminin %28’ini bugday tiretimi,
432,4 milyon ton olan diinya toplam tahil ihracatinin %42 ’sini bugday ihracati olusturmaktadir.
Diinya bugday ekim alaninin yaklasik %55°ini Hindistan, Avrupa Birligi (AB) iilkeleri, Rusya,
Cin ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD) olustururken, bu iilkeler diinya bugday iiretiminin
yaklagik %66’sin1 olusturmaktadir. Diinya bugday ihracatinda dnemli iiretici iilkeler olan AB,
Rusya, Kanada ve ABD ilk siralarda yer alirken Ukrayna ve Avusturalya da 6nemli bugday
ihracat1 yapan tilkeler arasindadir (TOB, 2019).

Tiirkiye’de ise tarim yapilabilir alan igerisinde %4 1°lik pay1 tahillar olustururken toplam
tahil alani i¢erisinde %49’luk pay1 bugday olusturmaktadir. Tiirkiye, USDA nin verilerine gore,
6 milyon tonluk bugday ihracat ile diinya siralamasinda 9. sirada yer almaktadir ve lilkemizde
bugday kendi kendine yeterlilik seviyesi yillar itibariyle %95-100 arasinda seyretmektedir.
Ancak bazi yillar iklim kosullarinin elverissiz olmasindan dolayr bugdaya olan talep
karsilanamamakta ve ithalat yapilmaktadir. Yillar itibariyle bugday ithalatindaki artigin temel
sebebi i tiiketimi kargilamak degil bugdaya dayali mamul madde ihracatinin giderek artmasidir
(Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK], 2018). Bugday insanlarin beslenmesinde bdylesine énem
arz etmesine ragmen, son yillarda iiretimi piring ve misir iretiminin gerisine diigmiistiir.
Gelecekte artacagi ongoriilen insan niifusuna yeterli gelebilmesi igin tretiminin artiriimasi
gereklidir (Atar, 2017). Diinyadaki tiretim miktarlarina bakildiginda bugdayin misirdan sonra
ikinci siray1 aldigr goriilmesine ragmen Tiirkiye’de bugday tiretimi birinci sirada yer almaktadir
(Balkan, 2019). Diinyada yaklasik 14 milyar hektar karasal alan bulunmaktadir. Bu alanlarin
sinirli bir kisminda tarimsal iiretim yapma imkani vardir. Diinya, {izerinde var olan topraklarin
azimsanamayacak bir miktari ise erozyon, topragin bir yolla kaplanmasi, yanlis ve asir1 sulama,

tuzlanma, organik maddesi ve yapisinin bozulmasi, asitlesme, uygun olmayan kullanimlarla



kirlenme, asir1 kimyasal giibre kullanimi, hatali toprak isleme vb. yollarla bozulmakta ve gergek
niteligini kaybetmektedir. Yeni iiretim teknikleri ve uygulamalar ortaya koyulmadig takdirde,
2050 yilinda islenen verimli arazi miktarinin 50 yil 6ncesinin ancak dortte biri kadar olacagi
ileri siiriilmektedir (Ozaytekin ve Gezgin, 2015). Diinya niifusunun giin gectikge arttig1 goz
onlinde bulunduruldugunda; su anki niifus artis hiziyla, 2050 yilinda diinya niifusunun 10
milyara yaklasacagi; bununla birlikte diinyadaki ac¢lik oraninin da, niifusun artmasi ve tarim
alanlarinin azalmasiyla giin gectikge artacagi tahmin edilmektedir. Gelecekte diinya niifusunun

beslenebilmesi i¢in gida iiretiminin artirilmasi gerekecektir.

Ulkemiz acisindan toprak varligimizi degerlendirecek olursak durum daha da ciddidir.
Tiirkiye, glinlimiizde tretebildigi pek ¢ok tarimsal {iriinii disaridan almaya yonelmistir. Bu
durum bir yandan disa bagimlilig1 arttirirken, bir yandan da tarim alanlarinin bosalmasina yol
acmustir. Tiirkiye’nin son 10 yilda toplam tarim alanlarinin %4ine yakini, islenen tarim
alanlarmin ise %9‘una yakini, tarim alanlarmin amag¢ dis1 kullanimi ve yanlis iglemler gibi
sebeplerle kaybedilmistir. Niifus artig hizinin ve kisi basina tahil tiiketiminin yiiksek oldugu
tilkemizde iiretim miktarinin arttirilmasi, bunun i¢in de verimi arttirici tedbirlerin alinmasi
gerekmektedir (Bayar, 2018). Yeni alanlarin tarima agilmasmin miimkiin olmadigi ve
tilkemizde kullanilan tarim alanlarinin maksimum siniria ulastigi diistiniildiiglinde, tiretimi
artirmanin en etkili yolunun, birim alandaki verimin artirtlmasini saglayacak olan bitki 1slahi
olmasi kaginilmazdir (Atar, 2017). Ulkemizde bugday 1slahi ile ilgili ilk ¢alismalarin 1925
yilinda Eskisehir Tohum Islah Istasyonu’nda basladigi bildirilmektedir (Altay, 2006). 1929
yilinda Kuru Ziraat Deneme Istasyonu kurulmus ve 1slah ¢alismalar1 hiz kazanmstir.
Ulkemizde ge¢misten bu yana yapilan bugday 1slah c¢alismalar1 2  ddnemde
degerlendirilmektedir; 1926-1970 aras1 donem ve 1970 sonrast donem. 1926-1970 arasi
donemde gelistirilen bugday cesitlerinden bazilar1 Sar1 Bugday 710, Sertak 52, Kira¢-66 ve
Kunduru 1149°dur. 1970 sonras1 gelistirilen bugday c¢esitlerinden bazilar1 Cumhuriyet-75,
Pamukova-97, Pehlivan, Ceyhan-99, Tosunbey, Amanos-97 ve Firat-93’tiir (Dogal Hayati
Koruma Vakfi [WWF], 2016). Gelistirilen bugday ¢esitlerinde tarimsal arastirma enstitiilerinin,
tiniversitelerin ve &zel sektdrdeki firmalarin onemli katkilar1 agikardir. Ulkemizde 2016 yili
verilerine gore, tescilli ekmeklik bugday ¢esidi sayis1 301 adet ve makarnalik ¢esidi sayist 79
adettir (Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkez Midiirligii [TTSM], 2019). Milli ¢esit
listesinde iiniversitemiz Tarla Bitkileri Boliimii tarafindan gelistirilen tescilli NKU Ziraat
(2015) isimli makarnalik bugday ve NKU Ergene (2016), NKU Lider (2016) ve NKU Asiya
(2018) isimli ekmeklik bugday ¢esitlerimiz bulunmaktadir.



2.2. Genetik Belirtecler ve Kullanim Alanlari

Bitki 1slahi, herhangi bir bitki tiiriinde, yetistirici ve pazar talepleri dogrultusunda,
bitkinin istenilen Ozelliklerinin planli bir sekilde degistirilmesi ve gelistirilmesiyle, verim,
kalite, hastalik ve zararlilara dayanikliliklarini artirmak i¢in, insan eliyle uygulanan melezleme
ve seleksiyon yontemlerine verilen genel isimdir (Yorgancilar, Yakisir ve Erkoyuncu, 2015).
Baslangicta bitkilerin fiziksel 6zellikleri, gézlem ve sezgiye dayali yontemlerin kullanildig:
klasik ya da diger ismiyle geleneksel 1slah, teknolojinin ve yeni tekniklerin gelistirilmesiyle
glinlimiizde bir endiistri haline gelmistir. Islahgilar, geleneksel 1slah ¢alismalariin getirdigi
baz1 zorluklarin agilmasini saglayabilecek yeni metotlara yonelmislerdir. Bu agidan ¢ok sayida

avantaja sahip olan belirtegler tercih edilmektedir (Altun, 2006).

Molekiiler belirtegler, genomun 6zgiil bolgelerinde bulunan, belirli bir genin veya
0zelligin yerini belirlemede kullanilan isaretleyiciler olarak tanimlanmaktadir. Belirteglerin
kullanilmasinin amact; bireyde aranan 6zelligin olup olmadigini tespit edebilmek i¢in gereken
stireyi azaltmak ve gilivenilirligi artirmaktir. Ayrica 6zelligin belirlenebilmesi icin maliyeti ve
isgliciinii en aza indirmektir. Eger DNA diizeyinde ayirt edici 6zellik tespit edilirse, bitkinin
biiyiimesine gerek kalmadan erken donemde pozitif se¢ilim yapilabilir (Giileg, Yildirim ve

Sonmezoglu, 2010). Belirteglerin;

e Genotip tanimlama,

o (esit tescili,

e Islah hatlarinin tanimlanmasi ve tohum saflik testleri,
e Hibrit ¢esit saflik testleri,

e Genetik gesitliligin belirlenmesi,

e Evrimsel ¢alismalar,

e Heterosisin belirlenmesi,

e Akrabalik diizeylerinin belirlenmesi,
e Gen kaynaklarinin genetik kokent,

e Belirtece dayali seleksiyon,

e Genetik haritalama,

e Tarimsal performansin belirlenmesi,

e Adaptasyon yeteneginin tahmini gibi birgok uygulama alani bulunmaktadir (Altun,
2006; Giileg vd., 2010; Kanlitepe, Aras ve Duman, 2010; Nadeem vd., 2018).



2.2.1. Morfolojik Belirtecler

Cigek rengi, tohum rengi, tohum sekli, tohum yapisi, bitki boyu, gibi fenotipik olarak
gozlenebilen tarimsal karakterlerin segiliminde kullanilan isaretleyicilerdir. Morfolojik
belirteglerden veri elde edilmesinin kolay olmasi, spesifik cihazlara gereksinim duymamasi,
herhangi bir biyokimyasal ve molekiiler yoOntemler gerektirmemesi gibi avantajlar
bulunmasinin yaninda sayilarinin az olusu, bitki biiylime evrelerinden, ¢evresel faktorlerden ve
genotip-gevre interaksiyonlarindan etkilenmeleri nedeniyle giintimiizde belirli bir amag igin tek
baslarina fazla kullanilmamaktadirlar. Bunlarin yani sira birbirine yakin genotipler arasindaki
polimorfizm diizeyinin diisiik olmas1 ve dominant 6zellikte olduklarindan heterozigot bireyleri
birbirinden ayiramamalari da morfolojik belirteclerin dezavantajlarindandir (Nadeem vd.,

2018; Ozsensoy ve Kurar, 2012).

2.2.2. Biyokimyasal Belirtecler

Biyokimyasal belirtecler, temeli proteinlere dayanan isaretleyicilerdir. Depo proteinleri
ve enzim proteinleri olarak iki ana grupta incelenmektedirler. Biyokimyasal belirteclerden biri
olan izoenzimler, bir enzimin farkli molekiiler agirliga ve elektroforetik mobiliteye sahip olan
fakat aym goreve sahip formlar1 veya yapisal varyantlaridir. Bu belirteglerin kodominant
olmalari, analizlerinin hizli, ucuz, giivenilir ve tekrarlanabilir olmasi avantajlari arasindadir. En
bliylik dezavantajlari ise sayilarinin ¢ok az olmasi ve sadece 6zel dokularda ve belirli bir
gelisme doneminde gozlenebilmeleridir. Morfolojik belirtegler kullanilarak belirlenen
polimorfizm oranlarinin nispeten diisiik olmasi ise bir diger dezavantajdir. Ayrica, hem
proteinler hem de izozimler gen ifadesinin tirtinleri oldugu icin ¢evresel etkilerden ve bireysel
etmenlerden daha kolay etkilenebilirler bundan dolayr kullanim alanlari sinirhidir.
Biyokimyasal belirteclerin bugday kalite 1slahinda kullanimi olduk¢a yaygindir. Bugdayda
kullanilan biyokimyasal belirteglerden yaygin olarak kullanilanlari tohumunda bulunan iki
depo protein grubu olan gliadin ve glutenindir. Depo proteinleri bir jel tizerinde hareket ettirilip
boyandiklarinda genotipler arasinda ortaya c¢ikan farkliliklar genetik belirleyici olarak
kullanilabilir. Depo proteinleri bugday 1slahinda genellikle seleksiyon amagh kullanilmaktadir.
Depo protein belirteclerinde gozlenen farkliliklarla, kalite ve diger bazi o6zelliklerin
iliskilendirilmesi ve erken jenerasyonlarda hat secimi yapilabilmektedir. izoenzimler ise
bugdayda cogunlukla gelistirilen yeni ¢esitlerin ve anaglarin tanimlanmasinda ayrica ¢esitlerin
safliklarinin korunmasi ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar (Nadeem vd., 2018; Sénmezoglu,

Yildirim, Giileg ve Kandemir, 2010; Yang, Kang, Yang, Lin ve Fang, 2013).
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2.2.3. Molekiiler Belirtecler

Molekiiler belirtegler farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligini ¢esitli sekillerde
ortaya koyan isaretleyicilerdir. Molekiiler belirte¢ler, morfolojik ve biyokimyasal belirteclere
gore daha gilivenilir olmalari, polimorfizm oranlarmin yiiksek olmasi, genotip-¢evre
interaksiyonlarindan etkilenmemeleri, bitki gelisiminin her agamasinda kullanilabilmeleri,
bitkinin olgunlasmasinin beklenmesine gerek olmamasi ve genis bir varyasyon gostermeleri

gibi avantajlar1 nedeniyle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Kanlitepe vd., 2010).

Molekiiler belirtegler;

Restriksiyon enzimleri ile kesilmis pargalarin uzunluk polimorfizmi (RFLP),
e Rastgele cogaltilan polimorfik DNA (RAPD),

¢ (Cogaltilan parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP),

e Dizisi etiketlenmis sekanslar (STS),

e Mikrosatellitler- Basit dizi tekrarlar1 (SSR),

e Basit dizi tekrarlari aras1 polimorfizm (ISSR)

e Boliinerek cogaltilmis polimorfik dizi (CAPS),

e Tek iplik tamamlama polimorfizmi (SSCP),

e Amplikon uzunluk polimorfizmi (ALP),

e Dizi iliskili ¢ogaltilmig polimorfizm (SRAP),

e Hedef bolge cogaltim polimorfizmi (TRAP),

e ifade edilmis dizi etiketleri (EST),

e Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi farkli tekniklerden olusmaktadir (Filiz ve
Kog, 2011; Kanlitepe vd., 2010).

Molekiiler belirtecler, 1slah caligmalarinda bitki seleksiyonu i¢in en uygun araglardir.
Farkli molekiiler belirte¢ c¢esitlerinin gelistirilmesi, teknolojik ihtiyaglardan, laboratuvar ve
maddi imkan farkliliklarindan, farkli tiir Ozelliklerinden, calisilmak istenen konularin
farkliliklarindan ve belirteglerin  birbirlerine kiyasla istiin ve zayif yoOnlerinden
kaynaklanmaktadir. Molekiiler belirtegler birbirleriyle karsilastirildiginda  gliniimiizde
polimorfizm diizeyi olduk¢a yiiksek oldugu icin SSR ve SNP belirtecleri daha ¢ok tercih
edilmektedir (Sonmezoglu vd., 2010).



Genomun bir lokusunda tekrarlayan rastgele niikleotit dizilerine kisa ardisik tekrarlar
(STR-“Short Tandem Repeat”) denilmektedir. Kisa ardisik tekrarlardan 1-6 bg tekrarlara ise
mikrosatellit veya basit dizi tekrarlar1 denir (Liu, 1998; Weber ve May, 1989). SSR veya
mikrosatellitler, 0karyotik genomlarda bulunan genomun farkli bolgelerinde ardisik olarak
tekrarlanan 1-6 baz ¢ifti uzunlugunda kisa dizilerden (tekrar motiflerinden) olusmaktadir.
Omek olarak (AT)n, (GT)n, (ATT)n, (GACA)n seklinde gosterilirler. Mikrosatellitleri
gevreleyen DNA dizilerinin genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda korunmus oldugu
bildirilmektedir. Farkli genotiplerde ortak bulunan tekrar bélgelerinin korunmus kenar
dizilerine 6zgii primerler kullanilarak DNA’lar polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR)
cogaltilimaktadir ve lokuslardaki tekrar motiflerinin sayisindan kaynaklanan farkli alleller
tespit edilebilmektedir (Gupta, Chyi, Romeo ve Owen, 1994). SSR belirteglerinin kodominant
olmasi, ¢ok allelli olmasi, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi, tekrarlanabilirliginin yiiksek
olmasi, genoma dagilmis olmasi ve PCR kolayligina sahip olmasi en onemli avantajlarini
olustururken; genom bilgisine ihtiya¢ duyulmasi, dizi analizi gerektirmesi, yeni belirteg
gelistirmenin gli¢liigii, zaman almasi ve pahali olmasi dezavantajlarini olusturmaktadir (Roder
vd., 1995). SSR polimorfizminin belirlenmesinde, tekrar bolgesinin yan bolgelerine
komplementer primerler gelistirilerek PCR analizi yapilir ve elde edilen DNA pargalarinin
(fragmentlerin) biiyiikliikleri elektroforetik yontemler ile belirlenir (Bandelj, Jakse ve Javornik,
2004; Varshney, Graner ve Sorrels, 2005).

Basit dizi tekrarlar: aras1 polimorfizm (ISSR), mikrosatellit lokuslar arasindaki genom
bolgeleri i¢in kullanilan genel bir terimdir. Okaryotik genomlarda tekrar eden niikleotid
birimlerinin, lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini belirlemeyi esas alan
bir yontemdir. ISSR analizinde ¢ok sayida lokus ayni anda izlenebilmektedir ve 20-60 arasinda
bant elde edilebilir (Zietkiewicz, Rafalski ve Labuda, 1994). ISSR belirtegleri kullanim
avantajlar1 nedeniyle genotiplemede, genetik ¢esitlilik calismalarinda, filogenetik ¢alismalarda
ve genom haritalarinin olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan etkili bir belirtegtir (Reddy,
Sarla ve Siddig, 2002). ISSR analizinde kullanilan primerler herhangi bir tekrar diziden dizayn
edilebilir ve 6zgilinliik i¢in tekrar dizilerine baz eklenerek uzatilabilir. ISSR primerlerinin
uzunluklart 15-30 niikleotid olabilmektedir (Filiz ve Kog, 2011). ISSR belirteglerinin
kullaniminin hizli ve maliyetinin diisiik olmasi, kolay bir yontem olmasi, yliksek derecede
giivenilirliginin olmasi, 6n dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmamas1 ve es zamanl amplifikasyon
yapilabilmesi avantajlarini; dominant olmasi ise en 6nemli dezavantajini olusturmaktadir

(Bornet ve Branchard, 2001; Ng ve Tan, 2015; Reddy vd., 2002; Zietkiewicz vd., 1994).



2.3. Bugdayda Yapilan Molekiiler Calismalar

Literatiire baktigimizda ¢esitli molekiiler belirtegler kullanilarak farkli orijinli bugday
cesit, hat veya genotiplerinde genetik ¢esitliligin belirlenmesine ve genetik karakterizasyona

yonelik caligmalar mevcuttur. Bu caligmalara bazi 6rnekler asagida verilmistir.

Prasad, Varshney, Roy, Balyan ve Gupta (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 6
kitayr temsil eden 29 farkli iilkeden orijinlenen 55 adet bugday genotipinin; genetik
cesitliliklerinin belirlenmesi, genotiplerinin tanimlanmasi ve polimorfizminin belirlenmesi
amaglanmistir. Calismada 20 SSR belirteci kullanilarak 21 lokusta toplam 155 allel tespit
edilmigtir. Ayrica DNA polimorfizminin tespitinde SSR belirteglerinin faydali oldugu
bildirilmistir.

Gao vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ekmeklik bugdayda 101 EST-SSR belirteci
gelistirilmis ve belirteglerin 74 tanesinin hiicresel yapi, stres toleransi ve depo proteinlerinin

sentezi gibi bilinen gen bolgeleri ile iligkili oldugu saptanmustir.

Adana ilinde 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, 2 T. urartu, 51 yabani kaplica ve 2
kaplica genotiplerinin morfolojik, agronomik ve molekiiler farkliliklarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Molekiiler karekterizasyonda polimorfizm orani en yiiksek ISSR primerlerinin
belirlenmesi i¢in 35 ISSR primeri, 7 kaplica genotipinde 6n taramaya tabi tutulmustur. Segilen
en polimorfik 16 ISSR primeri 55 bugday genotipinde toplam 88 bant {iretmis ve bunlarin 79
tanesi polimorfik olarak belirlenmistir (Aktas, 2007).

Altintas vd. (2008)’nin ¢alismasinda, 34 adet yerli ve yabanci gesidin (12 makarnalik
bugday, 22 ekmeklik bugday) genetik ¢esitliligini belirlemek icin AFLP ve SAMPL belirteci
kullanilmistir. 344 amplikon arasindan 214’ polimorfik bulunmustur. Cesitlerin ¢ogu

molekiiler olarak benzer saptanmustir.

Noli, Teriaca, Sanguineti ve Conti (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, bugday
genetik ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla; SSR ve AFLP belirteglerinin, giliniimiizde
kullanimda olan morfolojik belirteclerle karsilagtirilmalari amacglanmistir. Calismada 69

bugday hatti, 98 SSR primeri, 7 AFLP primeri ve 27 morfolojik karakter kullanilmistir.

Salem, El-Zanaty ve Esmail (2008) tarafindan yapilan bir calismada, SSR belirte¢lerinin
morfolojik karakterlerle karsilagtirllmasiyla, bugday genetik c¢esitliliginin belirlenmesi

amaglanmistir. Calismada 7 bugday genotipi, 15 SSR belirteci ve 9 morfolojik belirteg
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kullanilarak DNA diizeyinde degerlendirilmistir. Genotiplerin morfolojik karakterler ve SSR
belirtegleri igin farklilik gosterdigi bildirilmistir. Morfolojik karakterlere dayanan ortalama

genetik cesitlilik, SSR belirteclerinden daha yiiksek bulunmustur.

Igbal, Tabasum, Sayed ve Hameed (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 48 Pakistan
bugday ¢esidinin ve 12 yerel hatlarin genetik cesitliligi degerlendirilmis, ekmeklik bugdayda
genetik ¢esitlilik kayb1 incelenmis ve ulusal bugday yetistirme programlarinin son durumlari
belirlenmistir. Her bir bugday kromozomundan en az bir tanesini temsil eden toplam 29 SSR
belirteci kullanilarak, genetik ¢esitlilik kayiplar1 ve genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Calismada 29 lokusta toplam 80 allel belirlenmistir. Yerel ¢esitlerde ve elit
hatlarda 6nemli derecede genetik cesitlilik kayb1 gozlenmistir. Araziler arasindaki ortalama
genetik benzerlik %61 iken, 1990’dan sonra salinan gesitler %73 benzerlik gostermistir. Tim

olasi ¢iftler arasinda gozlenen genetik mesafe araligi 1,41 ile 4,90 arasinda bulunmustur.

Tahir (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, farkli kokenlere sahip 11 bugday ¢esidi,
12 SSR belirteci kullanilarak degerlendirilmistir. Ekmeklik bugday i¢in toplam 18 polimorfik
allel ve durum bugdayi i¢in 20 polimorfik allel tespit edilmistir. Calismada genetik benzerlik
degeri ekmeklik bugdayda 0,286-1,000, makarnalik bugdayda 0,333-0,818 olarak saptanmuistir.

Najaphy, Parchin ve Farshadfar (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 30 bugday
genotipinin genetik cesitliligi, 10 ISSR belirteci kullanilarak degerlendirilmistir. Caligma
sonucunda toplam 86 banttan 69’u (%80,2) polimorfik olarak tespit edilmistir. Primerlerin
cogunda ortalama PIC degeri 0,21-0,23 olarak gozlenmistir. Bu caligmada degerlendirilen
molekiiler cesitliligin, geleneksel ve molekiiler 1slah programlarinda faydali olabilecegi

belirtilmistir.

Islam, Haque, Emon, Islam ve Begum (2012)’un ¢alismasinda, 12 bugday genotipinin,
4 SSR belirteci kullanilarak genetik c¢esitliliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada
toplam 10 allel tespit edilmistir. Polimorfik bilgi i¢erigi (PIC) degerleri, 0,276 ile 0,541 arasinda
degisiklik gostermistir. 12 bugday genotipi i¢in tim SSR lokuslarinda ortalama genetik
cesitlilik, en yiiksek 0,604 ve en diisiik 0,330 olarak belirlenmistir.

Spanic, Buerstmayr ve Drezner (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 30 bugday
genotipinin genetik gesitlilikleri 24 SSR belirteci kullanilarak belirlenmistir. Lokus basina

PR

diisen allel sayist 1 ile 14 arasinda, PIC degerleri ise 0,07 ile 0,90 arasinda degistigi
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saptanmistir. En polimorfik SSR belirteci Xgwm681 olarak belirlenmistir. Genetik ¢esitliligin

belirlenmesinin 1slah programlarinin belirlenmesinde 6nemli oldugu vurgulanmistir.

Demirel (2013)’in yapmis oldugu tez ¢alismasinda, Kastamonu’dan 6rneklenen diploid
(T. monococcum) ve tetraploid (T. dicoccum) kavuzlu bugday koy ¢esitlerinin morfolojik
ozellikleri ve 54 ISSR belirteci kullanilarak molekiiler 6zellikleri incelenmistir. Caligma
sonucunda, 14 ISSR primeri degerlendirilebilir bantlar vermistir. Kullanilan 14 ISSR primeri
ile ortalama polimorfik bant sayis1 10,21 olup ortalama polimorfizm orani ise %95,42 olarak

belirtilmistir.

Sadigova, Sadigov, Eshghi, Salayeva ve Ojaghi (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Azerbaycan Cumbhuriyeti’nin farkli bélgelerinden gelen 33 bugday ¢esidinin, 22 RAPD ve 20
ISSR belirteci kullanilarak genetik iligkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma sonucunda
en yiiksek genetik cesitliligi gosteren ISSR belirteci ISSR-8, ISSR-11, ISSR-19 olarak
belirlenmistir. Calisilan iki belirtecte tipinde de yiiksek diizeyde polimorfizm tespit edilmistir.
RAPD ve ISSR belirtegleri icin ortalama PIC degerleri sirasiyla 0,789 ve 0,863 olarak
belirlenmistir. Genetik cesitlilik caligsmalarinda ISSR analizlerinin RAPD analizlerine gore

daha basarili bulundugu belirtilmistir.

Bafghi, Baghizadeh, Mohammadi-Nejad ve Nakhoda (2014)’nin yapmis olduklari bir
calismada, 20 bugday genotipinin genetik cesitliligi 126 SSR belirteci kullanilarak
degerlendirilmistir. 126 SSR lokusu i¢in toplam 1557 allel tespit edilmistir. Polimorfik bilgi
icerigi (PIC) degerinin 0,66 ile 0,94 arasinda degistigi belirlenmistir. Bu c¢aligmada ayni
zamanda bugday genetik cesitliligini incelemek ig¢in SSR belirteglerinin etkili oldugu

vurgulanmustir.

Corum’da 2015 yilinda yapilan bir ¢aligmada, Tirkiye’de dogal olarak yetisen ve 9
lokasyondan toplanan yerel emmer bugday [Triticum turgidum ssp. dicoccon (Schrank) Thell]
poplilasyonlarma ait Orneklerin 9 adet SSR belirteci kullanilarak genetik c¢esitliligin
belirlenmesi amaclanmistir. Calisma sonucunda uzunluklar1 57-376 bg arasinda degisen ve
%100 polimorfik toplam 497 allel tespit edilmistir. Popiilasyon i¢indeki genetik varyasyon %85
iken popiilasyonlar arasinda %15 olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gére SSR
belirteclerinin popiilasyon genetigi analizlerinde, genetik cesitlilik ve popiilasyon yapisin

belirleme ¢aligmalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Demir, 2015).
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Khan vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hindistan ve Tiirkiye kaynakli 95
tetraploid ve hekzaploid bugday genotipinin genetik iligkisinin belirlenmesi amaglanmaistir.
Calismada 10 ISSR ve 10 RAPD belirteci kullanilmistir. Calisma sonucunda toplam 198 lokus
(116 ISSR ve 82 RAPD) saptanmustir. ISSR primerleri arasinda, ISSR M3 maksimum sayida
polimorfik bant (16) iretmistir. Bu ¢alismanin, Hindistan ve Tiirkiye bugday cesitlerinin

genetik iligkilerini daha iyi anlamaya yonelik ilk ¢alisma oldugu belirtilmistir.

Hajiyev vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Azerbaycana ait 110 makarnalik
bugday cesidinin genetik cesitliligi, 8 ISSR belirteci kullanilarak degerlendirilmistir. Lokus
basina 9 ile 18 arasinda degisen toplam 107 allel belirlenmistir. Cesitler arasinda yiiksek
polimorfizm (%87) oldugu tespit edilmistir. ISSR belirteclerinin genetik c¢esitliligin

belirlenmesi caligmalari i¢in ayirt edici oldugu belirtilmistir.

Olgun vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 12 bugday c¢esidinin arasindaki
genetik mesafelerin belirlenerek ayriminin yapilmasi amaglanmistir. Calismada 5 ISSR ve 17
RAPD belirtegleri kullanilmigtir. Calisma sonucunda ISSR bantlarinin  polimorfizm
ortalamalar1 %95 olarak belirlenmistir. RAPD ve ISSR yontemlerinin genetik ¢esitliligi
degerlendirmek, yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ve siniflandirilmasinda kullanilabilir yontemler

oldugu belirtilmistir.

Yakisir (2015)’1n tez galismasinda bazi ekmeklik bugday genotiplerinin SSR belirtegleri
kullanilarak kuraga kars1 dayanikliklar1 belirlenmistir. Calismada 40 SSR lokusundan 10 tanesi
kuraga kars1 dayaniklilig1 belirlemek i¢in secilmistir. Yapilan analizler sonucunda Barc004,
Barc018, Barc108 ve Wmc596 primerlerinin ayirma giiciiniin yiiksek oldugu ve kurakliga
dayanikliligin belirlenmesinde 1slah ¢aligmalarinda erken seleksiyona olanak saglayacagi

bildirilmistir.

Erayman, Ilhan, Eren, Giingdr ve Akgdl (2016) tarafindan yapilan bir galismada,
Tiirkiye’deki toplam bugday alaninin %25’inde yetisen ekmeklik bugday cesitlerinin genetik,
agronomik ve kalite 6zelliklerinin incelenmesi amacglanmistir. 24 SSR belirteci kullanilarak
toplam 24 bugday c¢esidi incelenmistir. Calismada toplam 72 bant, 939 allel belirlenmistir.

Calisma sonucunda SSR belirteglerinin tiirleri ayirt etmede etkili bulundugu belirtilmistir.

Mwale, Tang ve Chilembwe (2016)’nin yapmis olduklari bir ¢aligmada, 60 adet bugday
¢esidinde 60 SSR belirteci kullanilarak genetik gesitliligin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma
sonucunda 276 allel tespit edilmis ve 48 SSR lokusu polimorfik olarak belirlenmistir.
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Altindal, Altindal ve Akgiin (2017) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, iilkemizde yaygin
olarak iiretimi yapilan dort tritikale ¢esidi ve dort tritikale hatt1 arasindaki genetik uzakliklarin
belirlenmesi amaciyla 16 ISSR belirteci kullanilmistir. Calisma sonucunda kullanilan
genotiplerdeki ortalama polimorfizm oran1 %42,27 olarak belirlenmis; ayrica, toplamda 41°i
polimorfik 97 bant belirlenmistir. Calismada, genotipik benzerlik ve farkliliklarin tespitinde

ISSR belirteglerinin oldukga giivenilir ve yararl bir teknik oldugu belirtilmistir.

Gebologlu ve Furan (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinden toplanan 23 adet ekmeklik bugday c¢esidinin, 32 SSR belirteci kullanilarak
genetik benzerlik ve farkliliklarini molekiiler diizeyde saptanmasi amacglanmistir. Yapilan
analizlerde 174 polimorfik, 5 monomorfik olmak {izere toplamda 179 skorlanabilir bant elde
edilmistir. Lokus bagina diisen allel sayis1 1 (WMC43) ile 12 (WMC153) arasinda degisim
gostermistir. Calisma sonucunda bugday ¢esitlerinin tanimlandirilmast ve siniflandirmalarinin

yapilabilmesi i¢in SSR belirteglerini kullanilmasinin yararli ve kullanish oldugu belirtilmistir.

Van’da 2017 yilinda yapilan bir ¢aligsmada, Irak’ta yetistirilen on adet ekmeklik bugday
genotipinin (Triticum aestivum L.) genetik cesitliliginin 8 SSR belirteci kullanilarak
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada 16’s1 polimorfik, 13’i monomorfik toplam 29 allel
tespit edilmistir. PIC degeri ortalamasi 0,387 olarak belirlenmistir. SSR belirteglerinin genetik
cesitliligi belirlemede iyi bir arag oldugu vurgulanmistir (Saadi, 2017).

Fu vd. (2017)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, uzun siire saklanan bugday
tohumlarinin genetik karakterizasyon g¢alismalarinin yapilmasi amag¢lanmistir. Calismada 37
SSR belirteci ve 16 bugday genotipi kullanilmistir. SSR analizi sonucunda 449 allel tespit
edilmistir. Bugday tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 arasinda anlamli bir iligki bulunmadig:

belirtilmistir.

Wang vd. (2017) tarafindan yapilan bir caligmada, ekmeklik bugdayn atas1 olarak kabul
edilen yabani bugday ¢esidinin (T. urartu) genetik ¢esitliligi ve genom bilgisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Calismada farkli cografi bolgelerden toplanan 238 bugday genotipi; morfolojik
karakterleri, genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisi bakimindan incelenmistir. Calismada
kullanilan 62 SSR belirteciyle bazi morfolojik 6zellikler arasinda énemli iligkiler gdzlenmistir.
Lokus bagma diisen allel sayis1 19,37, polimorfik bilgi igerigi (PIC) degeri ise 0,76 olarak

belirlenmistir. Calisma sonucunda SSR primerlerinin; 6nemli 6zellikleri kontrol eden faydali
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genlerin tanimlanmasinda, énemli ¢esitlerin korunmasinda ve gelecekteki kullanimlart igin

faydali belirleyiciler oldugu belirtilmistir.

Abbasov vd. (2018)’nin ¢alismasinda diploid bugday tiirlerinin SSR analizi ile genetik
iliskileri belirlenmistir. Calismada Triticum tiirlerine (Triticum urartu, Triticum boeoticum ve
Triticum monococcum) ait 139 aksesyon 11 SSR lokusu kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda 111 allel (lokus basina ortalama 10 allel) saptanmistir. PIC degerleri ise
0,3 ile 0,9 (ortalama 0,62) olarak hesaplanmistir. Tiirkiye’den 6rneklenen 3 genotip yiiksek
derecede genetik cesitlilik (PIC=0,6) gostermistir. Yapilan kiimeleme analizi sonucunda 139
aksesyon tiir seviyesinde birbirinden ayrilmistir. Triticum urartu ve Triticum monococcum

aksesyonlar1 arasinda cografik bolgelere gore herhangi bir farklilik goriillmemistir.

Salehi, Arzani, Talebi ve Rokhzadi (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kuzey ve
Bat1 Iran kaynakli bugday ile yabani akraba olan 3 tiire ait 21 genotipin genetik ¢esitliliginin
arastirilmasi amaclanmistir. Calismada 30 SSR belirteci kullanilmis ve bunlardan 20 tanesi tiir
i¢i ve tiirler arasinda polimorfik bulunmustur. Lokus basina 5 ile 13 arasinda degisen toplam
180 allel ¢ogaltilmigtir. Tiim lokuslar igin genetik c¢esitlilik degeri ortalama 0,74 ve 0,90

arasinda, polimorfik bilgi igerigi ise ortalama 0,70 ve 0,89 arasinda degismistir.

Sen ve Sarsu (2018)’nun yapmis olduklari bir ¢alismada, sodyum azid (NaN3)
kullanilarak indiiklenen ileri mutant bugday hatlarinda (Triticum aestivum), genetik cesitliligin
belirlenmesi i¢in SSR belirtegleri kullanilmistir. Calisma sonucunda: ortalama polimorfizm
oran1 %29,44, polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri 0,82, belirteg indeksi (MI) 1,95 ve belirteg
¢Oziiniirlikk giicii (Rp) 1,31 olarak hesaplanmistir. 28 SSR belirteci arasindan ikisi (Xwmc170

ve Xcfd6) en yiiksek polimorfizm oranina sahip belirtecler olarak tespit edilmistir.

Yadav, Vijapura, Dave, Shah ve Memon (2019)’un yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 9
bugday genotipinin genetik cesitliliklerinin 14 SSR belirteci kullanilarak degerlendirilmesi
amaglanmustir. 14 primer arasinda bir primer herhangi bir amplifikasyon gostermemistir. Kalan
13 primer arasinda dordii polimorfik bantlar liretmis ve geri kalan dokuzu monomorfik
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, belirte¢ yardimli seleksiyon teknolojisi ile genetik
cesitliligin degerlendirilmesinin ve bugday cesitlerinin tanimlanmasinin geleneksel 1slah

yaklasimlarina kiyasla kolay ve hizli bir yaklagim oldugu sonucuna varilmstir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu aragtirma, 2019 yilinda Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji Bolimi, Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda ylriitiilmiistiir.
Arastirmada kullanilan ekmeklik bugday cesitlerine ait tohumlar Tekirdag Namik Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii’'nden temin edilmistir. Calismada

kullanilan yerli ve yabanci bugday cesitleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan bugday ¢esitleri

(&glaeli{ Ornek Ad1 ?(rolaeli( Ornek Ad1 %g%eli( Ornek Adi
1 Aglica 33 Alka 65 MAY 8462
2 Esperia 34 Artico 66 Nota
3 Genesi 35 Avorio 67 Rumeli
4 Kate Al 36 Bono Dea 68 Saban
5 MAY 8059 37 Dena 69 TT 601
6 Mihelca 38 Enola 70 Venka 1
7 Nogal 39 Fiorino 71 Benostaja 1
8 Tekirdag 40 Glosa 72 Bereket
9 Tsarevets 41 Hakan 1 73 Delebrad 2
10 Yiiksel 42 Iridium 74 Geya 1
11 | Antille 43 | Inci 20 75 | BC Mandica
12 Albatros 44 Kaan 76 Milena
13 Atilla 12 45 Montar 77 Momitchill
14 BC Anica 46 Nina 78 Muratbey
15 Dropia 47 Prostor 79 Nomade
16 Enargo 48 Sar1 Mustafa 80 Rebelde
17 Fetih 49 Selimiye 81 Safir
18 Galayeta 50 Tanya 82 Segor
19 Gelibolu 51 Tekira 83 Sagittario
20 Hiiseyinbey 52 Turkuaz 84 MV Suba
21 Koprii 53 Yunak 85 Syrena odes’ka
22 Krasunia odes’ka 54 BC Bernarda 86 Viktoria
23 | KWSWW-01 55 | BC irena 87 | Quality
24 | Pehlivan 56 | BC Lira 88 | NKU Asiya
25 Prima 57 BC Tena 89 Maden
26 Saraybosna 58 Deya 90 Sana
27 | Sertori 59 | NKU Ergene 91 | Pandas
28 Turan 60 Flamura 85 92 Bora
29 Yubileynaya 100 61 Golia 93 Andino
30 | Adagio 62 | Iveta 94 | NKU Lider
31 Adelaide 63 KWS WW-02 95 Tina
32 Aldane 64 Lorena 96 Tosunbey

15



3.2. Bitki Materyalinin Cimlendirilmesi

Calismada kullanilacak yerli ve yabanci bugday tohumlari, her cesitten 10’ar tane
olacak sekilde kirik olmayan, embriyo kararmasi bulunmayan ve nispeten dolgun olanlarindan
secilmigtir. Ekimden 6nce tohumlarin yiizey sterilizasyonu manyetik karistirict kullanilarak
%S5’1ik sodyumhipoklorit (NaClO) ¢ozeltisiyle yapilmistir. 15 dk NaClO ¢ozeltisiyle sterilize
edilen tohum o6rnekleri 3’er kez 5’er dk saf sudan gegirilerek durulanmistir. Son durulama
isleminden sonra tohumlar siiziilerek kurutma kagidina alinmis ve bir miktar kuruduktan sonra
icerisinde kurutma kagitlar1 bulunan steril petri kaplarma 10 adet/petri olarak ekimleri

yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bugday tohumlarinin yiizey sterilizasyonu ve petrilere ekimi

Petrilerin iizerine 4 ml saf su eklenmistir ve su miktar1 azaldikca petrilere saf su ilavesi
yapilmistir. Cimlenme siiresince igerisinde kiif olusumu gozlenen petrilerdeki kurutma kagitlar
degistirilmistir. Ortalama 6 giin ¢imlendirilen tohumlarm 6 cm uzunluguna ulagan bugday
filizleri, her birey ayri ayr1 olmak iizere, 2 ml’lik steril santrifiij tiiplerine stok bitki materyali
olarak alinmis ve DNA izolasyonuna kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.2). Daha

yavas gelisen 6rneklerin hasadi, bugday filizleri yeterli uzunluga gelinceye kadar bekletilmistir.
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Sekil 3.2. Cimlenen bugday tohumlarinin santrifiij tiiplerine alinmasi

3.3. DNA izolasyonu

Yeterli miktarda ve kaliteli DNA elde etmek amaciyla, bu tez ¢alismasi kapsaminda
manuel DNA izolasyon yontemi ve bu yontemin modifikasyonlari denenmistir. Yapilan 6n
caligmalar sonucunda Doyle ve Doyle, (1990) tarafindan gelistirilen metot kullanilmistir. DNA
izolasyonlar1 optimize edildikten sonra yeterli miktar ve kalitede, PCR analizlerinde istenilen

kalitede sonug veren DNA 6rnegi elde edilmistir.

2 ml’lik santrifiij tiiplere hazirlanmis olan bugday ornekleri daha iyi ezilebilmesi i¢in
once bistiiri yardimiyla kiigiik pargalara kesilmis daha sonra cam gubukla tiip igerisinde iyice

ezilerek DNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Bugday 6rneklerinin bistiiri ile par¢alanmasi ve cam ¢ubuk ile ezilmesi
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DNA izolasyon yonteminde uygulanan basamaklar su sekilde siralanmaktadir:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Iyice ezilen 6rneklerin bulundugu her bir tiip {izerine dnceden hazirlanmis ve 65 °C’de
bir stire 1s1tilmis 6ziitleme tamponundan (200 mM Tris-HCL, 50 mM EDTA, 2 M NacCl,
10 mM B—Mercaptoethanol, %2 CTAB, pH: 8) 800 ul eklenmistir.

Omneklerin iizerine 0,025 gr PVP eklendikten sonra iyice karismasi igin vorteks
yapilmustir.

Ornekler 65 °C 1siticil1 blokta 60 dk 800 rpm’de ¢alkalanarak inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon islemi bittikten sonra &rneklerin iizerine 700 pl kloroform:izoamilalkol
(C:1) (24:1) eklenmis ve 10 dk vortekslenerek iyice karismasi saglanmistir.

10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmis ve siipernatant 1,5 ml’lik steril santrifiij
tiiplerine aktarilmistir.

Orneklerin iizerine 700 pl C:1 (24:1) eklenmis ve 10 dk vortekslenerek iyice karigmasi
saglanmustir.

10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmis ve slipernatant 1,5 ml’lik steril santrifiij
tiiplerine aktarilmistir.

Orneklerin iizerine 500 pl soguk isopropanol, 60 pl sodyum asetat (3M), 50 pl potasyum
asetat (5M) eklendikten sonra tiipler nazikg¢e karistirilmis ve -20 ‘C’de 2 saat
bekletilmistir.

10 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra pelletin diismemesine dikkat edilerek
istteki sivi kisim dokiilmistiir ve tilipler ters cevrilerek pellet kisa bir siire
kurutulmustur.

Pellet nazik¢e yerinden oynatildiktan sonra tizerine 1.000 pl etil alkol (%70) eklenmis
ve 10 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

Pelletin diigmemesine dikkat edilerek iistteki sivi kisim dokiilmiistiir ve tiipler ters
cevrilerek pellet bir siire kurutulmustur.

Pellet nazikce yerinden oynatildiktan sonra tizerine 1.000 pl etil alkol (%70) eklenmis
ve 10 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

Pelletin diigmemesine dikkat edilerek iistteki sivi kisim dokiilmiistiir ve tiipler ters
cevrilerek pellet tamamen kuruyuncaya kadar ortalama 2 saat kurutulmustur.

Pellet 100 ul TE (10 Mm Tris-HCL, 1 Mm EDTA, pH:8) tamponu i¢inde ¢oziilmiis ve
37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

Izole edilen DNA’lar PCR islemine kadar +4 °C’de saklanmustir.
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3.4. DNA Miktar ve Kalite Tayini

Izole edilen DNA orneklerinin miktar ve kalite olgiimleri Nanodrop® 1000
spektrofotometre cihazi (Sekil 3.4) ve Nanodrop Lite Spectrophotometer (ThermoScientific)
kullanilarak yapilmustir. Olgiimler, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii, Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda ve Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bolimii

Biyometri Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmaistir.
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Sekil 3.4. DNA o6l¢iim sonuglarinin Nanodrop® 1000 (ThermoScientific) spektrofotometre
cihazi programdaki goriintiisii

Yapilan 6l¢limlerin sonucunda DNA miktarlari, 173,4 ng/pl ile 1495,0 ng/ul arasinda,
260nm/280nm degerleri ise 1,99 ile 2,14 arasinda belirlenmistir (Cizelge 3.2). Elde edilen
genomik DNA o6rneklerinin konsantrasyonlart SSR analizi i¢in 50 ng/ul, ISSR analizi i¢in 10
ng/ul olacak sekilde sulandirilmistir.
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Cizelge 3.2. izole edilen bugday genomik DNA 6rneklerinin Nanodrop 8l¢iim sonuglar

gggﬁk 260/280 | ng/ul gggﬁk 260/280 | ng/ul 22‘0"3“ 260/280 | ng/ul
1 | 209 | 9090 | 33 | 208 | 7204 | 65 | 204 | 4095
2 | 207 | 4639 | 34 | 205 | 6610 | 66 | 206 | 4852
3 | 206 | 8341 | 35 | 207 | 5932 | 67 | 206 | 4925
4 | 207 | 5419 | 36 | 205 | 8020 | 68 | 202 | 58L8
5 | 207 | 307.2 | 37 | 205 | 9464 | 69 | 204 | 4684
6 | 208 | 6948 | 38 | 206 | 9023 | 70 | 208 | 3039
7 | 210 | 7651 | 39 | 207 | 8966 | 71 | 206 | 4298
8 | 210 | 8495 | 40 | 211 | 7930 | 72 | 202 | 3024
o | 202 | 5814 | 41 | 206 | 80L6 | 73 | 241 | 1972
10 | 208 | 3918 | 42 | 205 | 8260 | 74 | 206 | 2364
11 | 211 | 12228 | 43 | 207 |11930| 75 | 204 | 2449
12 | 211 | 12891 | 44 | 207 |10961| 76 | 208 | 4448
13 | 207 | 8216 | 45 | 208 |14950| 77 | 201 | 2280
14 | 214 | 8675 | 46 | 206 | 7302 | 78 | 208 | 2613
15 | 206 | 9360 | 47 | 207 | 6543 | 79 | 202 | 2605
16 | 209 | 9367 | 48 | 205 | 6764 | 80 | 204 | 3246
17 | 210 | 10886 | 49 | 206 | 7574 | 81 | 206 | 227.0
18 | 210 |12224| 50 | 208 | 9530 | 82 | 208 | 4093
19 | 209 | 6656 | 51 | 206 | 9143 | 83 | 204 | 4517
20 | 210 | 11806 | 52 | 206 | 7113 | 84 | 206 | 207.7
21 | 207 |11786| 53 | 201 | 6359 | 85 | 205 | 6821
22 | 200 |13852| 54 | 200 | 4955 | 86 | 203 | 3972
23 | 207 | 9320 | 55 | 204 | 2266 | 87 | 205 | 3076
24 | 207 | 5255 | 56 | 208 | 1752 | 88 | 205 | 2997
25 | 210 | 6269 | 57 | 206 | 2481 | 89 | 203 | 5951
26 | 208 | 5540 | 58 | 206 | 2906 | 90 | 204 | 4973
27 | 207 | 8546 | 59 | 202 | 2858 | 91 | 201 | 3414
28 | 203 | 5444 | 60 | 206 | 4113 | 92 | 203 | 2567
20 | 214 | 5107 | 61 | 199 | 4487 | 93 | 201 | 1734
30 | 207 | 8191 | 62 | 208 | 1832 | 94 | 214 | 6874
31 | 207 |10312| 63 | 203 | 2602 | 95 | 206 | 3160
32 | 209 | 9387 | 64 | 205 | 4438 | 96 | 212 | 7037
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3.5. SSR Analizleri

3.5.1. SSR Primerlerinin Belirlenmesi

Bugday c¢esitlerinin genetik yapisinin arastirilmasi i¢in segilecek SSR primerlerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan literatiir taramalar1 sonucunda (Réder vd., 1998, 2002; Song vd.,
2005) 8 SSR Primer ¢ifti tez ¢alismasinda kullanilmak iizere belirlenmistir. Bu primerlerin
belirlenmesinde; primerlerin polimorfizm oranlarinin yiiksek olmasi, ayni floresan boya ile
isaretlenmis olan primerlerin multiplex PCR analizinde kullanilabilmesi i¢in PCR iirlinii
uzunluklarinin farkli olmasi, primerlerin baglanma sicakliklarinin birbirine yakin olmasi ve PIC
degerlerinin yiiksek olmas1 gibi 6zellikler dikkate alinmistir. Belirlenen SSR primer ciftlerine
ait bilgiler ve beklenen bant biyiikligii Cizelge 3.3’te verilmistir. Kullanilacak SSR
lokuslarinin analizlerinde M13 isaretleme yontemi (FAM, NED, PET veya VIC floresan boya
ile isaretli) kullanilmistir (Schuelke, 2000).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilmak tizere belirlenen SSR primerlerine ait bilgiler

SSR Primer Dizisi (Sekans1) 5°—3’ Tekrar Bant
Primeri [F: Forward (ileri) Primer, R: Reverse (Geri) Primer] Motifi | Biiyiikliigii

F: 5’-FAM-GACAGCACCTTGCCCTTTG-3’

Xgwm136 (CT)ss 278 bg
R: CATCGGCAACATGCTCATC
F: 5’-PET-TTCAATTCAGTCTTGGCTTGG-3’

Xgwm160 (GA)21 184 be
R: CTGCAGGAAAAAAAGTACACCC
F: 5°-NED-GATCGAGTGATGGCAGATGG-3’

Xgwm161 (CT)is 154 be
R: TGTGAATTACTTGGACGTGG
F: 5°-NED-GTGAAGCAGACCCACAACAC-3’

Xgwm?295 (GA)2s 254 bg
R: GACGGCTGCGACGTAGAG
F: 5’-PET-ATCGCATGATGCACGTAGAG-3’

Xgwm312 (GA)3; 216 bg
R: ACATGCATGCCTACCTAATGG
F: 5’-VIC-GCGTCGTTCCTTTGCTTGTACCAGTA-3’

Barc53 (TAGA), 298 bg
R: GCGCGTCCTTCCAATGCAGAGTAGA
F: 5’-VIC-CGCATAACCGTTGGGAAGACATCTG-3’

Barc84 (ATG)s 110 bg
R: GGTGCAACTAGAACGTACTTCCAGTC
F: 5’-FAM-GCAGAGCTACGGCAATGT-3’

Barc319 (ATT)2s 208 bg
R: GCGTAAGTCCCGGAAGTAACAGAA
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3.5.2. SSR Lokuslarinin PCR Analizleri ve Elektroforez

Tez calismasinda PCR analizlerinde kullanilan primerler igin laboratuvar sartlarina
uygun gerekli optimizasyonlar yapilmistir. SSR primerleri igin belirlenen optimum reaksiyon

icerigi Cizelge 3.4’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilmis PCR igerigi

PCR Karisimi Son Konsantrasyon
DreamTaq Buffer 1X

dNTPler 0,2 mM

M13 Primer 0,2 uM

Geri (R) Primer 0,2 uM

fleri (F) Primer 0,05 uM

DreamTaq DNA Polimeraz 15U

DNA 100 ng

PCR islemine baslamadan once kullanilacak kimyasallar hazirlanmigtir. Daha sonra
PCR tiiplerine 50 ng DNA 06rneklerinden 2 pl eklenmistir ve PCR karigimi (mastermix)
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim vorteks yardimiyla iyice karistirilarak homojen hale
getirildikten sonra PCR tiiplerine esit sekilde dagitilmistir. Tiiplerin son hacimleri 20 pl olarak
ayarlanmigtir. DNA amplifikasyonlar1 Cizelge 3.5’te verilen kosullarda, Applied Biosystems®
Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® Proflex™ PCR System Thermal Cycler

Kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilen PCR kosullar

Sicakhik Siire Dongii
94°C 5dk 1
94°C 30 sn
56°C 45 sn 30
72°C 45 sn
94°C 30 sn
53°C 45 sn 10
72°C 45 sn
72°C 10 dk 1
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PCR iirlinleri elektroforez islemine kadar aliiminyum folyoya sarilarak +4 °C’de
saklanmistir. PCR bantlarinin istenilen nitelikte olup olmadigini kontrol etmek icin elektroforez
islemi yapilmistir. RedSafe Nucleic Acid Staining Solution igeren %1,5’luk Agaroz jelde, 1X
TBE tamponunda ve 90 voltta ortalama 90 dk yiiriitiilmiistiir. Daha sonra jeller UV 151k altinda
Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum ST5 cihazinda goriintiilenmistir. Bunun
sonucunda PCR’1n diizgiin ¢alisip ¢alismadigi ve elde edilen PCR iiriinlerinin istenen nitelikte

olup olmadig1 kontrol edilmistir.

PCR iirtinlerinin DNA parga (fragment) analizleri hizmet alimi ile analiz sonug¢larinin
degerlendirilmesi ise GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak
yapilmistir. DNA par¢a analizinde PCR iriinlerinin biiyiikliigiinii belirlemek i¢in 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Life Technologies,UK) cihazi ve biiyiikliik standardi olarak
GeneScan 500 LIZ kullanilmastir.

3.6. ISSR Analizleri

3.6.1. ISSR Primerlerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada kullanilmak {izere literatiir arastirmalar1 sonucu (Aktas, 2007; Altindal

vd., 2017; Demirel, 2013) belirlenen ISSR primerlerine ait bilgiler Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6. Calismada kullanilmak tizere belirlenen ISSR primerlerine ait bilgiler

ISSR Primeri Primer Dizisi (Sekansi) Tm(C)
UBC811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 58
UBC823 TCTCTC TCT CTC TCT CA 56
UBC835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 54
UBC844 CTCTCTCTC TCT CTC TRC 54

Tw = DNA nin erime sicakligi
3.6.2. ISSR Lokuslarmin PCR Analizleri ve Elektroforez

Tez calismasinda PCR analizlerinde kullanilan primerler i¢in laboratuvar sartlarina
uygun gerekli optimizasyonlar yapilmistir. ISSR primerleri igin belirlenen optimum reaksiyon

icerigi Cizelge 3.7’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Calismada kullanilan ISSR primerleri i¢in optimize edilmis PCR icerigi

PCR Karisimi Son Konsantrasyon (1X)
DreamTaq Buffer 1X

MgCl. 2 mM

dNTPler 0,2 mM

Primer 0,2 uM

DreamTaq DNA Polimeraz 15U

DNA 20 ng

PCR islemine baslamadan 6nce kullanilacak kimyasallar hazirlanmistir. Daha sonra
PCR tiiplerine 10 ng DNA o6rneklerinden 2 pl eklenmistir ve PCR karisimi (mastermix)
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim vorteks yardimiyla iyice karistirilarak homojen hale
getirildikten sonra PCR tiiplerine esit sekilde dagitilmistir. Tiiplerin son hacimleri 10 ul olarak
ayarlanmistir. DNA amplifikasyonlar1 Cizelge 3.8’de verilen kosullarda, Applied Biosystems®
Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® Proflex™ PCR System Thermal Cycler
kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 3.8. Calismada kullanilan ISSR primerleri i¢in optimize edilen PCR kosullar1

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 4 dk 1
95 1 dk
Tm 1dk 40
72 1 dk 30 sn
72 10 dk 1

Twm = DNAnin erime sicakligi

PCR firtinleri elektroforez islemine kadar +4 °C’de saklanmistir. Daha sonra PCR
bantlarinin degerlendirilmeleri icin elektroforez islemi yapilmistir. PCR iiriinleri RedSafe
Nucleic Acid Staining Solution igeren %1,2’lik agaroz jelde, 1X TBE tamponunda ve 90 voltta
ortalama 120 dk yiiriitiilmiistiir. Daha sonra jeller UV 1s1k altinda Gel Imaging System Vilber
Lourmat Quantum ST5 cihazinda goriintiilenmistir. Jellerde goriilen bant biiyiikliikleri
goriintiileme sistemine ait programda belirlenmistir. DNA standardi olarak 250 ile 10.000 bg
arasinda bantlar igeren DNA standard1 (Generuler™ 1 kb DNA ladder) kullanilmistir.
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3.7. Verilerin istatistiksel Analizi

Calisilan SSR ve ISSR lokuslarinin polimorfizm oraninin belirlenmesinde lokustaki
allel sayis1 6l¢iit olarak alinmistir. Polimorfik lokuslar ikiden daha fazla allele sahip lokuslardir.
Istatistiksel analizlerde polimorfik lokuslar ve polimorfizm yiizdeleri, polimorfik lokuslarda
gozlenen allel sayis1 (NoA), Nei (1987) nin heterozigotluk ve Shannon sabiti (1) hesaplanmustir.
Polimorfik bilgi igerigi (PIC) lokuslarin allelik ¢esitliligini 6lgen, kullanilan primerlerin
polimorfizmi hakkinda bilgi veren ve primerin etkinlik derecesini ifade eden bir parametredir.
PIC degeri, bir lokustaki allel sayisina ve allellerin popiilasyondaki dagilimina gére degisiklik
gosterebilmektedir. Tez ¢alismamizda kullanilan bireylerdeki her bir lokus i¢in polimorfik bilgi
icerigi (PIC) degeri Botstein, White, Skolnick ve Davis (1980)’in formiilii kullanilarak

hesaplanmustir.

Calismadaki her bir 6rnek i¢in SSR ve ISSR belirte¢ analizleri sonucunda belirlenen
allellerin gozlenmesi durumunda allel var (1) veya gozlenmemesi durumunda allel yok (0)

seklinde skorlama yapilarak istatistiksel analizler yapilmustir.

[statistiki degerlerin hesaplanmasinda ve uygun veri analizlerin yapilmasinda GenAIEx
[(Version 6.5) (http://biologyassets.anu.edu.au/GenAlEx/Download.html)] (Peakall ve
Smouse, 2006) istatistik yazilim programindan yararlanilmistir. Elde edilen sonuglarin daha net
bir sekilde ortaya konulabilmesi i¢cin Nei’'nin genetik mesafe kat sayis1 ve hatlarin genetik
uzakliklarimi gosteren UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average)
kiimelendirme yontemi kullanilarak dendrogram olusturulmustur (Isik, Semiz ve Kurt, 2005;
Sneath ve Sokal, 1973). Uzaklik matriks ve dendrogramin olusturulmasinda NTSYS-pc
Versiyon 2.2 (Numerik Taksonomi Cok Degiskenli Analiz sistemi, Exeter Software, Setauket,
N.Y.) bilgisayar programi kullanilmigtir. Bu yontemler genellikle niimerik taksonomide farkli
taksonlarin (alt tiir, tiir veya daha {ist diizey taksonomik birimlerin) birbirleriyle olan benzerlik
ve farklilik derecelerini bulmak i¢in kullanilmaktadir (Sneath ve Sokal, 1973).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. SSR Lokuslarina ait Allellerin Belirlenmesi

SSR primerlerine ait her bir primer bir lokus ve her bir primerin ¢ogalttig1 farkl
uzunluklardaki DNA pargalar1 da tek bir allel olarak degerlendirilmistir. Tez c¢alismasinda
analiz edilen 8 SSR primeri igin, 96 bugday cesidinin her birinin sahip oldugu alleller tespit
edilmis ve frekanslart ayr1 ayri hesaplanmigtir (Cizelge 4.1). SSR lokuslarina ait agaroz jel
goruntiileri Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de verilmistir. Calisilan 8 SSR lokusuna (Barc53, Barc&4,
Barc319, Xgwm136, Xgwm160, Xgwm161, Xgwm295 ve Xgwm312) ait alleller ve baz ¢ifti
(bg) olarak biiyiikliikleri belirlenmistir. Calisilan 8 SSR primerinden 5 tanesi (Barc53, Barc84,
Barc319, Xgwm136, Xgwm?295) monomorfik, 3 tanesi (Xgwm160, Xgwm161, Xgwm312) ise
polimorfik olarak belirlenmistir. Analizi yapilan bugday genotiplerine ait 8 lokus i¢in toplam
18 allel tespit edilmistir. Calisilan primerlerden en ¢ok allel (8) Xgwm161 primerinde, en az
allel (1) ise olan Barc53, Barc84, Barc319, Xgwm136 ve Xgwm?295 primerlerinde gézlenmistir.
Xgwm160 primerinde 3 allel ve Xgwm312 primerinde 2 allel belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Tez galismasinda analiz edilen 8 SSR lokusuna ait allel frekanslari

SSR Lokusu Allel Allel Frakanslari (f)
Barc53 320 1,000
Barc84 119 1,000

Barc319 209 1,000
Xgwm136 342 1,000
198 0,521

Xgwm160 202 0,469
208 0,104

169 0,313

171 0,510

173 0,063

187 0,052

Xgwmiel 189 0,021
191 0,010

193 0,031

195 0,010

Xgwm295 250 1,000
136 0,990

Xgwm3tz 138 0,010
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Sekil 4.1. Xgwm136, Xgwm160 ve Xgwml61 primerlerine ait PCR iiriinlerinin %1,5’luk
agaroz jel goriintiileri
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Sekil 4.2. Xgwm295, Xgwm312 ve Barc319 primerlerine ait PCR iirlinlerinin %1,5’luk agaroz
jel goriintiileri
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Sekil 4.3. Barc53 ve Barc84 primerlerine ait PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jel goriintiileri

PCR fiiriinlerinin DNA parga (fragment) analizleri sonuglari elde edilen bazi allellerin
elektroferogram gortintiileri Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir. Barc53, Barc84,
Barc319, Xgwm136 ve Xgwmz295 primerleri i¢in hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda
sirastyla 320, 119, 209, 342 ve 250 bg biiyiikliiklerindeki allel frekanslarinin en yiiksek degere
(f=1) sahip oldugu gozlenmis ve bu alleller tez ¢alismamizda kullanmis oldugumuz tiim bugday

genotiplerinde goriilmiistiir.

Xgwm160 lokusunda 198, 202 ve 208 bg uzunlugunda 3 allel gozlenmis, 198 b¢’lik allel
%352 oraninda, 202 bg¢’lik allel %47 oraninda, 208 bg¢’lik allel %10 oraninda goriilmiistiir. 208
be¢’lik allel Esperia, Genesi, May8059, Gelibolu, Bona Dea, Hakan 1, Prostor, Sar1 Mustafa,
Delebrad 2 ve BC Mandica ¢esitlerinde gézlenmistir. Esperia, May8059, Gelibolu, Prostor, Sar1
Mustafa, Delebrad 2 ve BC Mandica Xgwml160 lokusu bakimindan heterozigot genotipe
sahiptir (198/202bg). Tez calismasinda kullanilan gesitlerin 87 tanesi Xgwm160 lokusu

bakimindan homozigot olarak gézlenmistir.

Xgwm1l61 lokusunda 169, 171, 173, 187, 189, 191, 193 ve 195 bg¢ uzunlugunda 8 allel
gozlenmistir. 191 ve 195 bg’lik alleller 0,01 frekans ile nadir allellerdir ve sadece birer gesitte
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(sirasiyla Safir ve Avorio) gozlenmistir. Bu primer i¢in hesaplanan allel frekanslar
degerlendirildiginde, 169 bg’lik allel %31 oraninda, 171 bg’lik allel %51 oraninda, 173 bg’lik
allel %6 oraninda, 187 bg’lik allel %5 oraninda, 189 bg’lik allel %2 oraninda, 193 bg’lik allel

%3 oraninda gorlilmiistiir.

Xgwm312 lokusunda 136 ve 138 bg’lik alleller gézlenmistir. Xgwm312 primerinde

bulunan, 136 bg’lik allel tez ¢aligmamizda kullanmis oldugumuz bugday genotiplerinden

Albatros 6rnegi hari¢ hepsinde, 138 bg’lik allel ise tam tersine yalnizca Albatros orneginde

gorilmiistiir.
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Sekil 4.4. Barc53 ve Barc84 primerlerine ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.5. Xgwm136 ve Xgwm160 primerlerine ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.6. Xgwm161 primerine ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.7. Xgwm295 ve Xgwm312 primerlerine ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.8. Barc319 primerine ait allellerin elektroferogram goriintiisii

4.2. ISSR Primerlerine ait Bantlarin Belirlenmesi

ISSR analizi sonucu elde edilen degerlendirilebilir bantlar ve frekanslari ayri ayr
hesaplanmis ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Calisilan 4 ISSR lokusuna (UBC811, UBC823,
UBCB835 ve UBC844) ait bantlar ve baz gifti (bg) olarak biiyiikliikleri belirlenmistir. Analizi
yapilan bugday genotiplerine ait 4 ISSR primeri i¢in toplam 40 bant tespit edilmistir. Calisilan
primerlerden en ¢ok bant (12) UBC844 primerinde, en az bant (8) ise UBC811 primerinde
gozlenmistir. UBC823 ve UBC835 primerlerinde ise 10 bant belirlenmistir. ISSR lokuslarina

ait agaroz jel goriintiileri Sekil 4.9 ve 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.2. Tez galismasinda analiz edilen 4 ISSR primerine ait bant frekanslar

ISSR Primeri Bant Bant Frekansi (f)
1600 0,656
1500 0,885
1350 0,073
UBCs811 1260 1,000
936 0,104
820 0,906
700 1,000
515 0,990
1420 0,688
1290 0,708
1160 0,823
1040 0,823
UREEZ3 960 0,958
890 0,990
760 0,010
650 1,000
536 1,000
402 1,000
2148 0,542
2000 0,542
1839 0,656
1745 0,802
UBC835 1581 0,719
1489 0,875
1427 0,656
1324 0,302
1215 0,979
847 0,490
2390 0,990
2300 0,990
2200 0,208
1700 0,323
1600 0,781
uBC844 1400 0,854
1300 0,875
1200 0,865
1150 0,135
900 1,000
750 0,521
480 1,000
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Sekil 4.9. UBC811 ve UBC823 primerlerine ait PCR iiriinlerinin %1,2’lik agaroz jel goriintiileri
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Sekil 4.10. UBC835 ve UBCB844 primerlerine ait PCR friinlerinin %1,2°lik agaroz jel
goriintiileri

UBC811 primerinde 1260 ve 700 bg¢’lik bantlar kullanmis oldugumuz bugday
genotiplerinin tamaminda goriilmiistiir. 515 b¢’lik bant ise Andino ¢esidi harig biitiin ¢esitlerde
saptanmigtir (f=0,99). UBC811 primerinde belirlenen diger bantlar; 1600 b¢’lik bant %65
oraninda, 1500 b¢’lik bant %88 oraninda, 1350 b¢’lik bant %7 oraninda, 936 b¢’lik bant %10
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oraninda ve 820 bg’lik bant %90 oraninda gézlenmistir. UBC811 primerinin polimorfizm orani

%75 olarak hesaplanmistir.

UBC823 primerinde 650, 536 ve 402 bg¢’lik bantlar calisilan bugday ¢esitlerinin
tamaminda gozlenmistir. 1420 b¢’lik bant %68 oraninda, 1290 bg’lik bant %70 oraninda, 1160
b¢’lik bant %82 oraninda, 1040 bg’lik bant %82 oraninda, 960 bg¢’lik bant %95 oraninda
goriilmistiir. 890 b¢’lik bant tez ¢alisgmamizda kullanmis oldugumuz bugday genotiplerinden
Tanya Ornegi hari¢ hepsinde (f=0,99), 760 bg’lik bant ise yalnizca Hiiseyinbey 6rneginde

goriilmistiir (f=0,01). UBC823 primerinin polimorfizm orani %70 olarak hesaplanmuistir.

UBCB835 primerinde bulunan, 2148 b¢’lik bant %54 oraninda, 2000 bg¢’lik bant %54
oraninda, 1839 b¢’lik bant %65 oraninda, 1745 b¢’lik bant %80 oraninda, 1581 b¢’lik bant %71
oraninda, 1489 b¢’lik bant %87 oraninda, 1427 b¢’lik bant %65 oraninda, 1324 bg’lik bant %30
oraninda, 1215 b¢’lik bant %97 oraninda, 847 b¢’lik bant %49 oraninda gorilmiistiir. 1324
be¢’lik bant en diislik frekansa sahip (f=0,302) banttir. UBC835 primerinin polimorfizm orani
%100 olarak hesaplanmuistir.

UBC844 primerinde 900 ve 480 bg’lik bantlar kullanilan gesitlerin tamaminda
saptanmustir. 2200 bg’lik bant %20 oraninda, 1700 b¢’lik bant %32 oraninda, 1600 b¢’lik bant
%78 oraninda, 1400 bg’lik bant %85 oraninda, 1300 bg’lik bant %87 oraninda, 1200 bg’lik bant
%86 oraninda, 1150 b¢’lik bant %13 oraninda, 750 bg¢’lik bant %52 oraninda goriilmistiir. 2390
ve 2300 bg’lik bantlar Fetih ¢esidi hari¢ ¢alismada kullanilan tiim bugday cesitlerinde

gozlenmistir. UBC844 primerinin polimorfizm oran1 %83,3 olarak hesaplanmistir.

4.3. Genetik Cesitlilik Parametreleri

Calisma kapsaminda kullanilan 8 SSR ve 4 ISSR primerine ait genetik parametreler
Cizelge 4.3’te verilmistir. Analizi yapilan bugday genotiplerine ait 8 SSR lokusunda lokus
basina diisen ortalama allel sayis1 2,25 olarak hesaplanmistir. ISSR analizinde ise 4 ISSR
primerin i¢in ortalama bant sayist 10 olarak hesaplanmigtir. SSR lokuslar i¢in ortalama PIC
degeri en yiikksek Xgwm161 primerinde (0,583), en diisik Xgwm312 primerinde (0,022)
hesaplanmistir. ISSR i¢in ortalama PIC degeri en yiiksek UBC835 primerinde (0,298), en diisiik
UBC811 primerinde (0,148) hesaplanmigtir. SSR ve ISSR sonuglart birlikte
degerlendirildiginde ortalama PIC degeri 0,269 olarak hesaplanmistir. Polimorfizm orant SSR
primerlerinde %37,5 ve ISSR primerlerinde %82,5 olarak hesaplanmistir. SSR ve ISSR
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sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde polimorfizm oran1 %79,31 olarak saptanmustir.
Kullanilan primerlerin bugday genotiplerindeki polimorfizm oranlar karsilagtirilacak olursa,
ISSR primerlerinin SSR primerlerine goére daha yiiksek oranda polimorfik oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.3. Tez calismasinda kullanilan 8 SSR ve 4 ISSR primerlerine ait bazi genetik

parametreler

SSR Primer | NoA | Bant Arah@ Ort. PIC Oort. | Ort. Het.
Barc53 1 320 0 0 0
Barc84 1 119 0 0 0
Barc319 1 209 0 0 0

Xgwm136 1 342 0 0 0
Xgwm160 3 198-208 0,46 0,573 0,56
Xgwm161 8 169-195 0,583 0,264 0,639
Xgwm295 1 250 0 0 0
Xgwm312 2 136-138 0,022 0,058 0,022
Ortalama 2,25 - 0,133 0,112 0,153

ISSR Primer | NoB | Bant Arahg: Ort. PIC Oort. | Ort. Het
UBCS811 8 515-1600 0,148 0,245 0,168
UBC823 10 402-1420 0,163 0,245 0,190
UBC835 10 847-2148 0,298 0,554 0,380
UBCB844 12 480-2390 0,208 0,338 0,245

Ortalama 10 - 0,204 0,346 0,246

Polimorfik

SSRve ISSR | 4,83 - 0,269 0,31 0,315

Ortalama

*Het= Heterozigotluk, I= Shannon Sabiti, NoA= Gézlenen Allel Sayisi, NoB= Gézlenen Bant Sayisi, Ort.=
Ortalama, PIC= Polimorfik bilgi icerigi.

Analiz edilen biitiin 6rnekler bir biitlin olarak ele alindiginda ortalama Shannon sabiti
(1) 0,31 olarak tespit edilmistir. SSR lokuslarinda Shannon sabiti (1), 0,573 degeri ile en yiiksek
Xgwm160 primerinde, ISSR primerlerinde ise 0,554 degeri ile en yiiksek UBC835 primerinde
gozlenmistir. Yiiksek I degeri Onemli oranda varyasyonun gostergesidir fakat bu tez
calismasinda 0,31 degeri ile varyasyonun fazla olmadigi gézlenmistir. Nei (1987)’nin ortalama
heterozigotluk degeri SSR ve ISSR belirtegleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Nei
(1987)’nin heterozigotluk degeri ortalama 0,315 olarak hesaplanmus, en yiiksek deger 0,639 ile
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Xgwm161 lokusunda, en diisiik deger ise 0,022 ile Xgwm312 lokusunda gozlenmistir. SSR
lokuslarinda heterozigotluk degeri ortalama 0,153, ISSR primerlerinde ise ortalama 0,246
olarak belirlenmistir. SSR lokuslarinin ¢ogunlugu monomorfik oldugu icin heterezigotluk

degeri ISSR’dan diisiik bulunmustur.

Tez calismasinda kullanilan bugday genotiplerindeki genetik farklilasmanin gorsel bir
grafik {izerinde goriilebilmesi adina benzerlik matriks ve dendrogramin olusturulmasi igin
NTSYS-pc Versiyon 2.2 bilgisayar programi kullanilmistir (Sekil 4.11). Genetik benzerlik
degerlerinden faydalanilarak olusturulan dendrograma gore, genetik benzerlik degerlerinin 0,74
ile 0,98 arasinda degistigi goriilmektedir. Calismamizda kullanilan 96 bugday genotipi
dendogramda 2 ana kiimeye ayrilmistir. Birinci kiimede 88 bugday ¢esidi, ikinci kiimede ise 8
bugday ¢esidi yer almaktadir. Bu iki ana grup kendi igerisinde tekrar 2 gruba ve onlar da diger
alt gruplara ayrilarak genetik olarak birbirine yakin bugday ¢esitlerinin ayirt edilmesinde
faydali olmustur. Caligilan ¢esitlerden genetik olarak birbirine en benzer olan ¢iftler; (1) Turan-
Yubileynaya 100, (2) Aglica-Kate A1, (3) Nota-Venka ve (4) Golia-Quality bugday cesitleridir.
Universitemizin tescilli gesitleri NKU-Ergene ile KWS WW-02, NKU-Lider ile Dropia ve
NKU-Asiya ile Maden ¢esitleri genetik olarak benzer bulunmustur. Tekirdag ile Galayeta cesidi
de birbirine benzer bulunan bir diger bugday cesitleridir. Yapilan analizler sonucunda tez

caligmasinda kullanilan g¢esitler aras1 genetik benzerligin yiliksek oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.11. Bugday genotiplerinin SSR analizleri sonucunda genetik benzerlik degerlerine gore
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41



5. TARTISMA VE SONUC

Tez calismamizda, yerli ve yabanci ekmeklik bugday c¢esitlerinin genetik analizleri SSR
ve ISSR belirtegleri kullanilarak yapilmistir. 96 bugday ¢esidinin petrilere ekimlerinden sonra
cimlenmeleri beklenmis ve taze bugday filizi 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA ornekleri kullanilarak 8 SSR (Xgwm136, Xgwm160, Xgwm161, Xgwm?295,
Xgwm312, Barc53, Barc84 ve Barc319) ve 4 ISSR (UBC811, UBC823, UBC835 ve UBC844)
primeri PCR ile gogaltilarak genetik yapilar1 incelenmistir. Calismamizda, her popiilasyon igin
ornek sayist (N), Shannon sabiti (1), Nei (1987)’nin heterozigotluk degeri ve PIC degeri gibi
genetik parametreler hesaplanmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerle
calismada kullanilan 96 bugday ¢esidinin genetik cesitliligi ve genetik yapisi hakkinda 6nemli

bilgilere ulagilmistir.

Literatiirde bulunan bugday ile ilgili calismalar incelendiginde; bugdayda molekiiler
karakterizasyon, genetik  gesitliliklerinin  belirlenmesi,  genotiplerin  tanimlanmasi,
polimorfizmin belirlenmesi, 1slah ¢alismalarinda belirtece dayali seleksiyon (MAS) (kurakliga,
hastaliga, herbisit ve pestisite dayaniklilik vb.) gibi birgok konuda farkli belirtegler kullanilarak
arastirmalar yapilmistir. DNA parga (fragment) analizleri sonucunda SSR lokuslarina ait
toplam 18 allel belirlenmistir. ISSR primerlerinin olusturdugu toplam bant sayisi ise 40 olarak
saptanmistir. Calismamizda kullanilan primerler bir biitiin olarak ele alindiginda ortalama
polimorfizm oranmi %79,31 olarak tespit edilmistir. ISSR primerleri SSR primerleriyle
polimorfizm oranlarina bakilarak kiyaslandiklarinda ISSR belirteglerinin ayrim giigleri daha
yiksek bulunmustur. Kullanilan 8 SSR lokusunun (Xgwm136, Xgwm160, Xgwml61,
Xgwm?295, Xgwma312, Barc53, Barc84 ve Barc319) %37,5 oraninda polimorfik oldugu, 4 ISSR
primerinin (UBC811, UBC823, UBC835 ve UBC844) ise %82,5 oraninda polimorfik oldugu
belirlenmistir. SSR lokuslari igin ortalama PIC degeri 0,022 ile 0,583 arasinda, ISSR i¢in 0,148
ile 0,298 arasinda hesaplanmigtir. SSR ve ISSR sonuglar birlikte degerlendirildiginde ortalama
PIC degeri 0,269 olarak hesaplanmustir.

Benzer genetik calismalarla karsilastirildiginda; Roder vd. (1995) tarafindan calisilan
18 bugday genotipinde, 15 mikrosatellit lokusunda toplam 69 allel tespit edilmistir. PIC
degerleri 0,29 ile 0,79 arasinda degismektedir ve ortalama 0,63 olarak belirlenmistir. Yapilan
bir diger ¢alismada 40 bugday ¢esidinde 23 mikrosatellit ¢alisilarak toplamda 142 allel ortaya
cikarilmigtir. PIC degerleri 0,29 ile 0,79 arasinda degismektedir (Plaschke, Ganal ve Roder,
1995). Bohn, Utz ve Melchinger, (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kislik bugday
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cesitlerinde genetik ¢esitlilik seviyelerinin tespiti i¢in, 21 SSR primeri kullanilmis ve ortalama
PIC degeri 0,30 olarak bulunmustur. Prasad vd. (2000) tarafindan yapilan bir ¢calismada, 55
bugday genotipinde genetik c¢esitlilik arastirilmistir. Calismada 20 mikrosatellit lokusunda
toplam 155 allel tespit edilmistir. Calismada PIC degerleri 0,21 ile 0,90 arasinda degismekte
olup, ortalama PIC degeri 0,71 olarak bulunmustur. Aktas (2007) tarafindan yapilan bir
calismada, 55 bugday genotipinde 35 ISSR primeri kullanilarak yapilan analiz sonucunda,
toplam 191 bant olustugu ve 162’sinin polimorfik oldugu saptanmistir. Ortalama polimorfizm
orant ise %85 olarak bulunmustur (%67-%100 arasinda). Segilen en polimorfik 16 ISSR primeri
55 bugday genotipinde toplam 88 bant {iretmis ve bunlarin 79 tanesi polimorfik olarak
belirlenmistir. Ortalama polimorfizm orant %90 olup, %67 ile %100 arasinda degigsmektedir.
Noli vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bugday genetik ¢esitliliginin belirlenmesi
amactyla; 69 bugday hattinda 98 SSR primeri ¢alisilmig toplam polimorfizm oran1 %76 olarak
belirlenmistir. Salem vd. (2008)’in ¢alismasinda 7 bugday genotipi, 15 SSR belirteci
kullanilarak analiz edilmis ve toplam 48 allel tespit edilmistir. PIC degerleri 0,27 ile 0,81
arasinda degismekte olup ortalama 0,54 olarak bulunmustur. Igbal vd. (2009) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, 48 bugday c¢esidinin genetik g¢esitliligi degerlendirilmis, 29 SSR lokusu
tarafindan toplam 80 allel tiretilmistir. PIC degerleri 0 ile 0,72 arasinda degismekte olup
ortalama 0,48 olarak belirlenmistir. Najaphi vd. (2011)’nin ¢alismasinda ise 30 bugday genotipi
10 ISSR belirteci kullanilarak degerlendirilmis, belirlenen toplam 86 allelin 69’u (%80,2)

polimorfik olarak bildirilmistir. PIC degerleri ise 0,21 ile 0,23 arasinda belirlenmistir.

Islam vd. (2012) tarafindan 12 bugday genotipinde yapilan calismada 4 SSR
belirtecinde toplam 10 allel tespit edilmistir. PIC degerleri, 0,27 ile 0,54 arasinda degisiklik
gostermistir. Spanic vd. (2012)’in ¢aligmasinda 30 bugday genotipinde 24 SSR belirteci i¢in
toplam 152 allel ve lokus basina allel sayisi 1 ile 14 arasinda belirlenmis, PIC degerleri ise 0,07
ile 0,90 arasinda saptanmistir. Demirel (2013)’in 32 bugday genotipinde yapmis oldugu tez
calismasinda 14 ISSR primerinde toplam 143 allel belirlenmistir. PIC degeri ortalama 0,55,
polimorfizm orani ise %95 olarak tespit edilmistir. Sadigova vd. (2014) tarafindan 33 bugday
genotipinde yapilan calismada ise 20 ISSR primerinin ortalama PIC degeri 0,86 olarak
belirlenmistir. Bafghi vd. (2014)’nin ¢alismasinda 126 SSR primeri kullanilmis, toplam 1557
allel belirlenmistir. SSR lokuslarinin PIC degerleri 0,66 ile 0,94 arasinda bulunmustur.
Erayman vd. (2016) tarafindan 29 bugday genotipinde yapilan ¢alismada ise 24 SSR primerinde
toplam 939 allel bildirilmistir. PIC degeri 0,11 ile 0,35 arasinda degismekte olup ortalama 0,20

olarak belirlenmistir.
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Khan vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada 10 ISSR primerinin analizi sonucunda
toplam 116 allel belirlenmistir. Calismada ortalama polimorfizm orant %94 olarak tespit
edilmistir. Hajiyev vd. (2015)’in ¢alismasinda 8 ISSR belirteci kullanilarak genetik ¢esitlilik
degerlendirilmis ve toplam 107 allel belirlenmistir. ISSR lokuslarinin ortalama polimorfizm
orani %94 olarak tespit edilmistir. Olgun vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 5 ISSR
primeri ¢alisilmis ve 45 allel belirlenmistir. Calisma sonucunda ortalama polimorfizm orani
%95 olarak belirlenmistir. Gebologlu ve Furan (2017) tarafindan yapilan ¢alismada 32 SSR
primeri kullanilarak toplamda 179 allel elde edilmistir. Toplam polimorfizm oran1 %96 olarak
belirlenmistir. PIC degerleri 0,11 ile 0,99 arasinda, ortalama 0,40 olarak tespit edilmistir. Salehi
vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 30 SSR lokusunda 180 allel belirlenmistir. PIC
degerleri 0,70 ve 0,89 arasinda degismekte olup, ortalama 0,82 olarak saptanmistir. Sen ve
Sarsu (2018)’nun yapmis olduklari ¢alismada 28 SSR primeri kullanilmig, 197 allel
belirlenmistir. Ortalama polimorfizm oran1 % 29,44, ortalama PIC degeri 0,82 olarak
hesaplanmistir. Bugdayda SSR ve ISSR analizleri ile yapilan genetik ¢alismalar ile yaptigimiz
tez sonuglarini belirlenen polimorfizm orani, PIC degeri ve elde edilen allel sayis1 bakimindan
karsilastirdigimizda sonuglarin genellikle birbirine uyumlu oldugu gozlenmistir. Bazi
calismalarda 6rnek sayisinin fazla olmasi, kullanilan belirteg tipi ve sayisinin fazla olmasi ve
kullanilan bugday ¢esitlerinin 6rneklenen bolge farkliliklart gibi nedenler ile belirlenen

degerlerde farkliliklar gbzlenmesi beklenilen bir sonugtur.

Tez ¢alismamiz sonucunda Shannon sabiti (I) ortalama 0,31 olarak tespit edilmistir. SSR
lokuslarinda en ytiksek 0,573, ISSR primerlerinde ise en yiiksek 0,554 olarak hesaplanmistir.
Ayrica Nei (1987)’nin heterozigotluk degeri ise ortalama 0,315 olarak hesaplanmistir.
Abouzied, Eldemery ve Abdellatif (2013) tarafindan 11 SSR lokusu kullanilarak yapilan
caligmada Nei’nin genetik ¢esitlilik degeri (H) 0,2827 ve Shannon sabiti (I) 0,4533 olarak
bildirilmistir. Erayman vd. (2016)’nin ¢alismasinda 24 bugday g¢esidinde 24 SSR lokusunda
yapilan analizler sonucunda ortalama I degeri 0,673 ve ortalama heterozigotluk degeri ise 0,481
olarak tespit edilmistir. Figliuolo ve Perrino (2003) tarafindan 194 Triticum turgidum bitkisinde
15 SSR lokusu ile yapilan ¢alisma sonucunda genetik gesitlilik 0,05 ile 0,94 arasinda (ortalama
0,38) saptanmistir. Wang vd. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada, 238 bugday genotipinde 62

SSR lokusu ile yapilan analizler sonucunda H degeri 0,80 ve I degeri 2,04 olarak belirlenmistir.

Yapilan UPGMA ile olusturulan dendrograma gore, genetik benzerlik degerlerinin 0,74

PR

ile 0,98 arasinda degistigi goriilmektedir. Tez ¢alismamizda kullanilan 96 bugday genotipi
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dendogramda 2 ana kiimeye ayrilmistir. Birinci kiimede 88 bugday c¢esidi, ikinci kiimede ise 8
bugday ¢esidi bulunmakla birlikte iki ana grup kendi igerisinde de tekrar 2 gruba ve onlar da
diger alt gruplara ayrilarak genetik olarak birbirine benzer bugday ¢esitlerinin belirlenmesinde
faydal1 olmustur. Tez ¢alismasinda kullanilan bugday ¢esitlerinin genetik benzerliginin yiiksek
olarak bulunmasi ortak atadan geldigini diislindiirebilir, ancak yakin bulunan cesitlerin
pedigrilerine ayrintilt olarak bakildigi zaman bunu belirlemek miimkiindiir. Bazen ortak
pedigriye sahip bireyler genetik olarak farkli olarak belirlenebilmektedir. Yapilan ¢alismalar
sonucu elde edilen genetik veriler ve pedigriler incelendiginde birbiri ile uyumsuzluklar
gozlenebilmektedir. Bu uyumsuzluklara seleksiyon baskisi, esit olmayan ebeveyn katkisi ve
atasal akrabalik derecesi gibi nedenler yol agabilmektedir. Benzer ¢aligmalarla
karsilastirildiginda; Aktas (2007) tarafindan yapilan c¢alismada, hazirlanan dendograma gore
genetik benzerlik degerleri 0,52 ile 0,95 arasinda belirlenmistir. Demirel (2013) tarafindan
yapilan ¢alismada ise hazirlanan dendograma gore genetik benzerlik degerleri 0,22 ile 0,98
arasinda tespit edilmistir. Hajiyev vd. (2015)’nin ¢alismasinda olusturulan dendograma gore
genetik benzerlik degerlerinin 0,2 ile 1 arasinda degistigi bildirilmistir. Yakisir (2015)’1n
calismasinda elde edilen genetik benzerlik degerleri 0,67 ile 1 arasinda bulunmustur. Erayman
vd. (2016)’nin ¢aligmasinda genetik benzerlik degerleri 0,52 ile 0,98 arasinda saptanmustir.
Altindal vd. (2017)’nin ¢alismasinda hazirlanan dendograma gore genetik benzerlik degerleri

0,58 ile 0,89 arasinda bildirilmistir.

Bugdayin genetik cesitliliginin diger tarim bitkileri ile kiyaslandiginda nispeten diisiik
oldugu bilinmektedir. Birbiri ile yakindan iliskili 3 diploid tiirlin melezlenmesi ile olusan
allohekzaploid bir tiir olmasi ve poliploidlesmenin genetik ¢esitliligi sinirlamasi diisiik genetik
cesitliligin nedenlerinden biridir. Diger bir neden olarak atasal tiirlere ait birkag tiiriin bugdayin
ortaya ¢ikmasinda rol oynamasinin baslangigtaki genetik ¢esitliligi sinirladigr sdylenmektedir.
Ayrica, yeterli derecede mutasyonu biriktirmesi, genlerin/allellerin tiirler arasi dogal veya
yapay melezlemeler ile alinabilmesi igin 8.000-10.000 y1l 6nce ortaya ¢ikan geng bir tiir olmasi
da neden olarak bildirilmektedir. Bugday 1slah1 i¢in mevcut genetik ¢esitliligini arttirmada
mutasyon uygulamasi, genetik transformasyon, genom diizenleme (editing) ve ikincil veya
ticiinciil gen havuzlarindan gen gecisi (introgresyonu) gibi uygulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir
(Venske vd., 2019). Yerel bugday genotipleri kiiltiire alinan bugdayin genetik ¢esitliligini
genisletmek i¢in degerli kaynaklarimizdir. Yerel genotiplerin verim ve stabilitelerinin
gelistirilmesi i¢in yerel popiilasyonlardan yeni c¢esitlerin gelistirilmesi 6nemli bir stratejidir.

Ayrica yerel popiilasyonlar kalite karakterleri, ¢esitli biyotik ve abiyotik strese dayaniklilik,
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farkli tarim sistemlerine adaptasyon gibi 6zellikleri kodlayan genler veya gen kompleksleri
icermektedir (Jaradat, 2012). Bugday 1slah ¢aligsmalar1 i¢in genetik ¢esitliligin farkli molekiiler
belirte¢ sistemleri kullanilarak belirlenmesi 6nemlidir. Var olan genetik kaynaklarin kullanimi1
ve korunmasi igin yerel popiilasyonlar arasi ve popiilasyonlar i¢i genetik ¢esitlilik hakkinda
bilgilerin saptanmasi planlanacak ¢aligmalar i¢in ¢ok dnemli veriler saglamaktadir (Warburton

ve Hoisington, 2001; Zhang vd., 2006).

Bugdaygiller familyasina ait tek yillik otsu bir bitki olan bugday gelismis adaptasyon
yetenegi ve farkli iklimlere uyum saglama 6zelligi olan 6nemli bir besin kaynagimizdir.
Ozellikle besin degeri oldukga yiiksek olan bugday hem insan besini hammaddesi hem de ¢iftlik
hayvanlart i¢in bir yem maddesi olarak da yetistirilmektedir. Bugdayin ekonomik 6nemi
yaninda iilkemiz i¢in tarihi, kiiltiirel ve sosyal, kiiltiirel degeri de nemlidir. Bugday, tilkemizde
tarim alanlar1 i¢erisinde oldukga biiylik bir paya sahiptir. Bugdayin insanlarin beslenmesinde
yiikksek onem arz etmesine ragmen, son yillarda cesitli nedenler ile tiretimi azalmis ve talebi
karsilamak igin ithalat yapilmaya baslanmistir. Ulkemizde yiiksek verimli oldugu bilinen
yabanci kokenli yeni cesitlerin son yillarda kullannmmin yaygilasmast genetik
kaynaklarimizin yok olmasina ve ciddi anlamda genetik erozyona neden olmaktadir. Yerel
bugday ¢esitlerimizin toplam bugday ekim alaninin ¢ok az bir alaninda (%1’den daha az)
ekiminin devam ettigi bildirilmekte (Mazid vd., 2009), bugday islah ¢alismalar1 i¢in 6nemli
genetik kaynak olan yerel ¢esitlerle yapilacak klasik ve molekiiler 1slah ¢aligsmalarinin 6nemi
her galigmada vurgulanmaktadir. Gelecekte hem iilkemizde hem de diinyada artacag: asikar
olan niifusa yeterli olabilmesi i¢in bugday iiretiminin artirilmasi ve istenilen 6zelliklere sahip
bugdayin elde edilmesi igin bugday 1slahi ¢ok 6nem tasimaktadir. Bu ¢alisma sonucunda elde
edilen bilgiler bugdayda genetik yap1 ve gesitlilik, 1slah ve gesit gelistirme iizerine olan diger
calismalara 6nemli katkilar saglayacaktir. Ayrica tez calismasinda bugday c¢esitlerinin
seleksiyonunun kolaylastirilmasi ve bu ¢esitlerle ileride yapilabilecek islah g¢alismalarinin
temelini olusturmasi agisindan 6nemli veriler elde edilmistir. Yapilan molekiiler analizler
sonucunda genetik olarak birbirine uzak olarak belirlenen genotipler arasinda yapilacak
melezlemeler ile elde edilecek varyasyon miktari ve bugday islah ¢aligmasinin basari sansi
arttirilabilir. Kombinasyon 1slahi ile yeni ¢esit gelistirmede kullanilabilecek cesitlere genetik
olarak birbirine uzak olan Tanya-Muratbey ¢ifti ve Tanya-Genesi ¢ifti 6rnek olarak verilebilir.
Yeni bugday cesitlerinin gelistirilmesinde kullanilacak materyallerin gen havuzunun genetik
akrabalik ve genetik farklilik seviyelerinin belirlenmesi etkin 1slah programlarinin

olusturulmast i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.
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