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T. dicoccoides ve T. dicoccon TURLERI ARASINDAKi GENETIK
QESiTLiLiGiN RAPD-PCR TEKNIGi iLE BELIRLENMESI
Ayse Yesbek

oz

Bitki gen kaynaklarinin etkin bir sekilde kullanimi ve korunmasi amaciyla genetik
cesitliligin karakterizasyonuna ihtiya¢ vardir. Bitki genomlarini karakterize etme ve
tanimlamada kullanilan ¢esitli markir sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemlerden
biri olan RAPD-PCR, bugday ve diger bitki tlrlerinde genetik cesitliligin
saptanmasinda kullanilan etkin bir teknikitir.

Bu galismanin amaci, Turkiye'de yetisen yabani emmer ve gernik (kultire alinmig
emmer) bugdaylarinin RAPD-PCR teknigi ile analiz edilerek, aralarindaki genetik
cesitliligin molekller dizeyde saptanmasidir. Bu amacla 11 adet yabani emmer ve
8 adet gernik bugdayr RAPD-PCR teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Bu
calismada kullanilan 25 adet primerden 20 tanesinin informatif oldugu
belirlenmistir. RAPD primerlerinden elde edilen toplam 178 PCR urGnunden 85’i
polimorfik bulunmustur. Calisilan yabani emmer ve gernik bugdayi érneklerinde
polimorfizm orani %47.75 olarak saptanmistir. Bitln veriler Aritmetik Ortalamayi
Kullanan Agirliksiz Gift Grup Metodu ile (UPGMA) degerlendiriimis ve fenogram
bu yéntemle gizilmistir. UPGMA analizi, TUR 02456 kayit numarali gernik bugdayi
ile TUR 03399 kayit numarali yabani emmer &6rneginin birbirine en uzak; TUR
03562 ve TUR 03564 kayit numarali gernik bugdayi érneklerinin birbirine en yakin

oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Yabani emmer bugdayi, gernik bugdayi, T. dicoccoides, T.
dicoccon, RAPD-PCR, genetik ¢esitlik, polimorfizm, UPGMA.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY
BETWEEN T. dicoccoides and T. dicoccon SPECIES BY
RAPD-PCR TECHNIQUE

Ayse Yesbek

ABSTRACT

It is necessary to characterize genetic diversity of the plant resources for their
effective usage and protection. There are well known various marker systems to
analyse and define the plant genomes. RAPD-PCR is one of the efficiently used
technique for distinguishing the genetic variation among the wheat species as well
as the other plants.

The objective of this study is molecular characterization of the genetic diversity of
wild emmer wheat and gernik wheat (cultivated emmer) each of which is planted in
Turkey by RAPD-PCR technique. For this purpose 11 wild emmer wheats and 8
gernik wheats were analyzed. Out of 25 randomly selected primers, 20 were found
to be informative. Of the total 178 ampilification products, 85 were polymorphic.
Frequency of the polymorphic band patterns were determined as 47.75 % for the
wild emmer and gernik wheats. All the data were employed to construct
phenograms using an unweighted pair-group method with arithmetical averages
(UPGMA). The UPGMA analysis indicated as a result that the lowest similarity was
between gernik wheat recorded as TUR 02456 and wild emmer wheat recorded as
TUR 03399, whereas, the genetic distance between two gernik wheats which are
recorded as TUR 03562 and TUR 03564 was the highest.

Keywords: Wild emmer wheat, gernik wheat, T. dicoccoides, T. dicoccon, RAPD-
PCR, genetic diversity, polymorphism, UPGMA.
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1. GIRiS

Yerylzindeki tUm yasam bigimleri dolayli ya da dolaysiz olarak bitkilere
bagimlidir. Besinlerimiz ya dogrudan dogruya bitkilerden ya da bitkilerle beslenen
hayvanlardan saglanan Urlnlerden olusmaktadir. Bitkiler ayni zamanda insanlarin
yag, ila¢ ve giyim gibi gereksinimlerini de kargilamaktadir. Ginimuzde dinyada
tarimi en ¢ok yapilan bitki bugdaydir. insan beslenmesinde kullanilan kdiltir
bitkileri arasinda dlnyada, ekilis ve yayilis bakimindan ilk sirayr bugday
almaktadir. Tariminin kolay ve tamamen makineye dayali olusu, bugday tarimini
tesvik etmektedir. Bugdayla yapilan yiyecekler dinya insanlarinin tgte birinden
fazlasinin gunlik besinlerinin ¢ok 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Devlet
Planlama Teskilat'nin yaptigi bir arastirmaya gdére Tuarkiye’de gUnlUk eneriji
gereksiniminin %52’si ekmek ve tahil Urlinlerinden kargilanmaktadir (Stizer, 2003).

Hizla artan dianya nifusu, her glin daha fazla sayida insanin beslenme sorununu
ortaya cikarmakta, beslenme yetersizligi ve acgliktan élimler devam etmektedir.
Mevcut gesitler ve islah hatlarindaki genetik farkhliklarin kullanilmasi, bu Grtnlerin
verim artirmi icin yeterli olamamaktadir. Bu nedenle tarimsal Uretim artigini
saglayacak yeni cesitlerin geligtiriimesi zorunludur. Bu amagla yapilacak
calismalarda islahg¢ilarin en blyUdk yardimcisi, bitkisel gen kaynaklari olacaktir
(Sehirali ve Ozgen, 1987).

Tarkiye, bitki genetik kaynaklari yéninden c¢ok 6zel bir konumda bulunmaktadir.
Bitkilerin cesitlenme ve orijin merkezi olarak Vavilov (1935)'un agikladigi
merkezlerden ikisi olan Akdeniz ve Yakindogu, Turkiye lzerinde 6rtismektedir. J.
Harlan’a gére Glkemizde 100°den fazla tariin genis degisim gdsterdigi 5 mikro—gen
merkezi bulunmaktadir (Demir, 1990). Bu merkezler, Agri ve civari Samsun—
Tokat—-Amasya, Kayseri ve civari, Giney—Dogu Anadolu ve Trakya—Ege’dir.
Tarkiye ayni zamanda topografya, iklim ve jeomorfolojik yénden genis cesitlilik
gbstermesinin dogal sonucu olarak, habitat tipleri ydoninden de zengindir ve bu
durum, bitki tdrlerinin sayisina ve endemizm oranina da yansimistir. Nitekim Davis
(1965-85) ve Davis et al., (1988)’'un acgiklamalarina gére, tohumlu bitkilerimizin
toplam sayisi 8.745 ve bu sayinin (gte birine karsilik gelen 2.763 bitki tard
endemiktir. Son verilere gére, Tlrkiye’de bulunan bitki taksonlarinin sayisi 10.754
olup, bunlarin da 3.708 adedi (% 34,5) endemiktir (Giner et al., 2000). Bir baska



deyisle Turkiye, bitki biyogesitliligi bakimindan ¢ok &nemli bir merkez

durumundadir.

Yirminci ylzyilin basindan beri Tirkiye’deki bugday c¢esitliligi dinyada her zaman
blydk ilgi uyandirmigtir. TUrkiye’de bulunan bugddaylari kesfetme ve toplama
calismalari artmis, toplanan érnekler farkli Ulkelerde gelistiriimistir (Gékgoél, 1935,
1939; Harlan, 1950; Zhukovsky et al., 1951). Turk bilimadami Mirza Goékgél (1935,
1939), Turkiye’nin her yanindan topladidi binlerce bugday 6rnedini karakterize
ederek 18.000’in tzerinde farkli tip ve bunlarin arasindan da 256 adet yeni bugday
varyetesi belirlemistir. Gokgol, Turkiye’de bulunan cesitlerin, bitki islahgilari igin

sonsuz bir hazine oldugunu belirtmigtir.

YUiksek verimli ve besin degeri daha fazla olan bugday cesitlerinin elde edilmesi
amaciyla yapilan yogun islah caligsmalari sonucunda, kdltar formlarinin genetik
cesitliligi giderek azalmig, zararlilara, ¢gevresel strese ve degisik hastaliklara karsi
hassasiyeti artmistir (Feldman and Sears, 1981; Plucknett et al., 1983). Kiltdr
bugdaylarinin gen havuzlarinin zenginlestiriimesi ve iyilestiriimesinde yabani
akrabalardan faydalaniimaktadir. Ulkemiz yabani bugday tirlerinin genetik
cesitlenme merkezidir. Ortadogu ve ona komsu Akdeniz cevresi ile Batl Asya,
yirmi iki yabani bugday tarindn yayihm gdésterdigi alandir. Ancak on doért bugday
tard ile bunlarin en yogun bigimde bir arada bulundugu cografya Ulkemizdir (Van—
Slageren, 1994). Yetistigi boélgelerin her tarli kosullarina uzun zaman surecinde
adapte olmus, genetik gesitliligi yiksek olan yabani tlrler, zengin gen kaynagdi
olarak oldukca blylk 6nem tasimaktadir. Bu nedenle yabani tlrlerdeki genetik

cesitliligin analiz edilmesi ve bu kaynaklarin korunmasi gerekmektedir.

Genetik kaynaklarin korunmasinin amaci, gen havuzunda bulunan cesitliligin
gercek ya da potansiyel kullanimina kadar etkin bicimde saklanmasi ve genetik
cesitliligin insanligin kullanimina sunulmasidir. Temelde her biri degisik tekniklerin
bir araya gelmesiyle olusan iki ana koruma sistemi vardir. Bu sistemler ex situ

(gurbette) ve in situ (memleketinde) koruma adini almaktadir.

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda en yaygin uygulama alani bulan strateji
ex situ koruma olmustur. Bunun en énemli nedeni, gurbette korumanin daha ucuz
ve kolay olmasidir. Bu koruma sisteminde tohum, DNA ve c¢igektozu



depolanmakta, tarla gen bankalari ve botanik bahgeleri olusturulmaktadir. Bu
sistem 6zellikle tahillar agisindan oldukga etkin olmaktadir. /n situ koruma ise,
dogal kaynaklarin kendi dogal yasam alanlarinda korunmalari anlamina
gelmektedir. Bu tir koruma sisteminde, dogal yasam alanlarindaki populasyonlar
cesitliligini devam ettirerek evrimlerini strdlirebilmekte ve yeni 6zellikler tasiyan
bitkilerin ortaya c¢ikmasina olanak saglanmaktadir. Ancak unutulmamalidir ki
evrim, yalnizca yeni karakterlerin ortaya ¢gikmasina neden olmayip, ayni zamanda
¢ok kullanigli olan bazi eski karakterlerin yitiriimesine de neden olabilmektedir.
iklimdeki ani degismeler, cevre kirliliginin artmasi ve her tirlii dogal ve insan
kaynakli stresler bu ydnden tehlikelidir. Bu durumda in situ koruma projelerinin
baslangic asamasinda, temsili tohum &rneklerinin gen bankalarinda uzun sdreli
korunmaya alinmasi gerekmektedir. Dolayisiyla in situ koruma, tek basina bitki
genetik kaynaklarini koruma ydéntemi olarak gérilmemekte, ex situ korumanin

tamamlayici bir unsuru olarak, onunla birlikte ele alinmaktadir.

Genetik cesitliligin, yani genetik benzerlik ve farkhliklarin saptanmasi ve
korunmasi amaciyla yapilan ¢alismalarda, mevcut c¢esitliligin karakterizasyonuna
intiyag vardir. Bitki genetik c¢esitliliginin  tr—i¢i ve tlrlerarasi dulzeylerde
saptanmasi gerekmektedir. Bu amagla klasik genetik tekniklerinin populasyon
genetigi, sistematik ve molekiler biyoloji teknikleri ile bir arada kullaniimasi
gerekmektedir (Kresovich and McFerson, 1992). Bu sentez sayesinde, bitki
genetik kaynaklarinin kullanimi ve gelecek i¢in korunmasi mimkin olacagi gibi,
kaltdr varyeteleri ve yabani bitkilerin tlr—i¢i ve tlrlerarasi dizeylerde genetik
varyasyonlarinin daha iyi karakterizasyonu da saglanmig olacaktir. Bitki
genomlarini karakterize etme ve tanimlamada kullanilan cesitli markir sistemleri
mevcuttur. Bu sistemler, dogdal populasyonlarin genetik cesitliligi hakkinda
gecmiste elde edilmesi mimkin olmayan detayli bilgilere kisa zamanda ve disik

maliyetle ulagiimasini saglamaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, Tarkiye'de yetisen yabani emmer bugdayi (Triticum
turgidum L. ssp. dicoccoides (Kérn. Ex Asch. & Graebn.) Thell) ve kiltlrl yapilan
emmer bugdaylarinin (Triticum turgidum L. ssp. dicoccon (Schrank) Thell=gernik
bugdayi), RAPD-PCR ybéntemi ile analiz edilerek, aralarindaki benzerlik ve
farkhhklarin molekller dizeyde saptanmasini saglamaktir. Bu calismadan elde
edilecek olan sonuglarin, Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisi blnyesindeki gen



bankasi icin yararl bir veri tabani olusturacagi disintlmektedir. Tez ¢calismasinda
kullanilan bugdaylar T.C. Tarim Bakanhgi'na bagh Tarla Bitkileri Merkez Arastirma

Enstitisi’nden temin edilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarimin Baslangici ve Bugdayin Kiiltiire Alinmasi

GUndmUzden yaklasik olarak 12.000 yil 6nce insanoglu avci—toplayici yasamdan,
tarima—dayali yerlesik hayata gecmeye baslamistir. Ciftcilik Yakindogu'da
baslamis olup, evcillestiriimis cesitli bitki ve hayvan tdrleri Avrupa, Asya ve
Afrika’'ya yayllmistir (Salamini et al., 2002). Tarimin nerede, nasil ve neden

basladigi sorusu hala tartismali bir konudur.

Tarimin baglamasi insan kdltirinde “Neolitik Devrim” olarak bilinen pek c¢ok
degisiklige yol ag¢mustir. Tarnm, toplumun siniflara ayrilmasina ve anahtar
teknolojilerin geligtiriimesine olanak veren yerlesik hayati gug¢lendirmistir; bu
nedenle tarimin nerede ortaya ciktigini bilmek, insan Kkultirinin geg¢misini
anlamak agisindan da 6nemlidir. Tarim uygulamalarinin énctligind yapan ilk
insanlar bugiin Tirkiye, iran, Irak, Suriye, israil, Urdiin ve Liibnan boyunca
yayillmig olan, “Verimli Hilal” adi verilen bdlgede (Sekil 2.1) yasamistir (Gopher et
al., 2002). Verimli Hilal bdlgesinde tarimin baslamasi bu bélgede yogun bir insan
populasyonunun gelismesine olanak saglamistir. insanlarin basaril sekilde tarim
yapabilmeleri ve yiyecek fazlasini depo edebilmeyi basarmalari ile birlikte,

bdlgedeki kalttrel gelisim hiz kazanmistir (Diamond, 1997).
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Sekil 2.1. Verimli Hildl Bolgesi (Salamini et al., 2002)



Tarimin baglamasindan 6nce Verimli Hilal bdlgesi, bugin insanoglu i¢in halen
vazgecilmez kaynaklar olan yabani hayvanlar ve yiksek protein igerikli bitkiler
acisindan zengin, dogal bir yapiya sahipti. Arkeolojik kayitlar, insanlarin bitkileri
klltire almadan ve evcillestirmeden 6nce dogal olarak bulunan bugday, arpa,
mercimek, nohut ve keten gibi yabani tahillari —6zellikle baskin olan bugday ve
arpayi— hasat ettiklerini gdstermektedir (Gopher et al., 2002). Halen tam olarak
bilinmeyen bazi nedenler tarima ydnelmeyi tetiklemistir. Ortaya koyulan pek cok
hipotezden biri, yaklasik 1000 yil stren soguk ve kuru iklimin, dogal tahil
kaynaklarini daraltmasi ya da zayiflatmasi ve bdylelikle topluluklar tarim
faaliyetleri ile ugragsmaya yoneltmis olmasidir. Soguk ve kuru iklimin baglamasi ile
birlikte primer habitatlardaki yabani bugdaylarin ortadan kalkmasinin, insanlari bu
bitkileri kiltire almaya itmis olabilece@i disunudlmektedir (Diamond, 1997; Hillman,
2000; Bar-Yosef and Meadow, 1995). Ekim ve hasat ayni yerde uzun sire
kalmay1 gerektirdigi icin insanlar, binlerce yildir sGrdardikleri gdcebe, avci—

toplayici yasam tarzindan yerlesik—Uretici yagsama gec¢mislerdir.

Yeryuzinde tarim yapilan ilk insan kdyleri ginimuzden yaklasik 10 bin yil 6nce
buginki Glneydodu Anadolu ve kuzey Suriye sinirlar igerisinde goérilmeye
baslanmistir (Nesbit and Samuel, 1996). Suriye’deki Abu Hireyra ve Turkiye’deki
Cafer Hoyik, Gaydoni ve Nevali Gori gibi arkeolojik kazi yerleri ilk tarim koyleri
arasindadir. Bundan sonraki 1500 yil icinde de bugday tarimi giineye (Urdiin
Vadisi'ndeki Beidha), doguya (iran’daki Jarmo ve Ali Kosh) ve batiya (Orta
Anadolu’daki Asikh Héylk, Can Hasan Il ve Catal hdéylk) dogru yayimistir.
Avrupa’daki en eski kiltiir bugday! drnekleri Yunanistan’da bulunmus olup, M.O.
5900 yillarina aittir (Nesbit and Samuel, 1996).

Basariyla kaltire alinmis ilk bugday, diploid bir tlr olan 7. monococcum L. ssp.
monococcum ’ (einkorn=kaplica) dur ve ilk olarak Turkiye'nin gineydogusunda
kultdre alindidi bilinmektedir. Bu bugday yabani atasi olan Triticum boeticun’dan
evcillestiriimistir (Harlan and Zohary, 1966; Van—Zeist et al., 1991). insanlar Bronz
Cagrnda kaplica bugdayini kiltire almaktan vazgecmiglerdir. Blylk bir olasilikla,
ihman iklimlere Ustin adaptasyon saglamalari ve hasada elverigli olmalarindan
dolayi, poliploid bugdaylara ybénelmislerdir. GUnimulzde bir kismi hala
kullaniimakta olan evcillestiriimis tetraploid bugday varyeteleri tek bir atadan, yani
T. dicoccoides’ten elde edilmigtir. Tlrkiye’nin giineydogusu ilkin einkorn ve emmer



bugdaylarinin esas evcillestirme bdélgesidir (Elias et al.,1996; Diamond, 1997). Son
yillarda yayinlanmis olan ¢ok sayidaki arastirmanin bulgulari, bugday tariminin
dinyada ilk kez Verimli Hilal icinde yer alan Karacadag ve ydresinde basladigini
vurgulamaktadir (Diamond, 1997; Nesbit and Samuel, 1998; Lev—-Yadun et al.,
2000; Ozkan et al., 2005 ).

Kapsamli arkeobotanik ¢alismalardan elde edilen bilgilere gére, emmer bugdayi,
einkorn, arpa, mercimek, nohut ve keten “Eski Diinya’da” (Colomb’un kesiflerinden
onceki Avrupa, Asya ve Afrika) tarimi baglatan “kurucu” tahillardir. Bu sekiz tahilin
evcillestiriimesine dair ilk isaretler erken Neolitik ddnemde, M.O 8. yiizyilin ikinci
yarisi ile M.O 7. yiizyilda Verimli Hilal'de gelisen ciftci kdylerinde bulunmustur.
Neolitik tarimin Yakindogu'da gelistikten sonra Guneybati Asya’nin diger bélgeleri
ile Akdeniz Boélgesi, iiman Avrupa ve Misira dogru yayilim gésterdigi sonucuna
variimistir (Van-Zeist et al., 1991).

Bugday glnimuizde de dinyanin hemen her yerinde ekilebilmektedir. Kuzey
yarikirede 67° kuzey enleminde yer alan Finlandiya, Norveg ve Rusya’dan; giiney
yariklirede 45° giiney enleminde yer alan Arjantin’e kadar genis bir alanda bugday
tarimi yapilabilmektedir. Bununla birlikte, tropik ve subtropik bélgelerde cografi
kosullar nedeniyle bugday tariminda sinirlamalar mevcuttur. Rusya’nin giney
bolgeleri, Amerika Birlesik Devletleri’'nin orta bdlgeleri, giiney Kanada, Akdeniz
Havzasi, gliney—orta Cin, Hindistan, Arjantin ve gineybati Avusturalya bugday

tariminin yapildigr ana bdélgelerdir.

Ulkemizde bugday yaklasik 9,5 milyon hektar alanda ekilmektedir. Uretim yildan
yila degismekle birlikte, Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgitii (FAO)
verilerine gore, ortalama yilda 20 milyon ton civarinda gergeklesmektedir (FAO,
2000). Diger Avrupa Ulkeleri ile karsilastirildiginda Tarkiye, 21 milyon ton ile
Fransa’dan ve 25,4 milyon ton ile Almanya’'dan sonra gelmektedir. FAO’nun 2004
yili verilerine gore dinya capindaki bugday Uretimi 500 milyon tondan fazladir
(FAO Food Outlook Report, 2005). 2005 yilinda dinya c¢apindaki kisi basina
bugday tiketimi 68 kg'dir (Bhalla, 2006). Gelismekte olan Ulkelerde tiketim 61 kg
iken, gelismis Ulkelerde bu miktar 95 kg'a kadar c¢ikmaktadir (Bhalla, 2006).
Bugday hayvan yemi olarak da kullaniimakta olup bu amagla 2004 yilinda 110
milyon tondan fazla bugday tiketilmistir.



2.2. Yabani Bugdaylardan Kultir Bugdaylarina Gegis

Ekin varyetelerinin yabani tlrlerden kiltir formlarina gegis sirecinde, G¢ temel
6zellik evrimsel olarak degisim gd6stermistir. Bunlar tohum buyUdkligl, basak
sapinin  kirllganligi  ve kavuzlarin tohumdan ayrilabilme &zelligidir. Tohum
bayUklukleri acisindan karsilastirildiginda, yabani tdrlerin kaltar formlarina gére
daha kiglk tohumlara sahip olduklari géralir. Basak saplari, basaklar
olgunlaginca parcalanip tohumlarin birbirinden farkli bdlgelere dagiimasini
saglayacak sekilde kirilgan bir yapiya sahiptir. Bu durum, yabani bugdaylar igin
tercin edilebilecek bir 6zellik olmakla birlikte, kaltir bugdaylarinin hasadini
zorlagtiracak nitelikte oldugundan, kaltir formlari daha dayanikli bir bagak sapina
sahiptir. Tohumlarin korunmasini saglayan yaprak benzeri yapilar olan kavuzlar,
yabani tlrlerde ya birlesmistir ya da tohuma c¢ok siki bir sekilde baglanmigtir. Evcil
tirlerde ise, tohumun kolayca disari salinmasini saglayacak sekilde oldugundan,
“ciplak daneli” adini almaktadirlar (Salamini et al., 2002). Kiltir cesitleri ile
bunlarin yabani akrabalari arasindaki bir diger fark, kdlttr formlarinin daha az
dormant olmalaridir. Yabani emmer bugdayinda basakgikta iki tohum bulunur;
bunlardan bir tanesi ilk sonbaharda, dideri ise genellikle bir sonraki yil ¢imlenir.
Yabani arpanin bagak¢iginda bir tohum bulunur; fakat etrafa yayilan tohumlarin
hepsi ilk yil cimlenmez. Yabani bitkiler igin bdyle bir durum avantaj saglarken,
kdltre ahnan bitkilerde bu durum istenmez; tersine atilan tohumun hepsinin ayni
yil ¢imlenmesi arzu edilir. Bitkilerin kdltire alinmasi sidrecinde dormansi
gbstermeyen mutasyona ugramis tipler bu ylzden otomatik olarak secilmigtir
(Salamini et al., 2002).

Perrino (1989) bitkilerin kaltire alinisinin gesitli basamaklardan gectigini ileri
surmektedir: (1) Bitkilerin kdltire alinmaya baslandigi ilk yillarda, bittn bitki tarleri
¢ok baylk genetik farkhliklara sahipti ve insanoglu bu genetik farkliliklar icinden en
cok begendiklerini topladi. (2) Secilen ve yari kiltire alinmis olan bu bitkiler
hayatlarini strddrebilmek igin insan yardimina ihtiya¢ duymaya bagladigi zaman,
ilkel hasat ve ekim tekniklerinin uygulamaya koyulmasi tarimin baslangicini
olusturdu. (3) insanoglu ayni cografi bélgede yeni yerlesim alanlari olusturdu ve bu
yeni yerlesim alanlarina kiltire aldigi veya yeni kilttire almaya bagladigi bitkilerin
tohumlarini gétirdd. Bu yeni yerlesim alanlarinda, buraya adapte olabilen yeni
bitki tipleri secildi. (4) Tekrar yeni yerlesim alanlari bulundu ve bu yeni yerler



kdltire alinan bitkilerin orijinlerinden uzak oldugu igin, bu bdlgede kultire alinan
bitkilerin yabanileri yoktu. Dogal olarak yabanilerle melezlesme sanslarinin
olmamasi nedeniyle, genetik gesitlilik azaldi. (5) Bazi ¢evre sartlarinda yabani otlar
veya yeni kiltire alinmig bitkiler, énceden kultire alinmig bitkilerden daha iyi
performans gdsterdi ve bdylece bunlarin da yeni kiltdr bitkisi olarak tarimi basladi.
(6)Yeni alanlar bulunup yerlesildikge kdltire alinan bitkilerin tohumlari buralara
tasindi. Bu yerler bitkilerin esas orijinlerinden ¢ok uzak oldugundan, genetik
farkliliklar yabanilerle melezleserek degil, dodal mutasyonlarla olustu ve bitkilerin

bu bdlgelere adaptasyonu dogal secilim ile saglandi.

On dokuzuncu ylzyilin sonlarina kadar tim bugdaylar, ayni soya ait hatlarin ve
hibrit thrlerin olusturdugu ylUksek heterojenite gésteren yerel cesitlerden meydana
gelmis durumdaydi. ilk seleksiyon calismalari Oriin miktarini ve un kalitesini
artirmak, daha buytk tohum elde etmek ve oldukga farkli iklim kosullarina uyumu
saglayabilmek amaciyla gerceklestiriimistir (Feldman et al., 1995). Daha sonra
bitki 1slahgilarinin caligmalar ile verim ve kalitesi yiksek, yeni alanlara daha iyi
adapte olabilen cesitler i1slah edilmistir. Islah edilmis, yUksek verimli fakat dar
genetik farkhliga sahip bu yeni ¢esitler, giclu bir genetik yapisi olan geleneksel
cesitlerin yerini almigtir.

Hemen hemen tim kaltGr bugdaylarinin genetik temeli olduk¢a dardir (Feldman
and Sears, 1981). Asins ve Carbonell (1986)'in yaptigi izozim aragtirmalari, ayni
soy ile melezleme (inbreeding) calismalari sonucunda bitki cesitliliginin azaldigina
dikkat cekmektedir. Bu durum kualtdr bugdaylarini yeni hastaliklara, zararlilara ve
cevresel strese kargl daha hassas yapmaktadir (Joshi and Nguyen, 1993). Bu
sebeple istenilen Ozelliklerin  yabani bugdaylardan alinip, introgresyon
¢alismalarinda kullanilmasi, kaltir bugdayi gelistiriimesi konusunda buydk umutlar
vaat etmektedir. Bu anlamda, bitki ¢esitliliginin ve yabani akrabalarin 6nemine ilk

deginen ve onlari toplayan kisi Nicolai I. Vavilov olmustur (Vavilov, 1935).

Bugday, insan yasamini ekonomik ve kiltirel olarak etkilerken, insan da bugdayin
evrimini etkilemistir. ilk tarim kdylerinde kaplica (Triticum monococcum) ve gernik
(Triticum dicoccon) bugdaylari ekilmekteydi. Bunlar, yabani atalarina gére biraz
daha iri taneli, ama yine yabaniler gibi kavuzlu ve basag! tasiyan saplari yari
kirllgan yapida olan turlerdi. Daha sonraki dénemlerde iri taneli, uzun saph ve



kavuzsuz, bu nedenle islemesi daha kolay iki tir ortaya ¢ikti. Bu tirler makarnalk
bugday (Triticum durum) ve ekmeklik bugday (Triticum aestivum) di. Bugdayin
gecirdigi bu genetik ve fenotipik degisiklikler, insanlarin kendi iglerine yarayan
Ozellikteki bugdaylar secgerek, bir sonraki yil ekmek Uzere ayirmalari ile baglamis
ve zaman iginde birikerek olusan secilim baskisinin sonucu olarak ortaya
citkmiglardir.

Bugtn tim dinyada yaygin olarak ekimi yapilan yalniz iki tGr bulunmaktadir: (1)
hekzaploid ekmeklik bugday T. aestivum (6n = 42 kromozom) ve (2) tetraploid
sert makarnalik ya da dusuk kaliteli durum tipi bugday olan T. turgidum (4n =
28)’dur. Turkiye'nin bazi yiksek bdlgelerinde ise ¢ok kisith miktarda da olsa,
cogunlukla hayvan yemi olarak kullanilan siyez ve gernik tarimina rastlanmaktadir.
Dunyanin baska bélgelerinde de yéresel iklim ve toprak kosullarina uygun, kisitli
miktarda Uretimi yapilan baska bugday tirleri ya da alttlrleri mevcuttur. Ayrica,
Avrupa’daki spelt bugday! gibi (Triticum spelta) gecmiste cok yaygin olarak
ekilirken, sonradan yerini makarnalik ve ekmeklik bugdaylara birakarak yok olan
bugday tirleri de vardir.

2.3. Emmer Bugdaylari

Hekzaploid bugdaylarin ve tetraploid kiltir bugdaylarinin yabani atasi olarak kabul
edilen Triticum turgidum L. ssp. dicoccoides (Thell), arzu edilen tarimsal 6zellikler
bakimindan farkli ve zengin bir kaynak (Poyarkova, 1988) olmasinin yani sira,
istenilen Ozelliklerin kiltar bugdaylarina aktariimasina olanak saglamasi agisindan
da blaylk 6nem tasimaktadir (Tahir and Pashayani, 1990). Bu polimorfizmler
allozimler (Aagaard et al., 1998), rDNA (Flavell et al., 1986), RAPD (Fahima et al.,
1999, Li et al., 1999), mikrosatellitler (Li et al., 2000a, Li et al., 2000b, Fahima et
al., 2002) ve AFLP (Ozkan et al., 2005) gibi farkli yéntemlerle yapilan calismalarla

ortaya cikariimistir.

Yabani atalar ile ayni genomu (AABB) tasiyan tetraploid kaltir bugdaylari harman
6zelliklerine goére ikiye ayrilmaktadir. Bunlar kabuklu bugday, T. turgidum L. ssp.
dicoccon ve daha gelismis bir tar olan acik tohumlu T. turgidum conv. durum Desf
(T. durum Dest.)’ tir. Durum bugdaylar acik tohumlu tetraploid bugdaylarin ana
temsilcisi olup, Neolitik devirde, Akdeniz ¢evresinde evcillestirilmigtir. T. dicoccon,
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yabani atasindan biraz daha blylk tohumlara ve yarn kirilgan basak sapina
sahiptir. Neolitik dénemde ve Bronz ¢aginin baslarinda, Eski Dlnya tarimindaki en
6nemli bugday tir0 olarak, gida ve bira yapiminda kullaniimaktaydi. Sonralari
yerini daha gelismis, acik tohumlu tetraploid ve hekzaploid bugday tdrleri almistir.
Emmer bugddayl ginimizde hala seyrek olarak Balkanlar, Anadolu, Bati Asya,
Hindistan ve yogun olarak da Etiyopya’da yetistiriimektedir.

2.4. Sitogenetik Caligmalar ve Bugday Sistematigi

Bugday Poaceae familyasinin, Triticeae sinifinin Triticum, Aegilops, Thinopyrum,
Dasypyrum, Lophopyrum ve Secale de dahil olmak Uzere yaklasik 35 cinsini
iceren Triticeae alt sinifina aittir. Triticum cinsine ait pek ¢ok ttr, ya poliploidi ya da
dogrudan genetik materyal degisimi araciligi ile melezler olusturabilmektedir.
Linnaeus (1753) bugddayin yabani akrabalarini Aegilops cinsine dahil ederken,
Triticum cinsi icerisinde 7 tUr oldugunu ileri sirmustir. Stebbins (1956), Bowden
(1959), Kimber ve Feldman (1987)’in iki cinsi Triticum icerisinde birlestirmeye
baslamasina kadar gecen 200 yillik strede Linnaeus’nin diktomisi taksonomistler

tarafindan benimsenmistir.

Sitogenetik ¢alismalar, Triticum gesitlerinin 7 basit haploid kromozomun (n = 7)
katlarini iceren poliploidi dizeylerine sahip olduklarini géstermigstir. Diploid (2n =
14), tetraploid (4n = 28) ve hekzaploid (6n = 42) olmak Uzere Ug farkli poliploidi
sinifi tanimlanmistir. Poliploid bugdaylar (tetraploid ve hekzaploid) amfiploid olup,
her biri farkh bir atadan gelen iki ya da daha fazla genom tasirlar ve diploid gibi
davranirlar. Poliploid bugdaylarin diploide benzer davraniglari, homolog
kromozomlarin eglesmesinin spesifik bir gen ya da bir “eglesme inhibitérQ (pairing—
inhibitor=Ph)” tarafindan baskilanmasindan kaynaklanmaktadir (Riley and
Chapman, 1958). T. aestivum’'da bu gen B genomunun 5. kromozomu Uzerinde
bulunmakta ve 5B geni olarak bilinmektedir (Riley, 1965). Diploidizasyon,
kromozomlarin dogru bir sekilde birbirinden ayrilmasini, genetik kararliligi,
heterojenligi ve ylksek verimliligi saglamasinin yani sira, kromozomlardaki yapisal
degisikliklere fazla tolerans gdsteren genomlar icin de koruma saglamaktadir.
Kromozom eslesmesi Uzerine yapilmig 6nceki calismalar (Kihara, 1954), farkl
diploid tdrlerin kromozomlarinin tdrlerarasi hibritlerde dlizgin bir sekilde
eslesmedigini ve bu nedenle her genomun farkh bir genomik formuile sahip
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oldugunu gdstermistir. Tarlerarasi hibritlerde dizenli bir eslesme gérilmemesi

sayesinde diploid turler arasinda tam bir kisirlik ve Greme izolasyonu gerceklesir.

Kiltdr ve yabani emmer buddaylarinin tomu0 (7. dicoccon ve T. dicoccoides) ile
durum bugdayi (T. durum) AABB genomik form0llini paylagmaktadir. Tablo 2.1.
Uc farkh poliploid diizeydeki yabani ve kdltir bugdaylarina ait genom formdallerini
gbstermektedir. Miller (1987) tarafindan Onerilen terminoloji (adlandirma) Tablo
2.1’ de verilmigtir.

Tablo 2.1. Yabani ve kultir bugdaylarinin genom formdalleri (Miller, 1987)

Tir Yaygin adi Genomik Yapisi

Diploid (2n=14)

Triticum boeoticum Yabani einkorn AA
Triticum urartu iki daneli einkorn AA
Triticum monococcum Kaltre alinmis einkorn AA
Triticum speltoides Yabani ot SS
Triticum tauschii Yabani ot DD

Tetraploid (2n=28)

Triticum dicoccoides Yabani emmer AABB
Triticum dicoccon KaltGre alinmis emmer AABB
Triticum durum Makarnalik/durum bugdayi AABB
Triticum turanicum Kamul AABB
Triticum polonicum Polonya bugdayi AABB

Hexaploid (2n=42)
Triticum spelta Spelt bugday: (kdlttre alinmig) AABBDD
Triticum aestivum Ekmeklik/yaygin bugday AABBDD

Daha 6nceki sitogenetik calismalar einkorn (7. monococcum) bugdayini A genomu
vericisi olarak kabul etmekteydi (Kihara, 1954). Ancak Chapman ve arkadaslari

(1976), A genomunun T. urartudan koéken aldigini belirlemigtir. Dvorak ve
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arkadaslari da (1988), tekrarlayan baz dizilerinin sayisindaki farkliliklarin poliploid
bugday filogenisinin arastiriimasinda kullanilabilecegini ve bu ybéntemle, A

genomunun T. monococcum’'dan ¢ok T. urartu ile iligkili oldugunu géstermiglerdir.

Tetraploid bugdaylarin ikinci genomu T. turgidum'da B, T. timopheevide ise G’dir.
Bu iki genom birbiriyle yakindan iligkili olup, her ikisi de T. speltoides’ten kbken
almis gibi gérinmektedir. Ozellikle rRNA genlerinin yapilari ile ilgili ¢alismalar
(Dvorak et al., 1989) ve tetraploid bugdaylardaki cpDNA calismalari (Ogihara and

Tsunewaki, 1988) G genomu vericisinin T. speltoides olduguna isaret etmektedir.

Morfolojik, cografik ve sitolojik kanitlar T. speltoides’in (SS) ya da buna yakin
akraba baska bir tarin B genomu vericisi oldugunu goésterse de, B genomu
vericisinin kimligi tam olarak bilinmemektedir (Riley and Chapman, 1958).
Molekuler kanitlar T. speltoides’in B genomuna katkida bulunan tdrlerin mevcut
olan en yakin akrabasi oldugunu dogrulamaktadir (Dvorak and Appels, 1982;
Dvorak and Zhang, 1990; Peterson et al., 2006). Ancak kromozom bantlama, in
situ hibridizasyon, mayotik eslestirme ve izozim calismalari T. speltoides’ in B
genomunun modern tetraploid ve hekzaploid bugdaylarin B genomu ile ayni
olmadigini géstermektedir (Waines and Bernhart, 1992).

D genomunun orijini ise tamamen Aegilops squarrosa L. (Triticum tauschii) ile
iligkilidir (Kihara, 1944; Jones et al., 1982). DD genomuna sahip diploid T.
tauschiinin tetraploid AABB genomu ile birlesmesi, hekzaploid AABBDD
genomunun ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bunun en biydk etkisi, bugdayin
yerylzundeki yayilimi Ozerine olmustur. D genomunun icerigindeki genlerin,

ekmek yapma ve bugday ununun hamur ézellikleri Gzerine blyUk etkileri olmustur.
2.5. Molekiiler Sistematik

Dinyada genis kullanim alanlarn bulmasi ve sahip oldugu biylk genomu ile
bugday, diger tahillar arasinda tarim ve beslenme acisindan ¢ok 6nemli bir
konuma sahiptir. Bu durum bugday yetistiricilerini daha fazla sayida kaltir bugdayi
gelistirmeye yodnlendirmistir. Cok hizla artan nifus ve modern yasam tarzi,
yetistiricileri yuksek verimli, tohum kalitesi ylUksek, zararlilara ve patojenlere
dayanikli yeni bugday cesitleri gelistirmeye zorlamaktadir. Bu nedenle bugdday
biyoteknolojisi, son 20-30 yilda &énem kazanmis ve budday yetistirme
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programlarinda 6énemli bir ara¢ haline gelmigstir. DNA markir teknolojisi, tahil
gelistirme programlarinda etkili olarak kullanilabilecek pozitif bir katkidir ve bitki
yetistirme ¢alismalarinin verimliligini artirici bir biyoteknoloji alanidir.

Kalitim sekilleri morfolojik, biyokimyasal ve DNA dizeyinde izlenebilen
karakterlere  “genetik markir” denir. Bu karakterlerin markir olarak
isimlendirilmesinin nedeni, ¢alisilan organizmadaki ilgilenilen 6zelliklerin genetigi
hakkinda —dolayli da olsa— bilgi saglamalaridir. Genetik markirlar taksonomi,
embriyoloji, fizyoloji ve genetik mihendisligi gibi pek ¢cok alanda genetik haritalarin
hazirlanmasi, genetik parmakizi analizi, dogrudan gen etiketlenmesi, gen
kopyalanmasi, genom analizi, evrimsel analizler, genetik varyasyon belirlenmesi
ve kromozomlarda olugsan yapisal degisimlerin belirlenmesi gibi pek cok amaca

yonelik olarak kullaniimaktadir (Yildirrm ve Kandemir, 2001).

GunUmuizde pek cok farkli genetik markir sistemi kullanilmaktadir. Arastirmada
kullanilacak olan markir sisteminin seg¢imi, tamamen g¢alismanin amacina bagli
olmanin yani sira, bir markir sisteminin sahip olmasi gereken bazi 6zellikler de g6z
dnunde bulundurularak yapilir. Bunlar glvenilirlik, bilgi verici 6zellikte olma, yiksek
polimorfizm gdsterme, tekrarlanabilirlik, fenotip Uzerinde olumsuz etkisi olmama,
kolay elde edilebilir olma, Mendell tipi kalitim gdsterme, genom Uzerinde sik
bulunma, kullanim kolayligi ve hizi, otomasyona uygunluk, genetik haritalama

calismalarina uygunluk, sistemin kurulus ve uygulama maliyeti gibi 6zelliklerdir.

Genetik markirlar morfolojik markirlar, protein markirlari ve DNA markirlari olmak

Uzere U¢ gruba ayrilarak incelenebilmektedir (Yildirirm ve Kandemir, 2001).
2.5.1. Morfolojik Markirlar

Tek bir lokus tarafindan kontrol edilen morfolojik 6zellikler, eder bulunduklari
cevrede  ekspresyonlari  tekrarlaniyorsa  bir  genetik  markir  olarak
kullanilabilmektedir. Morfolojik markirlar cicek rengi, tohum sekli, pigmentasyon
gibi gorulebilir fenotipik karakterleri kapsamaktadir. Dominant 6zellik gdsteren
markirlardir. Analizlerinin kolay olmasi en buylk avantajlari iken, sayilarinin az
olmasi, cevresel sartlardan ya da bitkinin icinde bulundugu gelisme sirecinden ve
diger lokuslardan etkilenmeleri, kullanimlarini ve guvenirliklerini etkileyen
dezavantajlardir (Winter and Kahl, 1995).

14



2.5.2. Protein Markirlan

Protein markirlari enzimler ve enzim olmayan proteinler (gliadin ve glutenin gibi
depo proteinleri) olmak Uzere iki ana gruba ayrilir. Depo proteinleri, bir jel Gzerinde
yUrhtdlup boyandiklarinda, farkli genotiplerde ortaya c¢ikan yapi farkhliklari
kolaylikla belirlenebilmekte ve bu 6zellik genetik markir olarak kullanilabilmektedir.
Analizleri gabuk, glvenilir ve tekrarlanabilir 6zelliktedir; ancak sayilarinin az olmasi

nedeniyle genis bir kullanim alani bulamamaktadir.

izozimler, farkli genler ya da ayni genin farkli allelleri tarafindan kodlanan
enzimlerdir. izozimler kinetikleri, substrat ilgileri, alt tniteleri, amino asit dizileri ve
sayilari bakimindan farkllik géstermektedir. Bu sayede izozimlerin birbirinden ayirt
edilebilmeleri icin elektroforez teknigi kullaniimaktadir. Proteinler tasidiklar yik ve
kitlelerinin oranina goére jelde farkl hizlarda hareket etmektedir. Elektroforez
sonrasinda ilgili proteine ait secici boyama teknikleri kullanilarak, proteinin jel
icinde bulundugu pozisyon belirlenebilmekte ve bu pozisyona goére farkli alleller
tanimlanabilmektedir. Kodominant 6zellikteki markirlardir.

Enzim markirlarinin temel avantajlari analizlerinin ¢abuk, ucuz ve guvenilir
olmasidir. Gevreden ve diger lokuslardan etkilenmemektedirler. Sayilarinin ¢ok az
olmasi ve post-translasyonel modifikasyonlardan etkilenmeleri nedeniyle
kullanimlart sinirhdir. Ayrica bazi izozimlerin ancak 6zel dokularda ve belli bir
gelisme déneminde gdzlenebilir olmasi, dezavantajlari arasinda yer almaktadir
(Staub et al., 1996).

2.5. 3. DNA Markirlar

Farkh genotiplere ait DNA’larin dizi farkhliklarini c¢esitli sekillerde ortaya koyan
markirlardir. DNA markirlari, DNA’'nin aktif bolgelerinden veya herhangi bir genetik
kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilir. Cevreden,
diger lokuslardan veya bitkinin gelisme sirecinden etkilenmemeleri, sayilarinin ¢ok
olmasi ve guvenirliklerinin yiksek olmasi nedeniyle ¢ok genis bir kullanim alanina
sahiptir.

DNA markirlari, hibridizasyon ve PCR teknigine dayanan markirlar olmak Uzere

siniflandirilir. ilk molekiler markir kusagi olan RFLP (restriksiyon parca uzunluk
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polimorfizmleri), DNA-DNA hibridizasyonu temeline dayanan, yavas ve yiksek
maliyetli olan bir tekniktir. DNA parcalarini ¢ogaltmaya yarayan polimeraz zincir
reaksiyonunun kesgfi ile daha hizli ve daha disik maliyetli olan, PCR ydntemine
dayali ikinci kusak molekller markirlarin olusturulmasi saglanmistir. PCR
yontemine dayanan markir tekniklerinde, rasgele oligontkleotid primerlerin
kullanilmaya baglanmasiyla birlikte, daha énceden karakterize edilmemis olan
genomlarla calisabilmek kolaylagsmistir. Asagida bazi markir sistemlerinden
ayrintili olarak bahsedilmigtir.

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

RFLP, genomik DNA’nin 6zgul restriksiyon endonukleazlar ile kesilmesiyle
olusturuimug DNA pargalarinin uzunluklarindaki farkhliklardir. Restriksiyon
enzimlerini kesfeden Hamilton Smith ve Daniel Nathans, 1978 yilinda Nobel tip
édulind  almistir. Bu enzimlerin  kesfi, yeni genetik markirlarin  temelini
olusturmustur. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizminden, ilk olarak 1980’
lerde insan genom c¢alismalarn i¢in yararlanilmis olup, daha sonra bitkilere
uygulanmaya baslanmistir. Linkaj ve genetik akrabahdin belirlenmesi
calismalarinda 6zellikle bu yéntem kullaniimigtir.

RFLP analizinde, izole edilmis genomik DNA restriksiyon enzimleri ile kesilir.
Olusan DNA fragmentleri elektroforeze tabi tutularak, blyUklUklerine gére jelde
ayrilmalari saglanir. DNA fragmentleri, Southern transfer metoduyla jel ortamindan
naylon filtrelere tek iplikli olarak transfer edilir. Filtre Gzerindeki fragmentlerle,
cesitli bicimlerde isaretlenmis ve tek iplik haline getirilmis prob DNA hibridize edilir.
RFLP teknigi ile prob DNA’nin temsil ettigi lokusun analizi yapilir. RFLP probu
olarak, genellikle 200-2000 b¢ uzunlugunda DNA pargalari kullanilir. Prob
DNA'nin en onemli Ozelligi genomda az sayida kopyasinin bulunmasidir.
Genomdaki tekrar dizilerini iceren DNA problari kullanilmasi durumunda, membran
Uzerinde prob pek cok yere yapisacak ve analiz yapmak imkansiz olacaktir.
Pratikte RFLP probu olarak cDNA’lar kullanilir.

Polimorfizm yaygin olarak enzimin tanidigi iki kesim bdlgesi arasindaki insersiyon

ya da delesyonlardan kaynaklanir.
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RFLP markirlarinin en 6nemli avantajlarindan biri, bu ydntemle elde edilen
verilerin farkli tdrler, cinsler ve hatta familyalar arasinda kullanilabilir olmasidir.
Bdylece, bir bitki tirinde bir RFLP markiri bir kez haritalandidinda, diger akraba
tirlerde de bu haritalama bdlgesinde bir markir bulunma potansiyeli olacaktir.
Gulvenilir ve tekrarlanabilir sonuglar veren bir teknik olmasina karsin, pek g¢ok
dezavantaji bulunmaktadir. RFLP markirlari kodominant markirlardir, orta dizeyde
polimorfizm g&sterirler ve analizleri igin radyoaktivite gerekmektedir. Oldukg¢a
pahali bir ydntem olmasinin yaninda, fazla zaman ve ig gicu gerektirir. En énemli

dezavantaji ise ¢gok miktarda ve ylUksek kalitede DNA gerektirmesidir (IAEA, 2002).
STS (Sequence Tagged Sites)

STS teknigi RFLP glvenilirligini ve PCR kolayligini bir araya getiren bir tekniktir.
NUkleotid dizisi bilinen, az kopyali RFLP problarindan 18-24 b¢'lik primerler
gelistirilerek probun temsil ettigi boélgenin amplifikasyonu yapilmaktadir.
Polimorfizm genellikle amplifikasyon Urinleri arasindaki buytklik farkina goére
belirlenmektedir. Ancak secilen primerlerin kopya sayilarinin az olmasi ve
genomlar arasinda yUksek oranda korunmus olmalarindan 6tlrt, genellikle orta
diizeyde polimorfizm gdzlenebilmektedir. Uriinler arasinda bayiiklik farkinin
g6zlenmedigi durumlarda restriksiyon enzimleri kullanilarak  polimorfizm
saptanabilmektedir (Talbert et al., 1994). Kullanimi RFLP’ye gbre daha kolay, ucuz
ve hizlidir. Az miktarda baslangic materyali gerektirir, otomasyona uygundur ve
primer segimine bagll olmakla birlikte haritalar arasi transferi mimkindur. ilgili
bblgeye ait dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmasi ve polimorfizm oraninin orta seviyede

olmasi teknigin en 6nemli dezavantajlarindandir (Walton, 1993).
EST (Expressed Sequence Tags)

ilk kez Adams et al. (1991) tarafindan tanimlanan ydntemde rasgele cDNA
kopyalarinin bdélgesel dizi analizi yapilmaktadir. Haritalama ve genom dizileme
caligmalari icin de uygun bir yéntemdir. cDNA’lar mRNA'’lardan elde edildikleri igin
belirli sartlarda ya da gelisimin farkli asamalarinda ifade edilen genlerin

incelenmesine olanak saglar.
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SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

SNP’ler en yaygin olarak gérilen DNA polimorfizmleridir. insanlarda yaklagik lg
milyon SNP oldugu bilinmektedir (Russell, 2001), bugday genomunda bu say! her
1/370 bg ile 1/540 bc¢ arasindadir (Procunier et al., 2003; Somers et al., 2003).
Bazi populasyon ya da populasyonlardaki normal bireylerde bulunan ve genomik
DNA (zerinde farkh dizi alternatifleri (allel) olarak tanimlanan tek nukleotid
degisiklikleridir. Bu allel frekansinin dagilimi en az %1 ve daha buyuktdr (Brookes,
1999). Bazi arastirmacilar tek nikleotid substitiisyonlarini yaygin olarak SNP adi
altinda siniflandirsa da, SNP’ler tek nikleotid insersiyon ya da delesyonlari
degildir.

Teorik olarak her bir niikleotid pozisyonunda dért allel (dért farkli nikleotid oldugu
icin) bulunabilir; ancak pratikte kural olarak sadece iki allel bulunabilir (Brookes,
1999). Baska bir deyisle SNP markirlar, esit olmayan (unequal) nikleotid
transisyon (A—~G, T—C) ve transversiyonlari (A—~C, AT, GoC, GoT) olarak
tanimlanan biallelik markirlardir. Multiallelik markirlarin aksine biallelik olan SNP
markirlari tamamen otomatize edilebilir ve DNA’nin mikroarraylere uygulanmasi ile
ayni anda birka¢ bin SNP analizi yapilabilir. Modern tekniklerin kullaniimasiyla,
SNP analizlerinin etkinligi diger DNA analiz ydntemlerine gbre birka¢g misli

artinlmig olur (Khlestkina and Salina, 2006).
SSR (Simple Sequence Repeats)

Mantar, bitki, hayvan ve insan genomu gibi 6karyotik genomlar boyunca ardigik
olarak tekrarlanan, 2—6 nukleotidlik, yuksek varyasyona sahip DNA dizileridir. Basit
tekrarlarin ¢codunlugu kodlayici olmayan DNA bédlgelerinde, ayrica genler arasi
bblgelerde ve intronlarda da bulunur. Genetik markir olarak kullanilan
mikrosatellitler genellikle bu gruptadir ve nétral evrim gecirdikleri distinulmektedir.

Mikrosatellit dizileri ve genomda bulunma sikliklari organizmadan organizmaya
gore farklilk gdstermektedir (Lagercrantz et al., 1993, Gupta et al., 1996). Ornegin
insan genomu, bitki genomunun 10 kati kadar fazla mikrosatellit icermektedir
(Powell et al., 1996). (AC)n ve (GA)n dizileri, ¢esitli tahil tlrleri arasinda sik olarak
bulunan ikili nikleotid tekrarlaridir. Wang et al. (1994)'in 54 bitki Gzerinde yapmig
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oldugu calismaya goére, en sik olarak (AT)n dizisine rastlanmis olup, bunu (A)n,
(AG)n, (AAT)n, (AAC)n, (AGC)n, (AAG)n, (AATT)n, (AAAT)n ve (AC)n
tekrarlarinin izledigi tespit edilmistir. Bugday genomunda ise (GA)n ve (AC)n ikili
tekrarlari sirasiyla en sik bulunan tekrarlardir.

Mikrosatellitleri cevreleyen DNA dizileri genellikle ayni tirin bireyleri arasinda
korunmus olmakla birlikte, ardisik SSR tekrar sayisindaki farklilk nedeniyle PCR
sonucunda farkli uzunlukta DNA pargalari ortaya ¢ikar. Bu tekrarlar, gok yakin tir
ve cesitler arasinda dahi tekrarlanan Unitelerin sayisinda degisiklige yol acan
mutasyonlar nedeni ile oldukga polimorfiktir. SSR’ leri cevreleyen DNA dizileri
primer olarak kullanilarak, PCR ydntemi ile bir lokustaki farkli alleller tespit
edilebilir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen farkli uzunluklardaki SSR allelleri,
jel elektroforezi ile ayrilabilir, gimis boyama ve otoradyografi gibi yontemlerle

g6rintulenebilir.

SSR’ler ylksek oranda polimorfizm gésterdikleri igin bitkilerde oldukga fazla bilgi
verici 6zellik goésterirler. SSR’ler haritalama ve genotipleme arastirmalarinda
oldukga iyi cahsilmistir. Kodominant olarak kalitiimalari ve PCR ile kolaylikla
cogaltilabilmeleri, kullanim oranlarini artirmaktadir. En 6nemli dezavantajlari
poliakrilamid jel elektroforezi gerektirmesi, markir gelistirmenin oldukca fazla is

gucid ve zaman isteyen zor ve pahali bir islem olmasidir (IAEA, 2002).
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Hedef dizilerinin arasindaki bdlgeleri ¢ogaltmak icin SSR primerlerini kullanan,
PCR teknigine dayanan bir yéntemdir. Birbirine yakin bulunan SSR’ler arasindaki
DNA dizileri gogaltilir ve ortaya gikan fragmentlerin uzunluklar kargilastirilir. ilk
kez Zietkiewicz et al. (1994) tarafindan tanimlanan teknikte, genomik DNA, 3'
ucunda birkag farkli baz iceren mikrosatellit markirlan ile cogaltiimaktadir. 3'
ucunda iki, G¢, dort veya bes bazin cesitli birlesimlerine bagli olarak ¢ok sayida
(6r; 3% =27, 4* =256 ) ISSR markiri elde etmek miimkindir. Cogunlukla dominant
markirlardir. Yuksek polimorfizm gdstermeleri, glvenilir olmalari ve otomasyona

uygunluklari nedeniyle oldukca yaygin olarak kullaniimaktadir.
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

AFLP teknigi, PCR ve RFLP tekniklerinin temel prensiplerine dayanir (Vos et al.
1995). Ozellikle birbiriyle yakindan iliskili genotipler arasindaki polimorfizmin
belirlenmesinde etkili olarak kullaniimaktadir (Saiki et al., 1988, Ehrlich et al.,
1991).

Total genomik DNA, birisi sik digeri nadir kesen bir ¢ift restriksiyon enzimi ile
kesilir. Ortaya c¢ikan farkli uzunlukta ve dizisi bilinmeyen DNA fragmentlerinin
uclarina, dizisi bilinen adaptérler takilir. Ortama koyulan adaptérlere komplementer
olan isaretlenmis primerler, restriksiyon fragmentlerini ¢ogaltmak igin kullanilir.
PCR ile cogaltlmis olan parcalar daha sonra elektroforez ile birbirlerinden
ayrilarak, bant semalari degerlendirilir.

Pek ¢ok enzim ve primer AFLP parmak izi kompleksligini calismalara uygun hale

getirebilir. Bu ylzden ayirt edici 6zellikte primer segimine dikkat edilmelidir.

Teknigin polimorfizm orani ¢ok yuksektir. RAPD kadar olmasa da RFLP’den daha
hizhdir. Masraf, ig guct gereksinimi ve guvenirligi bakimindan RAPD ile RFLP
arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayni anda ve etkili bir sekilde
taramasi, genom kaynagina ait dizi bilgisine ihtiyag¢ duymamasi nedeniyle
parmakizi analizine cok uygundur. Onemli dezavantajlari; fazla miktarda DNA
gereksinmesi, dominant bir markir olmasi, uygulamadaki zorlugu ve farkh genetik
haritalar arasindaki transfer gaclagadar.

rDNA-ITS (Ribosomal DNA Internal Transcribed Spacers)

rDNA, oOkaryotlarda c¢ekirdekcik dizenleme bdlgesi (Nucleolar Organizer
Regions=NORs) olarak bilinen kromozomal bdlgelerde ardisik siral tekrarlar
halinde bulunan ¢oklu gen ailesidir. Her bir tekrar unitesi kiciuk (18S) ve blyuk
(28S) rRNA alt tnitelerini kodlayan genlerden olusur. 5.8 S rRNA genleri bu genler
arasinda yer alir ve sirasiyla ITS 1 (internal transcribed spacer) ve ITS 2 dizileri ile
genlerden ayrilir. rDNA multigen ailesinden taksonomi ve molekuler filogeni
¢alismalarinda yararlaniimaktadir. 18S ve 28S alt Unitelerinde bulunan korunmus
diziler evrimsel agidan oldukga bilgi verici 6zelliktedir. En kiiglk alt birim olan 5.8S

alt birimi ise filogenetik olarak guvenilir bilgi saglayamayacak kadar kisadir. Daha
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hizli evrimlesen ITS dizileri korunmus dizilere kiyasla tlr-i¢i ve tlrlerarasi
calismalarda daha bilgi vericidir. [TS’ler biparantel kalitim g0sterirler,
kodominanttirlar ve ylUksek derecede varyasyon goéstermektedirler. Etrafindaki
korunmus bdlgeler esas alinarak tasarlanmig evrensel primerler kullanilarak ya da
diger molekdler teknikler yardimiyla ITS bélgelerindeki varyasyonlar belirlenebilir
(Bayer et al., 1996).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

RAPD, rasgele nikleotid dizisine sahip kisa oligonUkleotid primerleri kullanilarak,
herhangi bir DNA parcasini, nukleotid dizi bilgisine ihtiyag duymadan amplifiye
edebilen, PCR temeline dayali bir DNA markir sistemidir. ilk kez Welsh ve

McClelland (1990) tarafindan tanimlanmistir.

Standart PCR’da ilk olarak, analiz edilecek olan DNA bdélgesinin dizisi belirlenir.
Daha sonra hedef DNA dizisi igerisinde yer alan, ona komplementer olarak
sentezlenmis iki adet spesifik primer (18-25 bg¢ uzunlugunda), amplifikasyon
reaksiyonunu baslatmak Uzere kullanilir. Buna karsiik RAPD—-PCR metodunda
rasgele dizilimde, ortalama PCR reaksiyonlarindan daha distuk baglanma
sicakligina sahip, tek ve kisa bir primer (6—10 b¢ uzunlugunda) kullanilir. Primer,
DNA'nin karsilikli zincirleri Gzerinde komplementer oldugu bdgelere baglanir ve
amplifikasyon igin birbirine uygun mesafede bulunanlar arasindaki (birkag bin baz
cifti araliginda) genom bdlgelerinin amplifikasyonu gerceklesir. Kullanilan rasgele
dizilimli primerler, tim genom boyunca komplementer olduklari bdlgelere
baglanabildiklerinden, belirli bir DNA bélgesi degil, genom boyunca birgok lokusun
amplifikasyonu gergeklesmis olur. Reaksiyon Urlnleri, agaroz jel elektroforeziyle,
radyoaktif izotoplar kullaniimasina gerek kalmadan, etidyum bromdr ile boyanarak
analiz edilebilir. Polimorfizm, ilgili bantlarin bireylerde “var” ya da “yok” olma
durumlarina goére belirlenir. Teknigin en blylUk avantaji, analiz edilecek olan
genomik DNA’nin dizi bilgisine ihtiyag duymamasidir. Kisa oligonukleotidlerin
spesifik kosullar altinda farkl bircok genomdan tekrarlanabilir amplifikasyonlar
gerceklestirebilmesi mumkin oldugundan, hemen hemen tim organizmalardan
nanogram duizeyinde genomik DNA kullanarak polimorfizmleri dogrudan
belirleyecek evrensel primer panelleri olusturmak mimkindir (Bowditch et al.,
1993; Williams et al., 1993).
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RAPD primerleri rasgele diziye sahip olmasina karsilik, GC igerigi %60—70 olacak
sekilde tasarlanmig primerlerin  kullanilmasi tercih  edilmektedir. RAPD
primerlerinin  ylksek G-C  igerigi, dusuk baglanma  sicakligindan
kaynaklanabilecek 6zgll olmayan baglanmalari énlemektedir. Meydana gelecek
bant gérintuleri bitki genomundaki mevcut G—C icerigi ile dogru orantili olacaktir.
Olusacak PCR artinin0n toplam sayisi kalip genomunun blyUkligane bagli olarak
da degisecektir.

DNA’lar arasindaki RAPD polimorfizmi, primer bdlgeleri arasinda sekonder
yapilarin olusmasindan, bir primer baglanma bdlgesi olusturan ya da baglanma
bdlgesini ortadan kaldiran baz substitisyonlarindan, primer baglanma bdélgesinde
ya da primer baglanma bdlgeleri arasindaki insersiyon, delesyon ya da
inversiyonlardan kaynaklanabilmektedir. RAPD-PCR teknigi, potansiyel olarak
tim mutasyon tirlerini tespit edebilmesine ragmen, ¢cogu mutasyonlarin temelini
substitisyonlarin olusturdugu dusundlmektedir. Williams ve arkadaslarinin (1993)
yapmis oldugu calismada, O6zellikle primerin 3" ucunda meydana gelen
substitiisyonlarin, olusan bant gérintilerinin degismesinde daha etkili oldugu
gOsterilmistir. Ayni sekilde bu durum, DNA dizisinin degistigi durumlar icin de
gecerlidir. Ortaya ¢ikan farkh boylardaki RAPD fragmentlerinin yani sira, olusan
bant yogunluklari arasinda da polimorfizm gdrilmektedir. Bunun sebebinin,
primere ait dizinin genomdaki kopya sayisinin az olmasi, heterozigotluk, PCR
artnleri arasindaki rekabet ve yanlis baglanmalar olabilecedi disundlmektedir
(Adams and Demeke, 1993; Venugopal et al., 1993; Williams et al., 1993; Lorenz
and Borner, 1994; Dowling et al., 1996). Bowditch ve arkadaslari (1993), teknigin
sadece primer baglanma bdlgeleri ile sinirli kalmayip, bunun disinda kalan
bblgelerdeki mutasyonlari da belirleyebildigini ve bunun da RAPD polimorfizminin

yuksek olmasini aciklamaya yardimci sebeplerden biri olarak ileri stirmektedir.

RAPD markirlar birgok amagla kullaniimaktadir. Genetik haritalarin olusturulmasi,
tohumlarin test edilmesi, varyasyon/hat tanimlanmasi, markir yardimh segilim ve
bitki 1slahi ¢ahgmalan kullanim alanlarindan bazilaridir. RAPD tekniginin
avantajlar arasinda ¢aligilacak olan organizmaya ait biyokimyasal ya da DNA dizi
bilgisine ihtiya¢ duyulmamasi, ¢ok sayida lokusun kisa slrede analiz edilmesi,
ucuz olmasi, az ig glcu gerektirmesi, az miktarda ve disik kalitede DNA’ya
ihtiyag duymasi gelmektedir. Ayrica polimorfizm orani ¢ok yUksektir. Bu
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6zellikleriyle teknik otomasyona uygundur. Ancak teknigin bazi dezavantajlari
vardir. Farkh laboratuvarlarda, farkh arastirmacilar tarafindan ve hatta farkli PCR
cihazlarinda elde edilen sonuglar birbirinden farkli olabilmektedir. Ancak bu
dezavantajlar kosullarin ¢ok iyi optimize edilmesi ile asilabilmektedir. Sistemin

diger bir dezavantaji da dominant bir markir sistemi olmasidir.
DAF (DNA Amplification Fingerprinting)

DAF ve AP-PCR teknikleri prensip olarak RAPD-PCR teknigine benzemekle

birlikte, deneysel bakimdan cesitli farkhliklar géstermektedir.

DAF teknigi ilk kez Caetano—Anolle’s ve arkadaglari (1991) tarafindan
tanimlanmigtir. Bu teknikte 5-8 baz uzunlugunda, tek bir rasgele primer kullanilir.
Sistem, PCR kosullarinin ¢ok iyi optimize edilmesini gerektirir. Olusan PCR
artnleri poliakrilamid jel elektroforezi ile ayngtiriir ve gimis boyama yodntemi

kullanilarak analiz edilebilir.
AP-PCR (Arbitrary Primed Polymerase Chain Reaction)

Primerler 10-50 baz cifti uzunlugundadir. Reaksiyonlar ¢ok siki olmayan
baglanma sicakligi kosullarinda gergeklestirilir. Reaksiyon Urinleri poliakrilamid jel
elektroforezi ile otoradyografisi alinarak analiz edilir (Welsh et al., 1991).

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

RAPD markirlari 6zgil ve daha uzun primerler tasarlanmasiyla SCAR markirlarina
dénustirilmektedir (Paran and Michelmore, 1993). ilgilenilen bir 6zellige ait olan
RAPD fragmenti klonlanip dizisi belirlendikten sonra, yaklasik 24 nikleotidlik
primerler kullanilarak, RAPD markirlart SCAR markirlarina déndstiralir. RAPD
primerlerinden daha uzun primer kullaniimasi, sistemin etkinligini ve gavenilirligini
artirmaktadir. SCAR markirlari dominant markirlardir. Amplifikasyon éncesinde ya
da sonrasinda dort nikleotidlik tanima bolgesi olan restriksiyon enzimleri ile kesim

yapilarak kodominant markirlara dénusturulebilirler.
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CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

PCR 0rdnlerinin  restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda olusan DNA
fragmentlerindeki uzunluk polimorfizmleridir. Kodominant bir markir sistemidir.
Primer dizayni igin gerekli olan dizi bilgisi bir gen bankasindan, klonlanmis PCR
drbnlerinden, genomik ya da cDNA klonlarindan elde edilebilir (Koniecyzn and
Ausubel, 1993; Jarvis et al., 1994).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bugday Orneklerinin Eldesi

Arastirma kapsaminda, Tadrkiye’nin farkh bdlgelerinden toplanmis 8 adet T.
dicoccon ve 11 adet T. dicoccoides bugday! kullaniimigtir. Arastirma icin gerekli
olan bugdaylar T.C. Tarim Bakanhgi'na bagli, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitisi'nden temin edilmistir. Bugday tdrlerine ait kayit numaralari,

toplandiklari il, toplama yeri ve ylUkseltisine ait bilgiler Tablo 3.1’ de verilmigtir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan bugday 6érneklerine ait bilgiler

. YUKSELTI
KAYIT NO TUR ADI iLi TOPLAMA YERI (m)
Duragan Késedik K
1 TUR 02443 T. dicoccon Sinop Gamlicam (Mehmet Gelil 1150
Ambari)
) Duragan Goélyeri K
2 TUR 02453 T. dicoccon ) 1200
Sinop (Ismet Topal Ambari)
. Duragan Beyardi¢ K
3 TUR 02456 T. dicoccon 1000
Sinop (Satilmis Meri¢ Ambari)
) ) Cyp.Tim.Y.Evcimen Vadi
4 TUR 02637 T. dicoccoides Sanliurfa 480
Kayaliklari
) . Gémmetas'in 2 Km S
5 TUR 03346 T. dicoccoides Diyarbakir 850
Kasikgl Koyu
6 TUR 03358 T. dicoccoides Karacadag 750
Diyarbakir
7 TUR 03362 T. dicoccoides ) Karacadag 1140
Diyarbakir
8 TUR 03369 T. dicoccoides Karacadag 1080
Diyarbakir
9 TUR 03371 T. dicoccoides ) Karacadag 1050
Diyarbakir
10 TUR 03376 T.dicoccoides ) Karacadag 1080
Diyarbakir
11 TUR 03388 T.dicoccoides ) Karacadag 810
Diyarbakir
12 TUR 03391 T.dicoccoides ) Karacadag 930
Diyarbakir
13 TUR 03399 T.dicoccoides ) Karacadag radar yolu 1500
Diyarbakir
14 TUR 03402 T.dicoccoides ) Karacadag Karli Kdy 990
Diyarbakir
) Duragan Sarikadi K
15 TUR 03558 T. dicoccon Sinop ) 1100
(Ahmet Ermis Ambari)
16 TUR 03560 T. dicoccon Kastamonu Merkez ilge 800
) Karabuk—Ovacik—
17 TUR 03562 T. dicoccon Karabik 1020
Gumusler Mah.
Kastamonu—Arac—
18 TUR 03564 T. dicoccon Kastamonu 1050
Beytire Yaylasi
Duragan Sariyar K
19 TUR 03565 T. dicoccon Sinop (Osman Okutucu 1050
Ambari)
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3.2. Genomik DNA izolasyonu

Arastirmada kullanilan bugday tohumlari, laboratuvar ortaminda, oda sicakliginda,
strafom kaplar icerisinde (15x10x2 cm), bahge topradr kullanilarak c¢imlendirildi.
Kayit numaralarina gére tohumlar ayr kaplarin icerisine ekildi ve su ihtiyacina
bagll olarak ginde bir ya da iki kez sulandi. Bugdaylar 14 gin boyunca
yetistirildikten sonra (~15 cm boyunda), her bir kabin icerisindeki 10 bireye ait
yaklasik 500 mg yas yaprak dokusu alinip genomik DNA izolasyonu icin kullanildi.
Kullanilan DNA izolasyon yéntemi Hulbert ve Bennetzen (1991) 'den modifiye

edilmistir.

CTAB (hexadecyltrimethylamonium bromide) Mikroekstraksiyon Yéntemi ile
Bugdaydan Genomik DNA izolasyonu

1- Her bir strafom kap icerisinde ¢imlenen bireylerden, 500 mg bugday yapragi
bir makas yardimiyla kesilir. Yapraklar porselen havan icinde, distile su ile

yikanir ve kurutma havlulari ile kurulanir.

2— Yapraklarin Uzerine sivi azot doékulir ve yapraklar toz haline gelinceye
kadar havaneli yardimiyla ezilir.

3— Toz haline gelmis yapraklar 1,5 ml’lik ependorf tlplere alinir ve lzerine 750
ul CTAB’lI mikroekstraksiyon tamponu ve 4 ul 2—merkaptoetanol eklenir.

Ornek ile tamponun iyice karismasi saglanir.

4— Ornekler 65 °C'deki su banyosunda yaklasik 45 dakika bekletilir. 15

dakikada bir érnekler alt—Ust edilerek tampon ile iyice karismasi saglanir.

5—- Sicak su banyosundan alinan &rnekler oda sicakhdina gelene kadar
sogutulur. Uzerine 750 ul kloroform: izoamil alkol (24:1 oraninda) eklenir ve

iyice karismasi saglanir.
6— Ependorf tlpler icindeki 6rnekler 10.000 rpm’de 15 dakika santriflj edilir.

7— Siipernatan yeni bir ependorf tiibe alinir. Uzerine 750 ul etanol (% 100'l{k,
soguk) ve 250 ul, 0,3 M sodyum-asetat ¢Ozeltisi eklenir. Bu asamada

presipite olan DNA, gézle goérulebilir hale gelir pipet ucuna sarilarak yeni bir
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ependorf tube aktarilir. Alternatif olarak 10.000 rpm’de 30 sn kadar santrifQj
edilerek DNA ¢okturalar ve alkolln fazlasi uzaklastirilir.

8— DNA 200 pl TE tamponunda ¢bézuldr. Bu karisima 20 ul RNase eklenir ve
37 °C’deki su banyosunda 3 saat bekletilir.

9— Ornek (izerine 250 pl fenol ve 250 pl kloroform eklenir. Birkag kez alt-(st
edilerek karigtirillir ve 10.000 rpm’de 15 dakika santrifij edilir.

10— Yeni bir tibe alinan stpernatanin Gzerine 600 ul etanol (%100, soduk)

eklenir ve DNA'nin ¢bkmesi saglanir.

11— Ornek tiipleri 13.000 rpm’'de kisa siire santriflij edilerek, alkolin fazlasi

uzaklastirlir.

12— DNA pelletinin Gzerine 400 pul soguk %70’lik etanol eklenir. 13.000 rpm’de

kisa sUre santriflj edilerek alkolln fazlasi uzaklagtirilir.
13— DNA 100 pl TE tamponunda ¢6zalGr.
14— DNA Ornekleri kullanima kadar —20 °C’de saklanir.

2XCTAB Mikroekstraksiyon Tamponu, pH 7.5 (100 ml)

0.025 M — EDTA
2175 M — NaCl
0.1 M — Tris
%2 — CTAB

TE Tamponu (pH 7.5)
10 mM Tris—HCI

1 mM EDTA

izolatlardaki DNA miktarlari, Boehringer—Manheim marka DNA molekdiler agirlik
markirt (A DNA/Hind I, 0.75 ug/ul) kullanilarak saptanmistir. Ornekler %1’ lik
agaroz jelde, 1 x TBE tamponu (100 mM Tris, 100 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH
8,3) kullanilarak, elektroforeze tabi tutulmus ve Sygene Gene Genius Bio Imaging
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jel goériintileme sistemi ile gértntilenmistir. PCR reaksiyonlari icin DNA érnekleri
25 ng/pl olacak sekilde sulandirilarak kullaniimigtir.

3.3. RAPD-PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), nukleik asidin belirli bir bdlgesinin
cogaltiimasini saglayan bir in vitro nikleik asit sentez ydntemidir. Bilim dinyasina
sunulmasindan itibaren PCR, hem arastirmalarda hem de klinik laboratuvar
tanilarinda yeni bir ¢igir agmistir. PCR teknigi ABD’de Cetus Corporation’da
calisan Kary B. Mullis tarafindan kesfedilmistir (Mullis and Faloona, 1987). Bu
bulusuyla Kary Mullis, 1993 yilinda Nobel Kimya Odili'nii almistir.

Tipik bir PCR reaksiyonu, kalip gérevi yapacak olan bir nikleik asit (DNA/RNA),
sicakhga dayanikli bir DNA polimeraz (Tag DNA polimeraz), dort farkl
deoksiribontkleotid trifosfat (ANTP), magnezyum iyonu, oligontkleotid primerler ve

uygun bir tampon igerir. Reaksiyonlar U¢ temel basamaktan olusur:

Denatiirasyon Basamagi: Nikleik asidin yUksek sicakhkta cift zincirli halden tek

zincirli hale getirilmesi.

Primerlerin Baglanmasi: Primerlerin denatire edilmis olan nikleik asidin

karsilikli zincirlerinde, komplementer olduklari bélgelere baglanmasi.

Uzama: Tagq DNA polimerazin, kalip niUkleik asit Uzerine baglanmis olan
primerlerin 3" uglarina dNTP’leri ekleyerek baglanma bélgeleri arasinda zincir
replikasyonunu gerceklestirmesi.

Bu U¢ basamak bir PCR “dénglsi” adini almaktadir. PCR reaksiyonlari bu
tekrarlayan déngulerden olusmaktadir. Her bir dénglde ¢ogaltiimak istenen DNA
miktari 2" seklinde artmaktadir (n= déngl sayisi). Bu sayede ¢ok az miktardaki

baslangi¢c materyaliyle calisabilmek mimkin olmaktadir.
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RAPD-PCR Reaksiyon Karigimi

Genomik DNA 12 ul (25ng/ )
Random primer 4 ul (50 ng/ ul)
MgCl> 5 ul (25mM/ pl)
dNTP karigimi 24l (2.5 mM/ )
Taq DNA Polimeraz 1,5 Onite
10XPCR tamponu 15l

Toplam hacim 50 pl'ye tamamlanmistir.

RAPD-PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerler

RAPD-PCR deneylerinde Operon (A, F, K, O ve P serilerinden) ve UBC
firmalarina ait 25 adet rasgele RAPD primeri kullaniimistir. Primerlere ait diziler,

Tm dereceleri ve %GC igerikleri Gizelge 3.1’ de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.1. RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizileri, Tm

dereceleri ve %GC oranlari.

PRIMER DIZILERi (5'-3") Tm %GC
OPA 01— CAG GCC CTTC 34 °C 70
OPA 12— TCG GCG ATA G 32 °C 60
OPA 14— TCT GTG CTG G 32 °C 60
OPF 01— ACG GATCCT G 32 °C 60
OPF 02- GAG GATCCCT 32 °C 60
OPF 03— CCT GAT CAC C 32 °C 60
OPF 04— GGT GAT CAG G 32 °C 60
OPF 05- CCG AAT TCC C 32 °C 60
OPF 07— CCG ATATCC C 32 °C 60
OPF 09- CCAAGC TTCC 32 °C 60
OPF 10- ACG GTACCA G 32 °C 60
OPF 14- TGCTGCAGG T 32°C 60
OPK 04— CCG CCC AAA C 34 °C 70
OPK 16—~ GAG CGT CGA 32 °C 60
OPO 02— ACG TAG CGT C 32 °C 60
OPP 01- GTAGCACTCC 32 °C 60
OPP 09— GTG GTC CGC A 34 °C 70
OPP 33— GTA AAA CGA CGG CCA GT 52 °C 52.9
OPP 123- GGG ATTCGA C 32 °C 60
OPP 232- CCG CTT GTT G 32 °C 60
OPP 394- CGA CTC CAA C 32 °C 60
OPP 437- CGG ATC GAC A 32 °C 60
UBC 285- GGG CGC CTA G 36 °C 80
UBC 493 CCG AAT CAC T 30 °C 50
UBC 546- CCC GCA GAG T 34 °C 70

RAPD-PCR Doéngust:

Islem Sicaklik Siire

On denatiirasyon 94°C 3 dk

Denatiirasyon 94°C 30 sn

Baglanma 30-52°C  1dk

Uzama 72°C 2dk (Toplam 40 doéngi)
Son uzama 72°C 10 dk

31



RAPD-PCR reaksiyonlarinin farkh laboratuvar kosullarinda ve farkli cihazlarda
ayni sonuglari verebilmesi; yani amplifikasyon sonugclarinin tekrarlanabilir olmasi,
elde edilen verilerin givenirligi acisindan olduk¢a énemlidir. Bunu saglayabilmek
icin PCR kosullarinin ¢ok iyi optimize edilmesi gerekmektedir. Bu amacla her bir
primere ait reaksiyonlar birkag kez tekrar edilerek, deneyler icin uygun olan
kosullar belirlenmis ve reaksiyonlar en az iki kez tekrar edilerek sonuglar

karsilastirmall olarak dederlendirilmistir.

Herhangi bir kontaminasyonun olup olmadidini saptamak igin, tim PCR
reaksiyonlarinda negatif kontrol (genomik DNA haric diger bitiin PCR bilesenlerini
iceren reaksiyon tibd) kullaniimistir. Elde edilen PCR Urtnleri % 1,5’ lik agaroz jel
elektroforezi ile analiz edilmistir. Bu amagla her érnege ait 15 pl PCR Grtinline, 5 pl
yukleme boyasi (% 0,025 ksilen siyanol, % 0,025 brom fenol blue ve % 40 sikroz)
eklenerek toplam 20 pl hacimdeki érnekler jele yulenmistir. YUrGitme tamponu
olarak 1X TBE tamponu (100mM Tris, 100mM Borik asit, 2mM EDTA, pH 8.3)
kullanilmistir. Elektroforez 4 saat sireyle 90 V sabit voltaj uygulanarak
gerceklestiriimistir. Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jeller etidyum bromurle
boyanarak, PCR Urunleri gérinur hale getirilmis ve Sygene Gene Genius Bio

Imaging jel gérintileme sistemi kullanilarak gérintilenmistir.

Goéranttlenen agaroz jellerdeki PCR drlnlerine bakilarak, monomorfik (tim
6rneklerde bulunan bantlar) ve polimorfik (bazi érneklerde bulunan bazilarinda
bulunmayan bantlar ) bantlar tespit edilmistir. ilk asamada NTSYS-PC (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System) versiyon 2.10 (Rholf, 2000)
bilgisayar programinda NT-edit versiyon 1.2f alt programi kullanilarak, polimorfik
olan bantlar bilgisayara “var” (1) ya da “yok” (0) seklinde girilmigtir. Bdylece daha
sonraki agamalarda kullanilacak olan bant matriksleri olusturulmustur. Bir sonraki
asamada SIMQUAL (Similarity for Qualitative Data) alt programi kullanilarak
ornekler arasindaki Dice esitligini temel alan benzerlik matriksleri (similarity index)
olusturulmustur. Son asamada SAHN (sequential, agglomeritive, hierarchical and
nested clustering) kimeleme alt programi icinde benzerlik matrikslerini temel alan
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages= aritmetik
ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu) algoritmasi kullanilarak érneklere
ait fenogramlar elde edilmisgtir.
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Benzerlik indeksi (Sl)= 2Nab/ Na+Nb
Nab: a érnegi ile b 6érnegi arasindaki ortak bantlarin sayisi
Na : a drneginde dederlendirilen bantlarin sayisi

Nb : b 6rneginde degerlendirilen bantlarin sayisi
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. RAPD Markirlarinin Elektroforez Sonuclari

Calisma kapsaminda 8 adet T. dicoccon ve 11 adet T. dicoccoides olmak Uzere
toplam 19 adet bugday 6rnegi, 25 farkli RAPD primeri ile taranmistir. Analizler
sonucu elde edilen jel goérantaleri* (Sekil 4.1-4.25) ve primerlerden elde edilen

bant karakteristikleri (Cizelge 4.1 ve 4.2) asagida sunulmustur.

Sekil 4.1 OPF 02 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markiri, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

* Tam jel géruntilerinde verilmis olan numaralar Tablo 3.1’deki siray! izlemektedir.
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Sekil 4.2 OPF 03 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarah érnekler T.dicoccon, 4—14 numarali érnekler T.dicoccoides'tir.
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Sekil 4.3 OPF 04 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekaler agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarall érnekler T.dicoccon, 4—14 numarah 6rnekler T.dicoccoides 'tir.
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Sekil 4.4 OPF 05 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekaler agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarali 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

Sekil 4.5 OPF 07 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekaler agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.6 OPF 09 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali érnekler T.dicoccoides tir.

14 15 16 17 18

Sekil 4.7 OPK 04 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekaler agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarali 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.8 OPK 16 primeri kullanilarak elde edilen PCR drlnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekiler agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

"M 12 13 14 15 16

Sekil 4.9 OPA 01 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekiler agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.10 OPA 14 primeri kullanilarak elde edilen PCR GrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

2 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.11 OPF 01 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarali 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.12 OPF 10 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urinlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarall érnekler T.dicoccon, 4—14 numarah 6rnekler T.dicoccoides 'tir.

Sekil 4.13 OPP 01 primeri kullanilarak elde edilen PCR GrUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.14 OPP 33 primeri kullanilarak elde edilen PCR GrUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.15 OPP 123 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarall érnekler T.dicoccon, 4—14 numarah érnekler T.dicoccoides 'tir.
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Sekil 4.16 OPP 09 primeri kullanilarak elde edilen PCR GrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntisid. M=100 b¢ DNA molekiler agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

Sekil 4.17 OPP 437 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki

goruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markiri, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.18 OPP 394 primeri kullanilarak elde edilen PCR Grtnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarah érnekler T.dicoccon, 4—14 numarali érnekler T.dicoccoides'tir.

Sekil 4.19 UBC 493 primeri kullanilarak elde edilen PCR Grtnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekaler agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarall érnekler T.dicoccon, 4—14 numarah érnekler T.dicoccoides 'tir.
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Sekil 4.20 UBC 546 primeri kullanilarak elde edilen PCR Grtnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

Sekil 4.21 UBC 285 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntisid. M=100 b¢ DNA molekiler agirlik markiri, 1-3 ve 15-19
numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.22 OPP 232 primeri kullanilarak elde edilen PCR Grtnlerinin agaroz jeldeki
gbruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markiri, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.

Sekil 4.23 OPF 14 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urinlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19

numarall 6rnekler T.dicoccon, 4—14 numarali 6rnekler T.dicoccoides tir.
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Sekil 4.24 OPA 12 primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekller agirlik markir, 1-3 ve 15-19
numarall érnekler T.dicoccon, 4—14 numarah érnekler T.dicoccoides 'tir.

Sekil 4.25 OPO 02 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urtnlerinin agaroz jeldeki
goruntist. M=100 b¢ DNA molekdler agirlik markiri, 1-3 ve 15-19
numarall érnekler T.dicoccon, 4—14 numarah 6rnekler T.dicoccoides 'tir.
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Galismada kullanilan toplam 25 adet primerden 20’si (%80) T.dicoccon ve T.
dicoccoides turlerinde polimorfik, 5 tanesi (%20) ise monomorfik RAPD-PCR
bantlari vermigtir. Polimorfik primerlerden toplam 178 adet bant elde edilmis olup,
bu bantlardan 85 tanesinin (%47.75) polimorfik oldugu tespit edilmigtir. Polimorfik
primerlerden OPA 14 primerinde 13 numarali érnekte (1100 bg), UBC 493
primerinde 12 (650 bg), UBC 546 primerinde 13 (820 ve 1000 bg), OPP 123
primerinde 15 (980 bg) ve OPP 09 primerinde 12 numarali érnekte (1250 bg)
sadece o Orneklere 6zgil PCR bantlari elde edilmistir. Polimorfik primerlerin
olusturdugu PCR urlnlerinden elde edilen en distk bant agirig 200 bg, en blylk
bant agirligr ise 1600 bg olup, her iki bant da OPF 07 primerinden elde edilmistir
(Sekil 4.5). Monomorfik PCR Urtinlerinden en disik bant agirlidi 280 bg olup, OPP
232 primerinden (Sekil 4.22), en blydk bant agirligr ise 1400 b¢ olup OPA 01
primerinden elde edilmistir (Sekil 4.9). Polimorfik primer basina elde edilen
ortalama polimorfik bant sayisi 4.25 olarak tespit edilmigtir. En fazla polimorfik
RAPD markiri olusturan primerler OPP 123 (9 bant) (Sekil 4.15) ve OPO 02 (8
bant) (Sekil 4.25) olarak bulunmustur. En ylksek polimorfizm yuzdesini (%100)
OPP 1283 primeri, en distk polimorfizm ylzdesini (%9) ise UBC 285 primeri (Sekil
4.21) gostermistir. Toplam 9 adet primer ile (OPA 12, OPP 437, OPP 09, OPF 03,
OPK 04, OPP 123, UBC 546, OPO 02 ve UBC 493) %60 ve lzerinde polimorfizm
g6zlenirken, geri kalan 11 adet primerle %9 ile %43 arasinda polimorfizm
g6zlenmistir. Cizelge 4.1 ve 4.27de RAPD-PCR sonuclar ile ilgili bant
karakteristikleri ve Ek-1'de fenogram ciziminde kullanilan bant matriksleri

verilmistir.

Cizelge 4.1 T.dicoccoides ve T.dicoccon &rneklerinden elde edilen RAPD

markirlari
Calisilan primer sayisi 25
Polimorfik primer sayisi 20
Calisilan primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 204
Polimorfik primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 178
Elde edilen fragmentlerin bant bdydkllkleri 200-1600
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama bant sayisi 8.9
Polimorfik bant sayisi 85
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama polimorfik bant sayisi 4.25
Polimorfik primerlerden elde edilen polimorfizm ylzdesi 47.47
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Cizelge 4.2 RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri

5 7]
4 - >
g |z 5|5
Sira E Bant Biiyikliigi S lex Q| E
[} c o
a|o g | 2
el= |
o
1 OPP 232 | 1000, 600, 430, 380, 300, 280 6 6 0 0
2 |OPA 12 |1300, 1050*, 980, 820*, 730*, 700*, 650, 550* 8 3 5 | 63
3 |OPFO1 |340 1 1 0 0
4 |OPF 10 |980, 880, 420 3 3 0 0
5 | OPP 437|850, 800*, 580*, 500, 290* 5 2 3 | 60
6 |OPF02 |1150, 1050, 950%, 900, 630*, 570, 500, 480*, 330 9 6 3 | 33
7 |OPP 394 | 1300, 1200, 1050, 840, 790*, 750 6 5 1| 17
8 |OPP 09 |1300*% 1250* 1200*, 1125* 1050* 1000*, 920, 880* | 8 1 7 | 88
9 |OPP 33 |950, 900 2 2 0 0
10 |OPF 03 |[1350*%, 1250, 1150*, 920*, 850*, 750*, 700 7 2 5 | 71
11 |OPF 04 |[980*, 825*, 790, 640, 600, 560*, 400 7 4 3 | 43
12 |OPF 05 [1250, 1130, 1050, 1000*, 780, 500* 6 4 2 | 33
13 |OPK 04 |[1050*,750, 680*, 550*, 500 5 2 3 | 60
1400, 1170, 1120, 1050, 980, 860, 780, 700, 600,
14 |OPA 01 |500, 450, 390, 350, 300 14 |14 | 0 0
15 | OPP 123]980*, 950*, 920*, 890*, 850*, 640*, 600*, 550*, 400* | 9 0 9 |100
990, 920, 850*, 800*, 720, 600, 530*, 450, 400, 280,
16 |[OPP 01 |[230 11| 8 3 | 27
1600, 1250*, 1030, 980, 880*, 800*, 770, 740, 640,
17 |OPF 07 |200 10 | 7 3 | 30
1200, 1060, 950, 865*, 825, 785*, 720, 680*, 580,
18 |OPF 09 [320 10 | 7 3 | 30
1500*, 1350*, 1250*, 1200, 1050*, 1000, 890, 790,
19 |OPK 16 |[740*, 620, 580, 490, 390, 300 14 | 9 5 | 36
1340, 1170, 990, 950, 840, 730, 690*, 620, 530, 490,
20 |UBC 285|380 11 | 10 | 1 9
1125*, 1070*, 1000*, 800*, 780, 670*, 600, 570*,
21 | UBC 546 | 520, 420* 10 | 3 7 | 70
22 |OPF 14 |1250, 1200*, 1100, 950, 780*, 720, 600, 500, 400 9 7 2 | 22
1300, 1200, 1100*, 1050*, 1000, 730, 700, 620*,
23 | OPA 14 |580*, 530, 500, 460*, 400, 300 14 | 8 6 | 43
1150*, 1050*, 950, 750*, 700, 600*, 560*, 500*,
24 |OPO 02 |450*, 390* 10 | 2 8 | 80
25 | UBC 493 |1450*, 1400*, 1200*, 890*, 780*, 720, 650*, 600, 520 | 9 3 6 | 67
TOPLAM 204 (119 | 85 |47.7
POLIMORFIK
PRIMERLERDEN
ELDE EDILEN
TOPLAM BANT
SAYISI
178
*Polimorfik PCR bantlari
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T.dicoccoides ve T.dicoccon érnekleri ayri gruplar halinde de degerlendirilerek,
elde edilen sonuglar 1siginda kendi gruplari igindeki ¢esitlilik belirlenmis ve yabani
ata ile kultdr formu birbiriyle karsilastinimistir. Calismada kullanilan primerlerden
elde edilen RAPD markirlari Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’ de Ozetlenmigtir. Bu
cizelgelere bakildiginda, polimorfik primerlerden elde edilen toplam bant sayisi ve
polimorfizm yilzdesinin iki grup arasinda farkliik gdésterdigi goértlmektedir.
Polimorfik primerlerden 3 tanesi icin (OPP 394, OPF 09 ve UBC 285) igin, her iki
grupta da ayni bant karakterleri g6zlenirken, geriye kalan 17 polimorfik primerde
durum farkhdir. Elde edilen polimorfizm ylUzdesi, yabani emmer bugdaylarinda
%41.5, gernik bugdaylarinda ise %32.9 olarak hesaplanmistir. T.dicoccon igin, en
bilgi verici primer OPF 02 (8 polimorfik bant) olurken, T.dicoccoides icin, OPP 09

ve UBC 546 primerleri (7 polimorfik bant) en bilgi verici primerler olmustur.

Cizelge 4.3 T.dicoccoides érneklerinden elde edilen RAPD markirlari

Calisilan primer sayisi 25
Polimorfik primer sayisi 20
Calisilan primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 197
Polimorfik primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 171
Elde edilen fragmentlerin bant biyUklikleri 200-1600
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama bant sayisi 8.5
Polimorfik bant sayisi 71
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama polimorfik bant sayisi 3.5
Polimorfik primerlerden elde edilen polimorfizm yizdesi 41.5

Cizelge 4.4 T.dicoccon 6rneklerinden elde edilen RAPD markirlan

Calisilan primer sayisi 25
Polimorfik primer sayisi 20
Calisilan primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 190
Polimorfik primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 164
Elde edilen fragmentlerin bant blydklkleri 200-1600
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama bant sayisi 8.2
Polimorfik bant sayisi 54
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama polimorfik bant sayisi 2.7
Polimorfik primerlerden elde edilen polimorfizm yiizdesi 32.9
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4.2. Kimeleme Analizi Sonuclari

Polimorfik primerlerden elde edilen PCR Uriinlerine ait bant indekslerinin, “var” (1)
ya da “yok” (0) seklinde bilgisayar programina girilmesi sonucunda elde edilen
bant matriksleri yardimiyla, Dice esitligi kullanilarak olusturulan benzerlik
matriksine ait degerler Cizelge 4.5 de verilmistir. Bu verilere gbére en disilk
benzerligin 0.4680 degeri ile 3 ve 12 numarali érnekler arasinda, en yiksek
benzerligin 0.9423 degeri ile 17 ve 18 numarali drnekler arasinda oldugu tespit
edilmistir. Bu durumda birbirine en ¢ok benzeyen &rnekler 17 ve 18, birbirine en
uzak olan dérnekler ise 3 ve 12 numarali 6rneklerdir. Ikinci en yliksek benzerlik
degeri 0.8910 ile 16 ve 1 numaral érnekler arasinda, ikinci en disik benzerlik
degeri 0.4782 ile 13 ve 3 numarah 6rnekler arasinda bulunmustur.

Dice esitliginden elde edilen benzerlik degerleri temel alinarak olusturulan
fenogram bilgilerine gére, T.dicoccoides ve T. dicoccon 6rnekleri iki ana gruba
ayrilmaktadir (Sekil 4.26). Grup A, TUR 03399 olarak kayith olan 13 numarali
T.dicoccoides 6rnedini kapsamaktadir. Grup B ise kendi iginde iki alt gruba
ayrilmigtir. Grup B1, 1-3 ve 15-19 numarah T. dicoccon 6érneklerinden, grup B2

ise 4—14 (13 hari¢) numarali T.dicoccoides 6rneklerinden olusmaktadir.
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Cizelge 4.5 T. dicoccides ve T. dicoccon turleri arasinda Dice esitligi kullanilarak elde edilen benzerlik matriksi degerleri
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1

1,0000
0,8089
0,8131
0,7450
0,6382
0,6938
0,7291
0,6363
0,6451
0,6736
0,6732
0,6336
0,5050
0,6464
0,7924
0,8910
0,7920
0,7524
0,7959

1,0000
0,6097
0,7526
0,6352
0,6966
0,7356
0,6329
0,6666
0,6976
0,6304
0,6304
0,5333
0,6222
0,7010
0,7391
0,6739
0,6304
0,6966

1,0000
0,6315
0,6206
0,5714
0,6067
0,5185
0,5116
0,6136
0,5531
0,4680
0,4782
0,5434
0,7070
0,7659
0,7446
0,7446
0,7472

1,0000
0,7142
0,7450
0,7800
0,7173
0,7628
0,7676
0,7428
0,7238
0,6601
0,7572
0,7454
0,7428
0,7238
0,7047
0,7058

1,0000
0,8085
0,8043
0,7619
0,6516
0,6813
0,7010
0,6391
0,6526
0,7578
0,6666
0,6391
0,7216
0,6804
0,6382

1,0000
0,8541
0,7272
0,7311
0,6947
0,8118
0,7524
0,6666
0,7474
0,7169
0,6732
0,6930
0,6534
0,6326

1,0000
0,7674
0,7692
0,7741
0,7676
0,7272
0,6391
0,7628
0,7692
0,7272
0,7676
0,7272
0,6666

1,0000
0,7951
0,7058
0,6593
0,6153
0,5617
0,6516
0,6458
0,6373
0,6373
0,6373
0,5909

1,0000
0,7777
0,7291
0,6666
0,6170
0,7021
0,6732
0,6875
0,6666
0,6458
0,5806

10

1,0000
0,6938
0,6938
0,6458
0,7083
0,7378
0,6938
0,7142
0,7346
0,6736

11

1,0000
0,7500
0,6666
0,7647
0,7522
0,6538
0,6538
0,6538
0,6336

12

1,0000
0,6862
0,7450
0,7522
0,6538
0,6153
0,6153
0,5940

13

1,0000
0,7400
0,6542
0,6078
0,5882
0,5882
0,5858

14

1,0000
0,7663
0,6862
0,7254
0,7058
0,6464

15

1,0000
0,8256
0,8073
0,8073
0,7547

16 17 18 19

1,0000

0,8461 1,0000

0,8269 0,9423 1,0000
0,8118 0,8514 0,8118 1,0000

51



il

TUR 02443 (1)
TUR 03560 (16)
TUR 03558 (15)

TUR 03562 (17)

TUR 03564 (18)
TUR 03565 (19)
TUR 02456 (3)
TUR 02453 (2)

TUR 02637 (4)

TUR 03376 (10)
TUR 03369 (8)
TUR 03371 (9)
TUR 03346 (5)
TUR 03358 (6)
TUR 03362 (7)
TUR 03388 (11)
TUR 03402 (14)
TUR 03391 (12)

TUR 03399 (13)

Sekil. 4.26 UPGMA metoduyla olusturulan, T. dicoccoides ve T. dicoccon tirleri

arasindaki genetik iligkiyi gésteren fenogram.
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T. dicoccoides ve T. dicoccon turleri igin birbirlerinden bagimsiz olarak
degerlendirdirildiklerinde elde edilen benzerlik matriksi degerleri Cizelge 4.6 ve
4.7 de, fenogram bilgileri ise Sekil 4.27 ve 4.28’de verilmistir. Sekil 4.27°de yer
alan fenograma bakildiginda, T. dicoccoides 6rneklerinin iki ana gruba ayriimis
oldugu gorulmektedir. Birinci ana grubu tek basina 13 numarali bugday 6rnegi
olugturmaktadir. Ikinci ana grubun kendi igerisinde iki alt gruba ayrildigi, bu
gruplarin da kendi igerisinde gesitlendigi goérilmektedir. Cizelge 4.6’da yer alan
benzerlik matriksi degerlerine bakildiginda 0.8250 benzerlik degeri ile birbirine en
yakin olan 6rnekler, fenogramda da acikca goérilmekte olan, 6 ve 7 numarali
orneklerdir.  Birbirlerine en uzak olan Ornekler ise 0.4800 degeri ile 8 ve 13

numarali érneklerdir.

T. dicoccon tirUne ait fenogram incelendiginde (Sekil 4.28), 6rneklerin 2 ana
gruba ayrildigi, 1. grubu 2 numarali T. dicoccon 6rneginin, 2. grubu ise geri kalan
T. dicoccon orneklerinin olusturdugu gérilmektedir. ikinci ana grup kendi
icerisinde de 2 alt gruba ayrilmaktadir. Cizelge 4.7°de yer alan benzerlik
degerlerine bakildidinda, birbirine en yakin iki 6rnek 0.9117 degeri ile, yine
fenogramda agikga gorilen 17 ve 18 numaral érnekler, en uzak olanlar ise 0.3043

degeri ile 2 ve 3 numarah érneklerdir.

Cizelge 4.6 T. dicoccoides tiriinde Dice esitligi kullanilarak elde edilen benzerlik

matriksi degerleri

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1,0000
0,6666 1,0000
0,7058 0,7692 1,0000
0,7469 0,7631 0,8250 1,0000
0,6666 0,7058 0,6666 0,7142 1,0000
0,7250 0,5753 0,6753 0,7200 0,7462 1,0000
10  0,7317 0,6133 0,6329 0,7272 0,6376 0,7297 1,0000
11 0,7045 0,6419 0,7764 0,7228 0,5866 0,6750 0,6341 1,0000
12 0,7032 05714 0,7045 0,6744 0,5384 0,6024 0,6352 0,7252 1,0000
13 06136 05925 0,6117 0,5783 0,4800 0,5500 0,5853 0,6136 0,6593 1,0000
14 0,7272 0,7160 0,7058 0,7228 0,5866 0,6500 0,6585 0,7272 0,7252 0,7045 1,0000

© 00 N O 0 »
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TUR 02637 (4)
TUR 03376 (10)

TUR 03369 (8)

TUR 03371 (9)

TUR 03346 (5)

| TUR 03358 (6)
| TUR 03362 (7)

TUR 03388 (11)

TUR 03402 (14)
TUR 03391 (12)

TUR 03399 (13)

f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
060 086 o1 on 1

Coefficient

Sekil. 4.27 UPGMA metoduyla olusturulan, T. dicoccoides tlrl igerisindeki genetik

iliskiyi g0steren fenogram.

Cizelge 4.7 T. dicoccon turinde Dice esitligi kullanilarak elde edilen benzerlik
matriksi degerleri

11,0000

2 06792 1,0000

3 06909 0,3043 1,0000

15 0,6857 0,5245 0,5396  1,0000

16 0,8307 05714 0,6206 0,7397  1,0000

17 0,6769 04642 055862 0,7123 0,7647  1,0000

18 0,6153 0,3928 0,5862 0,71283 0,7352  0,9117 1,0000

19 0,6774 0,4905 0,5818 0,6285 0,7076  0,7692 0,7076 1,0000
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TUR 02443 (1)

TUR 03560 (16)

TUR 03558 (15)

| TUR 03562 (17)

| TUR 03564 (18)

TUR 03565 (19)

TUR 02456 (3)

TUR 02453 (2)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T .
049 asn 07 08l 031
ficie:

Sekil. 4.28 UPGMA metoduyla olusturulan, T. dicoccon tiri igerisindeki genetik

iligkiyi gbsteren fenogram.
4.3. Tartisma

Elde edilen veriler 1s1ginda gizilen fenogram bilgilerine gére, ¢calismada kullanilan
toplam 19 adet bugday 6rneginin iki ana gruba ayrildigi gértlmektedir. Birinci ana
grubu, 13 numarali T. dicoccoides 6rnegi olustururken, ikinci ana grubu birbirinden
belirgin bir sekilde ayrilmis olan T. dicoccoides ve T. dicoccon alt gruplari
olusturmaktadir. Bu sonuca gére arastirmada incelenen 11 adet yabani emmer ve
8 adet gernik bugday: érneklerine RAPD-PCR teknigi uygulanmasiyla elde edilen
DNA parmakizi bantlarinin, birbirine yakin akraba olan bu genotiplerde mevcut
genetik farklihgr basaril bir sekilde ortaya koymus oldugu gértlmektedir.

Bugday materyallerinin temin edildigi T.C. Tarim Bakanligi’'na bagl, Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitist tarafindan verilen materyal bilgilerine gére, 13
numarall T. dicoccoides 6rnedi, bu gine kadar T. dicoccoides tirinin
bulunabildigi en yiksek noktadan (1500 m) toplanmistir. Bu 6rnek fenogramda tek
basina ana gruplardan birini olusturmaktadir. Bu durumda c¢alismada kullanilan
diger bugday 6rneklerinden farkli polimorfizmler i¢erdigi yorumu yapilabilir. Nevo
ve arkadaslarn (1986) ekolojik ¢evrenin, yabani bugdaylar ve diger yabani bitki
tarleri ile birlikte, bazi kadltar bitkilerinin evrimi igin temel itici gu¢ oldugunu

belirtmektedir. Enlem, boylam, iklim, toprak yapisi ve suya ulasabilirlik gibi
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etmenlerle birlikte yukseklik, polimorfizmlerin ortaya ¢ikmasini tetikleyen énemli
faktérlerden bir tanesidir (Fahima et al., 1999). Bu 6rnegin, bulundugu yukseklik ve
bununla birlikte degdisen cevresel kosullara adapte olabilmek igin ya da bunlardan
bagdimsiz olarak gelistirmis oldugu farkh 6zelliklerden dolayi, digerlerinden farkli bir

cesitlilik gdstermis olabilecegi digtintlmektedir.

ikinci ana grup incelendiginde, yabani emmer ve gernik bugdaylarinin birbirinden
ayn 2 alt grup olusturmakla birlikte, hem birbirleriyle hem de 13 numaral 6rnek ile
baglantil olduklari gérilmektedir. Ortak bir atayi (T. dicoccoides) paylastiklarindan

dolayi, fenogramda birbirleriyle iligkili olarak gértlmeleri beklenen bir sonugtur.

Birinci alt grubu olusturan gernik bugdaylari, kendi iginde iki gruba ayriimaktadir.
Birinci grubu, digerlerinden farkli polimorfizmler gosteren 2 numarali 6rnek
olusturmaktadir. 2 numarali 6rnekle ortak atayr paylasan 2. grup, 3 numara ve

diger gernik bugdayi érnekleri olmak tzere ikiye ayriimistir.

ikinci alt grubu olugturan yabani emmer bugdaylarina bakildiginda, ortak bir
atadan gelerek iki ayri gruba ayrildiklari gérilmektedir. Birinci grubu 4, 8, 9 ve 10
numaral dérnekler olusturmaktadir. Sadece 4 numarali 6rnek Sanliurfa’dan
toplanmis olup, diger T. dicoccoides 6rnekleri ona komsu olan Diyarbakir’in
Karacadag ydresinden toplanmistir. 4 numarali 6rnegin toplandidi yerin ytksekligi
(480 m) diger T. dicoccoides 6rneklerinden oldukga dusuktir. Ancak toplama
ybresi, Karacadag bdélgesi gibi kayalik bir alandir. Benzer toprak kosullarina uyum
saglayabilmek icin birbirine yakin adaptif 6zellikler gelistirmis olabilecekleri
diustnilmektedir. ikinci gruba bakildiginda kendi icinde 2 alt gruba ayrildigi, 1. alt
grubu tek basina 12 numaral érnegin olusturdugu goérilmektedir. Bu durumda 12
numaral 6érnegin c¢evre kosullarinin yeniden ele alinarak gbdzden gecirilmesi

gerekmektedir.

Sekil 4.26’ daki fenogramda, yabani emmer ve gernik bugdaylari arasinda ve
gruplarin kendi icerisinde cesitlilik gosterdigi gorilmektedir. Bunun sebebinin bu
tdrlerin bulunduklari makro ve mikro ¢evre kosullarina adaptasyon gdstermek igin
geligtirdikleri ¢esitlilikler oldugu distuntlmektedir.

Sonuglar kisminda belirtildigi gibi ¢alismada kullanilan toplam 25 adet primerin 5
tanesi monomorfik (%20), 20 tanesi ise polimorfik (%80) bantlar olusturmustur.
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Yabani emmer bugdaylart ve gernik bugddaylari birbirinden ayri olarak
degerlendirildiginde, polimorfik primerlerden elde edilen toplam bant sayisi ve
polimorfizm ylzdesinin iki grup arasinda farklilk gdsterdigi belirlenmistir.
Polimorfik primerlerden UguU (%17.6) icin (OPP 394, OPF 09 ve UBC 285), her iki
grupta da ayni bant karakterleri gozlenirken geriye kalan 17 polimorfik primer igin
(%82.4) durum farklidir. Elde edilen polimorfizm ylUzdesi, yabani emmer
bugdaylarinda %41.5, gernik bugdaylarinda ise %32.9 olarak hesaplanmistir. Bu
sonucglara goére, yabani emmer bugdaylarinda, kudltir formu olan gernik
bugdaylarindan daha ylUksek bir polimorfizm elde edilmistir. Bu verilere gore,
calismada kullanilmis olan T. dicoccoides genomunda, T. dicoccon genomuna
g6re daha fazla gesitlilik bulundugu sonucu ¢ikartilabilir. Elde edilen polimorfizm
oranlari, yapilan diger calismalara gére dusik olarak degerlendirilebilir. Bu
sonucun, kullanilan érnek sayisinin ayri ayr analiz i¢in yeterli olmamasindan
kaynaklandigi dastntlmektedir. Waines ve Barnhart (1992) Triticum ve Aegilops
siniflari icerisindeki ve siniflar arasindaki gesitliligin, ancak yeterli sayida érnekle
calisildigi zaman tespit edilebilecegini belirtmistir. Joshi ve Nguyen (1993)
tarafindan yapilan bir ¢calismada, T. dicoccoides ve kultar bugdayi olan T. durum
bugdaylari kullanilmis ve polimorfizm T. dicoccoides bugdaylarinda, yani yabani
atada, kuoltdr formundan daha ylUksek bulunmustur (sirasiyla %88 ve %68).
Vierling ve Nguyen (1993) tarafindan yapilan diger bir calismada da diploid yabani
ve kultir bugdaylan kullanilmig, benzer sekilde yabani bugdaylarda polimorfizmin

daha yUksek oldugu goézlenmistir.

Nevo ve arkadaglarl (1982) yabani bugdaylarin dag zirvelerinden ovalara, kuru
iklimlerden nemli iklimlere kadar adapte olmalarini saglayan buylk bir genetik
cesitlilige sahip oldugunu belirtmistir. Bu cesitliligin tarlerin kayalik, volkanik
bolgeler ve kirecli topraklar gibi farkll arazi kosullarina adapte olmalarini
saglayacagini belirtmistir. Bunlara ek olarak Nevo (1983, 1989, 1995, 2001),
yabani emmer bugdaylarinin dogal populasyonlarinin hastalik direnci, tohum
kalitesi, fotosentetik verim, tuz toleransi, herbisit direngliligi gibi gesitli ekonomik
6zellikler ve morfolojik karakterler bakimindan da oldukga polimorfik olduklarini
belirtmistir. Karag6z ve arkadaslan (2006) yapmis olduklari ¢alismada Sanliurfa,
Adiyaman ve Karacadag bélgesinden toplanmis olan bugdaylarin agro-morfolojik
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6zellikler (bitki boyu, basaklanma gin sayisi, gelisme formu, bitki basina sap
sayisi ve basak uzunlugu) bakimindan cesitlilik gosterdigini tespit etmistir.

Bizim calismamizda kullanilan yabani emmer bugdaylari (4 numarali érnek harig)
Diyarbakir'in Karacadag yéresinden toplanmistir. Ozkan ve arkadaslarinin (2005)
yapmis oldugu filogenetik calismada, birbirinden ¢ok farkli iki T. dicoccoides
sinifinin (taxa) bulundugu belirtiimektedir. Birinci sinif, Bati grubu olup Israil,
Suriye, Libnan ve Urdiin'de bulunurken, ikinci sinif olan Merkez Dogu grubu
Tirkiye'de, nadir olarak da iran ve Irak’ta bulunmaktadir. Evcillestirilmis tirlerin
atasinin Merkez Dogu kaynakli olan yabani emmer bugdaylar oldugu belirtilmigstir
(Ozkan et al., 2002; Mori et al., 2003; Salamini et al., 2004). Tirkiye'de de
Karacadag yoOresi, tarimin kokeninde “merkez bdlge” (core area) olarak
tanimlanmigtir (Lev-Yadun et al., 2000). Bu bdlge tetraploid bugdayin orijin
merkezi oldugundan, bélgedeki yabani emmer bugdaylari biytk gesitlilige sahiptir
(Ozkan et al. 2005). Bu sebeple bdlgeden toplanacak érneklerin cok daha ayrintili

olarak calisilmasi gerekliligini vurgulamakta fayda vardir.

T. dicoccoides tetraploid kiltir bugdaylarina sitogenetik olarak yakindir ve onlarla
hibritlesme &zelligine sahiptir (Tanyolag et al., 2003). Bu 6zelligi sayesinde, yogun
olarak yapilan islah g¢alismalar sonucunda genetik temeli daralarak hastaliklara,
zararlilara ve olumsuz cevre sartlarina karsi duyarli hale gelmis olan kualtar
bugdaylarinin genetik yapisini zenginlestirmek amaciyla, genler yabani emmer
bugdaylarindan kuoltir bugddaylarina aktarilabilir. Bu sebeple yabani atalarin

Ozelliklerinin iyi karakterize edilmesi ¢cok 6nemlidir.

Islah calismalarinda, bitkilerin genlerinin  degistiriimesiyle ortaya ¢ikan
varyasyondan yararlanilarak yapilacak seleksiyonlarla daha kaliteli, yiksek verimli,
hastaliklar ve zararlilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi ylksek olan yeni
cesitlerin mUimkin oldugunca kisa surede elde edilmesi istenmektedir. Bitki
Islahinda melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun etkinligi
arttinlmaya c¢alisilsa da, bunlar ¢ok uzun zaman alan, zahmetli ve ylksek maliyetli
igslemlerdir. Molektler markirlarin  kullanilmasi 1slah ¢alismalarinda sUreyi
kisaltarak, maliyetlerini dUsUrmektedir. Seleksiyonda, genetik ve linkaj
haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasi ve korunmasinda, genotipler arasi genetik

uzakhgdin belirlenmesinde molekller markirlardan yararlaniimaktadir. Genetik
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markir ¢alismalarindan elde edilen bilgilerle, gen bankalarinda &rnek
duplikasyonlari engellenebildigi gibi, hangi érneklerin korunmasinin gerekliligi de
ortaya konmus olur (Karcicio, 2006).

RAPD markirlarinin  1slah  ¢alismalarinda uygun atalarin  segilmesinde,
germplazmlardaki genetik cesitliligin korunmasinda énemli oldugu daha &énce
vurgulanmigtir (Karcicio, 2006). RAPD-PCR teknigi kullanilarak elde edilen
polimorfizm degerleri reaksiyon kosullarina, kullanilan érnek ve primer sayisina
bagh olarak degisiklik gdsterebilmektedir. Sistemin tekrarlanabiliriligi hassastir. Bu
tez calismasinda guvenilirligi saglayabilmek amaciyla PCR kosullari iyi bir sekilde
optimize edilip, her bir primer icin deneyler yinelenerek, sadece tekrarlanabilir
nitelikteki bantlar bilgi verici 6zellikte kabul edilmis ve bu bantlar degerlendirmeye
ahinmistir. Galismada kullanilan primerler universal primerler olup, c¢esitli
calismalarda Triticum tiOrlerinde bilgi verici 6zellikte oldugu saptanmis olan
primerlerdir. Rasgele dizilime sahip kisa oligontkleotidler kullanilip, baglanma
rastgele meydana geldiginden ve olusan bant profilleri sadece o primerin temsil
ettigi bolgeyi kapsadigindan, gesitliligi dogru bir sekilde ortaya koyabilmek i¢in ¢ok
sayida 6érnek ve primerle ¢alisiimasinda fayda vardir.

Bu tez ¢calismasindan elde edilen bilgilerin, i1slah ¢alismalari yUritmekte olan Ege
Tarmsal Arastirma Enstitisi bunyesindeki Gen Bankasi icin yararl Dbilgiler
saglayacagl dusundlmektedir. Bu tez calismasi, yapilacak olan daha ileri
arastirmalar icin bir baslangi¢c niteligi tasimaktadir. Bu sonuclar 1slah
calismalarinda uygun atalarin tanimlanmasi amaciyla yapilan haritalama
calismalari ve gelecekte yapilacak olan 6rnekleme stratejileri icin kullanish
olacaktir. Ozellikle bu calisma sonucunda, diger yabani emmer bugdaylarindan
farkli polimorfizm g06sterdigi saptanan 13 numarali 6rnegin toplandidi bdlgeden
alinacak olan yeni 0rneklerle, daha ileri analizlerin yapiimasi énerilmektedir. Elde
edilen sonuglarin  bagka yobntemlerden alinacak sonugla karsilastirihp

yorumlanarak, guvenilirligin artirlimasi ve sonuglarin zenginlestiriimesi saglanabilir.
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