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1. GIRIiS

Arpa (Hordeum vulgare L.); bugday, piring ve misirdan sonra
tarimsal bakimdan dérdunca sirada yer alan &énemli bir tahil bitkisi
olmasinin yanisira biyokimyacilar, fizyologlar, genetikgiler ve
molekuler biyologlar i¢in énemli bir model organizmadir (Shewry P.R.,
1992). Ulkemizde Firat ve Dicle nehirleri arasindaki 20000 km?'lik alan,

arpa bitkisinin diinyadaki en énemli gen merkezlerinden biridir
(IBPGR, 1989).

Hizh nafus artisi, ormanlarin tahribat) ve toprak erozyonu, bitki
tarlerinin zengin oldugu béligeleri ve dolayisiyla genetik gesgitliligi
ciddi boyutlarda yok etmektedir. Bunun sonucu olarak, dogadan
toplanan bitki materyalinin yeni biyoteknolojik yontemlerle uzun siireli

saklanmas:! fikri dogmus ve bu amagla dinyanin cegitli merkezlerinde

gen bankalar) kurulmustur (Tossel W.E., 1991).

Dogadaki yabani varyetelerin toplanmas: ve molekaler dizeyde
tanimlanmasi, ekonomik degeri olan varyetelere yeni ve tstan nitelik-
ler kazandirmak agisindan 8nem tagir. Bu varyetelerin gen verici olarak
kullanimi ve molekiler ydntemler ile istenilen tiplerin segimi klasik

islah yéntemterindeki giogluklerin asiimasina olanak vermektedir
(Bothmer R. ve ark. 1991),

Ganamazde kGltar bitkilerinin detayli genetik haritalarinin
yapilmasinda, hatlar arasindaki polimorfizmin deoksiribonakleik asit
(DNA) duzeyinde saptanmasinda ve gen bankalarinda sakianan

materyalin kesin kimlik tayininde molekiler markir teknikterinden



yararlaniimaktadir (Andersen W.R. ve Fairbanks D.J., 1990). Bu teknik-
fer, bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun bigimde
ybnlendirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir ve gerek aragtirma ve

gerekse uygulamada yaygin bigimde kullaniimaktadir (Halward T. ve
ark., 1992).

Son yillara kadar, bitki enzimlerinin farkli elektroforetik
dzelliklerine dayal:, biyokimyasal markir teknikleri (izoenzimler vb.
gibi) kullanilmigtir (Smith J.S.C., 1988; Doebley J.F. ve ark., 1985;
Wilson H.D, 1988). Hizli ve maliyeti ddgik olmasina ragmen bu teknik-
ler, stnirli sayida polimorfizmi tespit edebildijginden yerini DNA

markirlarina birakmaktadir (Bernatsky R. ve Tanksley S.D., 1989).

Genetik gegitliligin saptanmasinda, DNA markirlarimin kullanimi;
ilk kez 1980°'li yillarda Restriksiyon Fragmenti Uzuniuk Polimorfizmi
(RFLP) (Botstein D. ve ark., 1980) tekniginin geligtiriilmesi ile ortaya
cikmigtir.

Bu teknik, bakteriyel restriksiyon endonuklieazlarinin kesim
boélgelerinin olugtugdu veya ortadan kalkti§1 DNA dizilerindeki
varyasyonu kullanmaktadir (Laurie D.A. ve ark., 1992). RFLP
markirlarinin eldesi tek veya dasik kopya sayisina sahip DNA
dizilerinin tayinini saglayacak, radyoaktif igaretli problarin kullanimina
baglhidir (Tanksley S.D. ve ark., 1989). Bununla birlikte, RFLP
markirlarinin kullanimi pahali, zaman alici ve teknik agidan zordur

(Goodwin P.H. ve Annis S.L., 1991).

DNA marktr tekniklerinin geligiminde bir baska uyguiama;
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) (Mullis K.B. ve Faloona F.A., 1987;
Saiki R.K. ve ark., 1988; Ochman H. ve ark., 1988; Erlich H.A. ve ark.,

1991) teknidinin genetik gesitliligin saptanmasinda kullaniimasidir.



Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi, nukleik asit dizisi bilinen
DNA bélgelerinin, DNA polimeraz enzimi aracilifi ile milyonlarca kez
gcogaltimi esasina dayanir. Bu yaklasimin en 6nemli 6zelligi, pikogram
duzeyindeki miktarlarin, baglangi¢ materyali olarak kullanilabilmesidir
(Graul A.l., 1989). Bu teknik, bir seri tekrarlanan replikasyon
déngulerini icermektedir. Her bir déngu farkh sicaklik derecelerinde

gerceklesen U¢ agsamadan meydana gelir:
I. DNA’nin denattrasyonu

II. Primerlerin DNA'ya badlanmasi

I1l. Yeni DNA zincirlerinin sentezi.

Sentezlenen DNA bélgesi, teorik olarak, herbir déngi sonunda 2

kat artarak 30 déngi sonunda yaklagik 2%° kat (270 milyon kez)
godgaltilmigs olmaktadir.

1990 yilinda iki ayn arastirici grubu (Welsh J. ve McClelland M.,
1990; Williams J.G.K. ve ark., 1990) 6zgil nikleotid dizi bilgisine
gereksinim oimadan polimorfizmin, PCR y6ntemi ile tek bir primer
kullanilarak ortaya konabilecegini gosterdiler. Literatirde "Random
Amplified Polimorphic DNA® (RAPD) olarak tanimlanan bu yoéntemde,
¢cok genig bir §e§itlilik kisa zamanda ve kolaylikla saptanabilmektedir.
Bu teknikte, Guanin, Sitozin (GC) igerigi % 40 veya daha fazla olan
rastgele nikleotit dizisine sahip kisa primerler, genomik DNA'nin
gesitli bdlgelerinin godaltiminda kullanilir. Sonugta olugan frag-
mentlerin sayi1 ve bayaklaga, primerin nakleotit dizisine ve kalip
DNA'da bu dizinin varligina bagl olarak genoma 6zgi bir *parmak izi*

olustururlar (Klein-Lankhorst R.M. ve ark., 1991).

Bu ydntemde, hatlar arasinda polimorfizmin ortaya gikmasinda,

primerlerin genomik DNA'ya baglandi§: bolgelerdeki nokta



mutasyonlar: ile bu bélgeler arasindaki insersiyon ve delesyon gibi

mekanizmalar rol oynamaktadir (Caetano - Anollés G. ve ark., 1991).

Bu galigmada, Glkemizdeki yabani arpa hatlarinin toplanarak,
gerek tohum gerekse genetik materyal olarak uzun sdreli saklanmasi ve

genetik gegitlilikle ilgili gabgmalarin yaptimasi amaglanmigtir.

Bunun igin, Tarkiye arpa kolleksiyonunu temsil eden 250 arpa
hattinin DNA’lar: izole edilerek, bunlardan dedigik ybreleri temsil eden
19'unun, RAPD (Welsh J.ve McClelland M., 1990; Williams J.G.K. ve
ark., 1990) teknigi kullanilarak genetik parmak izi gikarilmig ve

aralarindaki gegitlilik oransal olarak ortaya konmusgtur.

Bu g¢aligma, ginim@dze kadar sadece sinirli sayida morfolojik
karakter agisindan siniflandiriimig olan arpa materyalinin genetik par-
mak izi yontemleri ile tanimlanmasi agisindan 6énem tagir. Bdyle bir
calismanin, ileride bu arpa hatlari Gzerinde yapilabilecek molekiler

genetik aragtirmalar igin baglangi¢ olugturabilecegdi dagtiniIlmektedir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1 BiTKi MATERYALI:

Bu galigmada kullanilan yurdumuz orijinli yabani arpa hatlarina ait
tohumlar Ankara Universitesi Ziraat Fakdltesi, Osman Tosun Gen
Bankasi'ndan sagland: (Tablo 1). Bu materyalin yanisira 20 yilt agkin
siredir istanbul Universitesi, Fen Fakdltesi Biyoloji B8lamid'nde
mutasyon 1slahi ve doku kidltard ¢galigmalarinda model organizma olarak
kuflanitan, Hordeum vulgare L. cv. Zafer - 160 arpa gegidi Polimeraz
Zincir Reaksiyon (PCR)'unun optimizasyonunda ve gesitliligin
molekiiler diizeyde tanimlanmasinda kontro! materyali olarak segildi.
Bu varyetelere ait tohumlardan yetistirilen bitkilerin yapraklarindan
elde edilen genomik deoksiribonikleik asit (DNA), PCR ile
¢ogaltildiktan sonra hatlar arasindaki genetik farkliligin molekdler

dizeyde kargtlagtirmali olarak tanimlanmasinda kullaniidi.

2.1.1 Bitkilerin Yetigtiriimesi

Bitkiler TUBITAK, Marmara Aragtirma Merkezi, Gebze / Kocaeli
seralarinda, her varyeteden 10 tohum olmak lizere sakstlarda yetigtiril-
di. Ortalama 20 gin sonunda yaklagik 10 - 15 cm boylanan taze yaprak-
lar kesilerek naylon torbalara alindi. Bu materyal sivi azot iginde
(-180°C) donduruldu ve kullanilacadi zamana kadar derin dondurucuda
(-70°C) sakland.



Tablo 1: Aragtirmada kulanilan yabani arpa hatlari

Arpa hatlan Katak No Orijin
532 10431 Ankara - Sarimsaklii
535 10422 Amasya - Merzifon
536 10341 Egridir
538 59/100 F.A.O
571 6676 Bilecik - S6§0t
579 7079 Yozgat - BoJazliyan
583 7025 Baladir
587 7213 Gorlu
589 7211 Ankara
590 7222 Yegilhisar
591 7221 iskilip
592 7220 Elegkirt
593 7219 Sivas - Yildizeli
595 7216 Ulukula
598 7230 Sivas - Divrigi
600 7227 Kirklareli
601 7226 Gemerek
602 7224 Sivas - Hafik
603 6975 Denizli
607 9091 Erzurum - Orta
610 9082 Malazgirt
634 54/68 Erzurum - Orta
636 8392 Usak
638 8385 Rize - Pazar




2.1.2 Genomik DNA'nin izolasyonu

Bitki materyalinden genomik DNA'nin eldesi igin Walbot (1988)
yéntemi kullanildi. Bunun igin her hattan yetigtirilen 10 fideden
yaklagik 2 gr bitki yaprad bir miktar sivi azot ve 0.5 ml ezme tamponu
(Tablo 2) ile steril porselen havanda homojenize edildi. Daha sonra
homojenat, 1.5 ml’'lik steril mikrotiplere alinarak 5000 devir / dakika’'da
5 dakika santrifdj (Eppendorf, 5415) edildi. Ust sivi atilarak,
nukleuslari igeren bir ¢6kelti elde edildi. Bu ¢bkelti 0.3 ml s{ispansiyon
tamponu (Tablo 2) ve 20 ul %20 sodyum dodesil salfat (w/v) ile
sispansiyon haline getirildi. Tapler 70°C’'de su banyosunda 15 dakika
tutuldu. 150 pul 7.5 M amonyum asetat ¢bzeltisi eklendikten sonra,
tupler yavag¢a karigtirildi ve 30 dakika buzda birakildi. 15000g°’de 5
dakika santrifdj edilerek amonyum dodesil silfat goktaralda. Ust sivi
yeni bir tdpe aktarildi, 0.7 ml soduk izopropanol eklendi ve 15 dakika
buzda bekletildi. DNA, 4°C'de 5 dakika 14000 devir / dakika santrifidj
edilerek ¢oktirdaldd. Ust sivi atildil ve tiapler kurutma kagidi Gzerinde
ters gevrilerek birkag dakika tutuldu. Peliet, 25 ul Tris - EDTA tam-
ponunda (Tablo 2) gézindarilerek ayni érnefe ait tim tuplerdeki
solusyon tek bir tipte toplandi. Solusyonlardaki RNA'yi uzaklagtirmak
icin farkli drnekleri igeren bu tiplere 10pl RNaz (10 mg/ml) enzimi
eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkibe edildi. Solusyona egit hacim fenol
- kloroform (Kloroform: izoamilalkol 24:1) eklendi. Tdpler 5-10 kez ters
gevrilerek yavagga karigtirildi ve 14000 devir / dakika'da 10 dakika
santrifdj edildi. Ust sivi yeni bir tibe aktarilarak, ayn: iglem bir kez
daha tekrarlandi. Ust sivi yeni bir tdbe alindi ve final konsantrasyonu
0.3 M olacak sekilde sodyum asetat (3 M, pH 5.2) eklendi. iki hacim
soduk etanol eklenerek derin dondurucuda (-70°C) 30 dakika bekletildi.
Tupler daha sonra 15000g°de 10 dakika santrifdj edildi. Ust sivi atild
ve pellet 1 ml %70 soduk etil alkol ile yikanarak tekrar 15000g°’de 10

dakika santrifdj edildi. Ust sivi atildi, pellet kurutuldu ve 50 pl
Tris - EDTA tamponunda ¢6zdalda.



Bu DNA solusyonlari uygun oranda sulandirilarak, UV -
Spektrofotometre (Milton Roy, 601)'de absorbsiyon degerlerine bakildi

ve ¢ift zincirli DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda;

"OD,,, x 50 x Seyreltme oran1” (Maniatis T. ve ark., 1982)
formala kullaniidi. Genomik DNA &rnekleri (-20°C)'de derin don-

durucuda sakland..

Tablo 2: DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar.

Tampon igerik

Ezme tamponu Sukroz %15 (w/v)
Tris HCt, pH 8.0 50 mM
EDTA 50 mM
NacCl 250 mM

Siispansiyon tamponu Tris HCI, pH 8.0 20 mM
EDTA 10 mM

Tris-EDTA Tamponu Tris HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA 1 mM

2.2 POLIMERAZ ZINCiIiR REAKSiYONU (PCR) iLE GENOM
PARMAK [ZiNIN GIKARILMAS!

Arpa hatlarindan elde edilen geromik DNA’'lardan, Williams J. G.K
ve ark. (1990) ile Welsh J. ve McClelland M. (1990) tarafindan d6nerilen

RAPD ydntemi ile rastgele bélgeler gogaltilarak genomik parmak izleri
gikarilds.




2.2.1.Primerler

Galismada 20 nakleotidlik 2 farkli primer kullanildi. Bu primerlerin
baz dizileri agagidaki gibidir;

Primer 1; 8' ACTTAGACCTCACCCTGTGG 3’
Primer 2; 5°' GCACTGACCTCCCACATTCC 3’

Primerler TUBITAK, MAM Biyoloji B6lamd laboratuvarlarinda sentezlen-
di ve derin dondurucuda (-20°C) saklandi. Bu primerler, insan B-globin

geni ile ilgili primerler olup arpa DNA's) igin rastgele diziler icermekte-
dir.

2.2.2 Enzim

Genomik DNA’'nin goéaltlmlnda, termostabil bir enzim olan Tagq
DNA polimeraz (Boehringer Mannheim) kultanildi. Bu enzim derin don-
durucuda (-20°C) saklandi.

2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin 8rneklerin hazirlanmasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 0.5 ml.lik polipropilen taplerde 25
ul.lik toptam reaksiyon hacminde gergeklestirildi. Tdplere gesgitli

bilesenler Tablo 3'de gérilen miktar ve sira ile konuldu.

95°C'de 10 dakika olarak yapilan ilk denatiirasyon agamasindan
sonra taplere 0.5 unite Taq polimeraz enzimi (Boehringer Mannheim)

eklendi. Reaksiyon, tiplere egit hacimde (25 pl) mineral yagd eklenerek
sardaralda.



Tablo 3: Polimeraz Zincir Reaksiyonu'nda kullanilan bilegenler

Bilegen ul Final konsantrasyon
ddH20 17
Tag Polimeraz Inkubasyon tamponu 10 x 2.5 1x
Tris - HCI 100 mM
KClI 500 mM
gelatin 1img / ml., pH8.3
MgCl2 tamponu (20 mM) 2.5 2.0 mM
PCR-dNTP kangimi 1 100 uM
dATP 25 mM
dGTP 25 mM
dCTP 25 mM
dTTP 25 mM
Primer (0.5 pug/pl) : 1 20 ng
Genomik DNA 2.5 1 ng

(sulandirim orani: 1:37)

2.2.4 Termal - sayklir'in Programlanmasi

95°C’'de 10 dakika olarak yapilan ilk denatarasyon ve Tag DNA

polimerazin eklenmesinden sonraki ilk 4 dénguQ;

1. segment 1.5 dakika 95°C
2. segment 1.5 dakika 36°C
3. segment 3 dakika 72°C
ve daha sonraki 40 déngi ise agag§idaki siirelerle gergeklegtirildi.
1. segment 0.5 dakika 95°C
2. segment 0.5 dakika 36°C
3. segment 1 dakika 72°C
40 déngld sonunda tipler 72°C'de 10 dakika birakilarak reaksiyon

tamamland:. PCR drdnleri analizleri yapilana dek -20°C’'de saklandi.
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2.2.5 PCR Urinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi igin
Hazirlanmasi

PCR dranlerinin etanol ile ¢6ktdridimesi agamasinda her bir reak-
siyon tabdnden 22 ul 8rnek alinarak 1:10 oraninda sodyum asetat (3M,
pH 5.2) ve 2 hacim soduk etanol (%99.5) eklendi. Tdpler sivi azota
batirilarak veya derin dondurucuda (-70°C) 30 dakika birakilarak don-

duruldu. Bu sdrenin sonunda, tipler +4°C'de 13000 devir / dakikada
santrifij edildi, pellet vakumlu kurutucuda kurutuldu ve distile suda ¢6zaldu.

2.2.6 Agaroz Jel Elektroforezi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Grinlerinin analizi i¢gin %1.2'lik

agaroz jeller kullanildi.

1.2 gr. agaroz 100 ml. IxXTBE tamponu (Tablo 4) igerisinde
tamamen eritildi. Bu jele 5 ul. etidyum bromir solusyonundan (10
mg/ml) eklendi ve sicakhginin 55°C-60°C'ye digmesi beklendi. Daha
sonra jel, bir elektroforez kasetine dékilldu. 30 dakikada polimerize

olan jel, 1xTBE igeren elektroforez tankina yerlestirildi ve jel kuyular

bu tampon ile yikandi.

Her bir PCR 8rnedi, yikleme tamponu (Tablo 4) ile karigtinlarak
12 ul olarak gel kuyularina yuklendi. 1-2 dakika érneklerin kuyu
diplerine g¢6kmesi igin bekiendi.

Tablo 4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar.

Tampon icerik
Tris-borat (TBE) tamponu {5x) Tris bazi 80 mM
Borik asit 90 mM
EDTA, pH 8,2 2 mM
Elektroforez yiikleme tamponu (6x) Bromofenol mavisi % 0.25
Sukroz % 40 (w/v)

11



PCR daranleri 70 volit ve serbest akim aitinda belirli stGrelerde
ydrataldd. Ornekler, jelin igerdigi etidyum bromdir aracih@: ile UV
altinda g6zlendi ve Type 52 polaroid film ile fotodraflandi.

2.3 POLIMORFIZM ORANININ HESAPLANMASI

Hatlar aras1 DNA dizeyindeki farklar agagida verilen formale (Nel,
M. ve Li W.H, 1979) gbre hesaplandi.

_ 2My
Mx"'Mv

F = Benzerlik orani

=
]

Xy iki hat iginde ayni uzunluktaki toplam RAPD fragmenti sayis|

=
i

x X hattindaki RAPD fragmentlerinin sayisi.
M, =Y hattindaki RAPD fragmentlerinin sayisi.

1 - F = Polimorfizm orani

Sonuglar % cinsinden tablo halinde verildi.

12



3. BULGULAR

3.1. PCR KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

3.1.1. Gesitli MgClz Konsantrasyonlarinin
Gogaltim (Amplifikasyon) Uzerine Etkileri

Arpa genomik DNA’sinin PCR ile ¢ogaltiminda, MgCl 'Gn dedisen
konsantrasyonlarinin reaksiyon Gzerine etkileri arastirildi. Zafer - 160
arpa gesidinden saflastirilan genomik DNA'nin, 1. primer ile
¢ogaltiminda, 1.8 ve 3.0 mM arah@indaki MgCl, konsantrasyonlari
denendi. Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu kosullarinda
gergekliestirilen bu denemelerin sonucunda yaklagik 0.2 ve 0.4 kb

araliginda gesitli bantlar elde edildi (Sekil 1).

13



gekil 1:

A B CDENMNMTFGH I L

Farkli zamanlarda yetistirilmis ikl kontrol arpa bitkisinin 1. primer ile
¢esitli MgCla konsantrasyonlarinda verdigi PCR dGrinlerini gbsteren
%1.2'lik agaroz jel. A-F; 1.8 mM, B-G; 2.0 mM, C-H; 2.2 mM, D-I; 2.5
mM, E-L; 3.0 mM MgClz. DNA boyut markiri olarak, Hind - 11l kesimi
lambda (A1) DNA kullanildi. Ornekler, 70 V'da 3 saat yarutulerek,

etidyum bromir ile boyandiktan sonra gérintilendi.

14



Zafer - 160 arpa gesidine ait genomik DNA &drnekleri, 2. primer ile
1.5, 1.7, 2.0, 2.2 ve 2.5 mM MgCl, konsantrasyonlarinda ¢ogaltildi ve

Sekil 2'deki sonuglar elde edildi.

Sekil 1 ve 2'de go6zienen sonuglardan 2.0 mM; optimum MgCI2
konsantrasyonu olarak belirlendi ve yabani arpa hatlarinin PCR ile

gogaltiminda bu konsantrasyon kullanilds,

kb

231

Sekil 2: Kontrol arpa bitkisinin, 2. primer ile A; 1.5 mM, B; 1.7 mM, C;20 mM,
D: 2.2 mM: E:2.5 mM MgCl2 konsantrasyonlarinda gogaltimini
gosteren %1.2'lik agaroz jel. Ornekler, 70 V'da 3 saat yﬁrijtdldﬁ.
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3.2. YABANI ARPA HATLARININ GENOMIK PARMAK
iZLERININ GIKARILMASI

24 arpa hattina ait DNA’lar, Gereg ve Yéntem'de (2.1.2) anlatilan
metod ile izole edildi ve RAPD (Welsh J. ve McClelland M., 1990;
Williams J.G.K. ve ark., 1990) teknigi ile 1. ve 2. primerler kullanilarak,

herbir arpa hattina 6zgil parmak izleri elde edildi. Agaroz jel

elektroforezi ile elde edilen sonuglar Sekil 3 ve 4'de géralduga gibidir.

c 2Rz 2325308288358 3%
o o o o
Kmmmmmmmmmmmooogok

Sekil 3a,b:Tablo 1'de verilen yabani arpa hatlarina ait DNA 8rneklerinin
primer 1 (5 ACTTAGACCTCACCCTGTGG3') ile godaltimi sonucu
elde edilen genomik parmak izleri. Kontrol (K) materyali olarak,
Zafer - 160 arpa gegidi DNA'sI kullanitdi. PCR; 25 ng genomik DNA,
2.0 mM MgClz, 20 ng primer 1, 100 uM dNTP karigimi, 0.5 unit Taq
DNA polimeraz ile gergeklegtirildi. PCR Urlnleri, stanol (%99.5) ile
gokturildukten sonra, TE tamponu iginde gdzilerek %1.2'lik agaroz
jele 12 pl olarak yiklendi. Ornekler 70 V'da 3 saat yurtildu.
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Sekil 4 a, b: Geglitli arpa hatlarindan izole edilen total DNA'nin PCR ile
¢ogaltimi ile elde edilen parmak izleri. Reaksiyon 25 ng genomik
DNA, 20 ng primer 2(5° GCACTGACCTCCCACATTCC 3'), 2.0 mM
MgClz, 100 #M dINTP karisimi ve 0.5 unit Tag DNA polimeraz enzimini
iceren toplam 25 ul'lik hacimde Qergekle§tirlldi. 95° C'de 10 dakikalik
ilk denatilirasyon sonunda, ilk 4 déngi 95°C'de; 1.5, 36°C’'de; 1.5 ve
72°C'de; 3 dakika, sonraki 40 déngil 95°C'de; 0.5, 36°C’'de; 0.5 ve
72°C’'de; 1 dakika olarak yapiid: ve tiipler 72°C'de 10 dakika tutularak
reaksiyon tamamiland). 1XTBE tamponu ve etidyum brom(r igeren
%1.2'lik agaroz jele 12 ul olarak yuklenen odrnekler, 70 V'da 3 saat

yurutdlerek, fotografiand..
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3.2.1. Arpa Hatlari Arasindaki Polimorfizmin incelenmesi

1. Primer ile elde edilen ve $ekil 3'te gérilen 4 RAPD markirinin
arpa hatlarina gdre dagilimi Tablo 5°'te verildi. Sekil 4'te tespit
edilebilen 10 RAPD markiri ise Tablo 6'da gérildGga gibidir. Herbir
arpa hatti arasindaki polimorfizm oranlari Gere¢ ve Yéntem’de verilen
formile (Nei M. ve Li W.H., 1979) gére, her 2 tablodan yararlanilarak

hesaplandi ve ortalama polimorfizm oranlari verildi (Tablo 7).

Tablo 7'den izlenebilecedi gibi 2. primer ile yapilan galigmada, en
yliksek polimorfizm orani, 595 ve 602'nolu arpa hatlari arasinda %15
olarak belirlendi. Zafer - 160 arpa gesidi ile 579 ve 589 no'lu hatlar en
yaksek farkliligr (%10) gdsterdi. Buna kargin 590, 591, 592 598 ve 600

no'lu hatlarin Zafer - 160 ile en ddglik polimorfizm oranini (%3)
gbsterdigi saptandi.
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Sekil 3'te g6zlenen 4 RAPD markirinin arpa hatlarina gére dagihimi

Tablo 5

5635 5386 579 583 589 590 591 592 593 595 598 600 601 602 603 607 610 634 636

K

Markiriar




Sekil 4'de gb6zlenen 10 RAPD markirinin arpa hatlarina gére daguimi

Tablo 6

5686 579 583 589 590 591 592 693 595 598 600 601 602 603 607 610 634 636

538

K

Markirlar
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4. TARTISMA

Gegitli drneklerin, RAPD teknigi ile genetik parmak izi gikarilarak
tanimlanmasinda, ¢gogaltim reaksiyonu kogsullarinin optimizasyonu
gereklidir. Genellikle, DNA polimeraz enzimi, MgCl, ve genomik
DNA'nin konsantrasyonlari, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun

veriminde 6nem tagir (Bassam B.J. ve ark., 1991).

Bu galigsmada, kontrol (Zafer - 160) arpa bitkisi DNA'sinin 1.
primer ile yapilan ¢ogaltim reaksiyonlarininda MgCl,'dn degisen (1.8,
2.0, 2.2, 2.5, 3.0 mM) konsantrasyonlar: igerisinde 2.0 mM final kon-
santrasyon optimum segile}ek, yabani arpa hatlarinin ¢gogaltiminda bu
konsantrasyon kullanildi. Ayni bitki DNA’sinin 2. primer ile
gogaltlmlnda‘; 1.5, 1.7, 2.0. 2.2 ve 2.5 mM mgCl, konsantrasyonlari
kutlanildi ve bantlarin net olarak gbzlenebildidi 1.7 - 2.2 mM arahg:
optimum MgCl, konsantrasyonu olarak belirlendi. Bununla beraber, 2.5
mM’in O0stdndeki MgCl,’dn arpa DNA’'sinin ¢ogaitiminda sinirlayici
oldugu gdzlendi (veriler g6sterilmedi). Bu bulgu, literatirde bitki RAPD
markirlarinin eldesine ydnelik bazi ¢aligmalara benzerlik
gbstermektedir. Ornegin; Halward T. ve ark. (1992) yer fist1§ bit-
kisinde, Williams J.G.K. ve ark. (1990) soya fasulyesinde, MgCl, kon-

sanrasyonu olarak 2.0 mM’1 kullanmiglardir.

Galigmada arpa DNA drneklerinin ¢odaltiminda kullaniimak {zere
rastgele nikleotit dizisine sahip 2 primer segilmigtir. 20 nikleotit
uzunluundaki bu primerler yaklagsik % 50 GC igerigine sahiptir.
Williams J.G.K ve ark. (1990) yaptiklar) galigmalarda, primer

uzunlugunun ve primerin GC igeriginin gogaltimdaki roldni
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aragtirmiglar ve sonug olarak RAPD reaksiyonlarinda kullaniiabilir
minimum primer uzunlugunun 9 nikleotit ve uygun Guanin, Sitozin (GC)
oraninin; %40 ve daha fazlasi olabilecedini ortaya koymusglardir. Klein-
Lankhorst R.M. ve ark. (1991) ile Hu J. ve Quiros C.F. (1991) gesitli
sebze tarlerinde yaptiklari RAPD galigmalarinda %50-80 GC igerigine
sahip, 10-20 nidkleotit uzunlujunda primerler kullanarak, gok sayida
RAPD markirlari elde etmiglerdir. Welsh J. ve McClelland M. (1990)
%50'nin dstindeki GC igeriginin ve PCR’de kullanilan dagldk bajlanma
sicakliginin primerin kalip DNA ile yanltg eslesme oranini arttirdigi ve
b8ylece daha fazla bdigeye baglandi§ini belirlemiglerdir.

Bu galismada diigik baglanma sicakh@i (36°C) kullanilarak, PCR drind
miktari arttiriilmaya galigiimigtir. Williams J.G.K. ve ark. (1990) ayni
baglanma derecesinde yaptiklarti galigmalarda insan, misir ve maya‘da
¢ok sayida HAPD markiri ellde etmiglerdir. Halward T ve ark. (1992) ile
Klein - Lankhorst R.M. ve ark. (1991), baglanma sicakligi olarak; 35°C,
Goodwin P.H. ve Annis S.L. (1991) ise 34°C 'yi kullanmiglardir. Buna
kargin, Welsh J. ve McClelland M. (1990).‘sadece ilk 2 dongd de dagsik
baglanma sicakligini (40° C) kullanarak, sonraki 30-40 déngi igin reak-
siyonu yiksek baglanma stcaklijinda (60°C) sdrddrmaglerdir.

Galigmada, Zafer - 160 ve yabani arpa hatlarinin 1. primer ile
¢oJaltiminda elde edilen 0.3 - 1.0 kb araligindaki bantlarin genellikle
monomorfik karakterde oldugu gdzlendi. 2. primer ile yapilan polimeraz
zincir reaksiyonu sonucunda &6zgdl parmak izlerini olugturan gegitli
polimorfik bantlar elde edildi. 10 RAPD markiri dederlendirilerek, en
yiksek polimorfizm orani; 595 ve 602 no'lu arpa hatlari arasinda; %15
olarak belirlendi. Zafer - 160 arpa gesidi ile 579 ve 589 no’lu hatlar
arasinda en yuksek polimorfizm %10 oraninda g6zlenirken, Zafer 160
ile, 590, 591, 592, 598, 600 no'lu hatlar arasindaki polimorfizm %3
olarak belirlendi.

23



Diger yandan RAPD reaksiyonlarinda nukleotit dizileri tarkl
primerlerin segimi, elde edilebilecek polimorfik (gegitlilik gésteren) ya
da monomorfik (benzerlik g6steren) bantlarin oranini etkilemektedir.
Yiksek oranda poliformik bantiar, goguniukia hatlar arasindaki polimor-
fizmin ortaya ¢itkarilmasinda, buna kargin daha yiksek oranda
monomorfik bantiar organizmalari tiir seviyesinde karakterize etmede

kullanilmaktadir (Caetano - Anollés G. ve ark., 1991).

Bu sonuglar, RAPD tekniginin, arpa hatlari arasinda genomik
"parmak izi" gikarilarak gegitliligin tanimlanmasinda uygun ve etkili bir
yol oldugunu gdéstermektedir. Ulkemiz yabani arpa materyalinde
polimorfizmin varhd) bu materyalin, Gstin nitelikli arpa gegitlerinin elde

edilmesinde kullanilabilirligini géstermesi bakimindan 6nem

tagimaktadir.

Bunun yanisira, arpa hatlarindan elde edilen genomik parmak iz-
leri ¢egitlerin belirlenmesinde ve olasi tohum karigikhikiarini 6nlemede
kullanilabilir. Hu J. ve Quiros C.F. (1991), tohum pazarlayan girketlere
ait 12 Brassica oleracea L. kiltivari ile yaptiklari RAPD ¢galigmalarinda,
bunlar arasinda %7.9 oraninda polimorfizm oldu§unu saptamiglar ve bu

degerlerin gegitlerin belirlenmesinde kullanilabilecedini géstermigler-
dir.

Bu galigmada hatlar arasinda 6zellikle 2. primer bakimindan
bulunan RAPD polimorfizmi, bu hatlar arasi melezlerin F, déllerinde
olugacak agilimdan yararlanilarak, genetik haritatarin kurulmasinda da
kullanilabilir. RAPD markirlari ile tarimsal bakimdan 6nemli karakterleri
idare eden genler arasinda bulunabilecek siki baglantilar, bu karakter-

lerin RAPD markiriar: ile daha kolay ve ucuz seleksiyonunu

saglayabilir.
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Sonug olarak, bu ¢aligmada Tirkiye'de yetisen yabani arpa hatlar
arasinda bir varyasyonun oldugu saptanmistir. Ulkemizin bu bitki
acisindan dnemli bir gen merkezi olmas) da géz6niine alindi§inda, bu
gegitlilik; 1slah galigmalarinda dnemli baz: karakterlerin kdltir gesit-
lerine aktarilmasi agisindan dnem tasir. Bu galigma ile arpa igin op-
timize edilen RAPD tekniginin arpa gegitlerinin identifikasyonu ile
tohum karigikhi§: (safiyeti)'nin belirlenebilmesinde kolaylikla
kullanilabilecedi anlagiimigtir. Daha ileri agamada, hatiar aras!
gegitliligin (polimorfizm) dizeyi belirlenerek arpa’da RAPD genetik

haritalarinin gikarilabilmesine zemin hazirlamigtir.
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5. 0ZET

ARPADA GESITLILIGIN MOLEKULER DUZEYDE TANIMLANMASI

Bu g¢alhigmada, Torkiye orijinli arpa hatlari arasindaki gegitlilik,
molekdler dizeyde RAPD (Random amplified polymorphic DNA) teknigi

ile kargilagtirmah olarak aragtirildi.

Deneylerde, kontrol materyali olarak kullanilan Zater-160 arpasi
ile 24 yabani arpa hattina ait bitki yaprakliarindan DNA izole edilerek,
bu DNA &rnekleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile gogaltildi.
PCR'da rastgele segilmis 20 nikleotitlik 2 primer kullanildi.

Genomik DNA’larin 1. primer ile gofaltilmasi sonucu, bir ¢ok
monomorfik bant elde edildi. 2. primeri igeren PCR sonucunda ise
monomorfik bantlarin yanisira polimorfik bantlarin varlifida gézlendi.
Bu bantlar igerisinde 10 RAPD markiri deferlendirilerek hatlar arasi

polimorfizm orani hesaplandi. Polimorfizm oranlarinin %3-15 arasinda
dedistigi gdzlendi.

Sonug olarak, 19 arpa hatt: ile Zafer - 160 arpa gesidinden elde
edilen genoma 6zgldl parmak izlerinin ortaya koydugu polimorfizmin
tohum karigikliklarinin 6nlenmesinde ve genetik haritalarin

kurulmasindaki potansiyeli tartigidi.
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6. SUMMARY

IDENTIFICATION OF THE VARIATION in BARLEY
at THE MOLECULAR LEVEL.

In this study, the variation between wild barley lines have com-
paratively been investigated at the molecular level with Random

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) technique.

Leaf DNAs extracted from 24 different barley lines and the control
Zafer-160 barley variety were amplitied with the use of Polymerase
Chain Reaction (PCR). Randomly choosen two primers with 20

nucleotides in length were used in PCR.

Many mb’nomorphic bands were obtained as a result of the
amplification of genomic DNAs with the first primer. When genomic
DNAs were amplified with the second primer, in addition to

monomorphic bands, a lot of polymorphic bands were also observed.

Ten RAPD markers were evaluated in these bands and the rates of

polymorphism between the lines were determined. The rates of polymor-

phism were found between 3-15 %.

The potential of genomic fingerprints and the polymorphism
releated to the different barley lines were discussed in seed selection

and the construction of genetic maps.
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