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OzET

“ T. dicoccoides ile T. durum bugdaylan melezlerinde ebeveyn ve F; neslinde
RAPD yo6ntemiyle genotip belirlenmesi”

Hazirlayan : Burcu ARSLAN
Danisman : Prof. Dr. Suer YUCE
Enstiti : C.B.U. Fen Bilimleri Enstitisi, Yiiksek Lisans Tezi.

Bugday insan besienmesinde o6nemli bir bilesendir. Bundan dolayl bug§dayin kalite ve
kantitesini arttirmak igin birgok I1slah ¢aligmasi yapilmaktadir.

Buglin genotipik yapilarin gézlemini mumkiin kilan ¢esitli molekller markérler kullanimdadir.
Bu arastirmada, bugdday turlerinden, Triticum durum ve Triticum dicoccoides ekonomik, beslenme ve
yiksek protein icerigi acisindan énemleri nedeniyle kullaniidi ve bu tirlerin hibritieri RAPD markirian
kullanilarak analiz edildi.

Yirmi RAPD primerinin 6n analiz sonuglarina dayall olarak 6nemli bantlar veren 6 primer
(OPA-02, OPA-04, OPA-06, OPB-03, OPB-04, OPB-05) genetik polimorfizmi ve genotipleri belirlemek
icin secilip kullanildi. Elektroforetik bantlar Kluster yontemine gére (Jump) analiz edildi. Tarler
arasindaki genotip uzakliklar dendogramilaria belirlendi.

Sonugcta Triticum dicoccoides’in diger kultar ebeveynleri ve melez déllerinden ayr bir grup
olusturdugu gozlendi. Bu veriler gelecek islah ¢calismalari igin bir temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler : RADP (Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA), PCR (Pclimreaz Zincir
Reaksiyonu), Triticum dicoccoides, Triticum durum
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ABSTRACT

“ Genotype identification in the Triticum dicoccoides and Triticum durum parents and F,
generations by using RAPD markers. “

Pre. : Burcu ARSLAN
Advisor: Prof. Dr. Stier YUCE
Institute : C.B.U. Institute of Natural and Applied Sciences, Master of Science Thesis.

Wheat is an important element of the human diet. For this reason, in order to increase the
guality and the quantity of the wheat, many breeding studies are breing carried out. Today, the various
molecular markers that enabies the observation of the genotype structures are in use.

In this research, the wheat species (Triticum durumand Triticum dicoccoides) were used
because of their economical and dietary importance and high protein content respectively. Their hybrid
offsprings were analyzed by using RAPD markers.

Six primers providing significant bands (OPA-02, OPA-04, OPA-06, OPB-03, OPB-04, OPB-
05 ) were selected and used in RAPD analysis to determine the genetic polymorphism and identifying
the genotypes, based on preliminary resuits of 20 RAPD primers. The electrophoretic data were
analyzed by cluster method (Jump). Genotype distances among the species were revealed by
dendograms.

In conclusions, it was determined that T.diccocoides formed another group different from the
cluster parents and hybrid offsprings. This data forms a basis for the future breeding studies.

Key word: RAPD, PCR, Triticum dicoccoides, Triticum durum
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1.GirRiS

Dianya nifusunun yaklasik %35'inin temel besini olan bugday, tim dinyada besinlerden
alinan kalorinin %20’sini saglamaktadir (Colkesen, 1995). Besin olarak kullanimi, ekmek,
makarna yapimindan bulgur, irmik yapimina kadar ¢ok genis bir alani kapsar. Killtiir bitkileri
arasinda danesinin uygun besienme degeri, taginma, sakianma, islenmesindeki kolaylik ve
bitkisinin genis adaptasyon sinirlar nedeniyle, diinyada ekilis ve tretim bakimindan ilk sirada

yer alan tahil Grinadar ( Gizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Diinya Tahil Uretim Miktarlari (Anonim, 2001)

Tahil Uriind 1995 1996 1997 1998 1999 2000

Alan(Ha) 219.837.962 230.897.992 228.039.343 219.625.630 211.964.973 . 212.206.487

Bugday UretimMt Ton 550.5097.072 584.838.677 613.341.708 592.342.030 584.697.385 580.014.595

25.329 26.896 26.971 27.585 27.333

VerimHG/Ha ' 25.046
7 Alan(Ha) | 69133530 66.010401 64163134 56700689 52962133  55.472.207
Arpa UretimMtTon  140.946.016 155334609 154848506 137.594.080 127.180.604 132.896.783
VerimHEEIHa . ﬂ2038& 2;;é£; 24102 y .72;.267 " 24.013 23.957
- Alan(Ha) a 10‘52“3‘505’ A K111055?37 ”1(7];)18059 10182:666 9.490.905 9.758,92
Gavdar Urétimliflt Ton 22.781.611 22.941.674 7 25.020.406 20.819.829 19.968.895 19.971.448
VerimHG/Ha 2’1.649” 20.658 ° 22.517 20.446 . 21.040 20.465
Aléﬁ(ga) 17.375.3b2 16798928 d ;16.267:2-93 13.407.218 12.911.740 12.815.178
Yulaf 'lj;etlrr’nrmrtzl'on r A2859817(7J‘6 30912962 7 73?.860.9‘52 26.3:179.7704 24.505.475 25.994.503
VerimHG/Ma 16450 18402 19658 19,631 18.979 20.284
‘Alanill-la) 7 _‘ W136‘.738>1Vi.164v; 141.004;5:154'71;2.370.-099 138.627.306 138..;110.114 138.510.155
Misir OretimMtTon  516.578.545 588.572.084 586400621 614354923 605.203.834 589.355.356
VerimHG/Ha a7e7T7. 417M1 41189 44317 43568 42.550
Alan(Ha) 1;947542)8 i 15—06—3;347;1& 152.261.21{) 715199-8271 1577.7175.9731 154.996.427
Piring Ureilth Ton 5‘;7.086.1A3H1 569“.%32.5%5” 580.846.521 578.768.853 606.656.025 597.154.664
VerimHG/Ha 36.601 3%.815 38.148 38.077 38.597 38.527

Dunya genelinde oldugu gibi Glkemizde de gerek ekim alani gerekse lretim bakimindan
bugdayin 6nemi buylktlr ( Cizelge 1.2.). Bu nedenle bugday tretiminde az bir tretim artisi bile
yiksek deger artiglarina neden olmaktadir. Hizla artan Diinya nafusunun beslenme ihtiyactni



karsilamak igin bitki genetik mihendisligi tekniklerinden yararlaniiarak uygulanan bitki islahi
yéntemleri ile hastaliklara dayanikl, verim giict ve kalitesi yuksek yeni gesitler elde ediimeye

calisiimaktadir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye Tahil Uretim Miktarlari ( Anonim, 2001)

Tahil Oriini 1995 1996 1997 1998 1999 2000
Alan(ha) 9400000 9350000 9340000 9400000 9400000 21000000
Bugday OretimMt Ton 18000000 18500000 18650000 21000000 18000 000 .
VerimHG/Ha 1915 1979 1997 2234 1919 .
Alan(Ha) 3525000 3650000 3450000 3750000 3650000 8000000
Arpa UretimMt Ton 7500000 8000000 8200000 9000000 7700000 .
VerimHGHa 2128 2192 2216 2 400 2101 »
Alan(Ha) 146000 148000 147 000 133 000 140 000 260000
Gavdar OretimMtTon 240000 245000 235000 232000 230 000 *
VermHG/Ha 1644 1655 1 599 1744 1 664 .
Alan(Ha) 148000 161500 158000 158 500 154000 314 000
Yulaf OretimMtTon 250000 275000 280 000 310000 290 000 x
VerimHG/Ha iy 1703 1772 1956 1 883 s
Alan(Ha) 515000 550000 545000 550000 518000 2300000
Misir UretimMtTon 1900000 2000000 2080000 2300000 2297000 .
VerimHGHa 3689 3436 3817 4182 4434 .
" AanMa) 50000 54850 55000 40000 65000 .
Piring OretimMtTon 150000 168000 145000 189000 204000 .
3000 3063 3000 3150 3138 ’

‘VerimHG/Ha

*Bilgilere ulagllamanmugtir.

Tarkiye'de budday islahi ik etapta yerli ¢esitlerin sistematik olarak toplanmasi ve dogal
kosullar altinda seleksiyonu ile baslamigtir. Béylece 111/3, Sivas, 230/39, Kunduru, Karakilgik
gibi Turk tanimina uzun yillar hizmet veren cesitler gelistiriimistir. 1960’k yillarin ortalarinda
yurdumuza kisa sapli, gtibreye toleransii ustin verimii Meksika bugdaylarn getirilimis ve bugday
veriminde énemli bir artis kaydedilmistir. Bu bugdaylarin pas hastaliklarina duyarli clmalarn
nedeniyle bir stre sonra ¢ogu Uretimden kalkmistir. Bundan sonra Tirkiye'de bugday islahi
¢alismalart multidisipliner karakterde “Ulkesel Bugday Projesi” kapsaminda yurGtuimeye
baglanmigtir. Diger taraftan Meksika'da CIMMYT (Centro International de Mejoramiento de



Maizy Trigo; International Maize and Wheat Improvement Center; Uluslararasi Misir ve Bugday
Aragtirma Merkezi) organizasyonu ile koordineli ¢aligmalar programlanmis ve bu kurulustan
onemli dlcide germplazm temini edilerek islah ¢alismalan zenginlestiriimistir. Bu ¢alismalarin
sonucu érnedin Cumhuriyet-75, Gerek-79, Ata-81, [zmir-85, Menemen-88, Dicle-74, Gediz-75,
Ege-88 v.d. gibi yabanci budday cesitleri ile boy él¢lisebilecek 6nemli gesitler tescil ettirilerek
tarimina gegilmistir (Demir ve ark. 1991). |

Gunumuzde islah caligmalarinda Uriin miktarinda artis yaninda, kaliteye de &nem
verilmektedir. Yuksek protein igerikli yabani bugdaylarin, protein islahi agisindan &nemii bir
potansiyel icerdikleri bilinmektedir (Turgut ve ark. 1984). Bu nedenle; T. dicoccoides ile bazi
durum bugday cesitleri arasinda gergeklestirilen melezlerde tanede protein orani bakimindan
genotipik degiskenligi belirleyerek bu melezlerde daha yilksek protein oranina sahip hatlar
secebilme olanakliari surekli olarak arastiriimaktadir. Yapiian arastirmaiar sonucunda T. durum
X T. dicoccoides melezlerinde tanede daha ylksek protein ve diger arzu edilen 6zellikler
bakimindan yapilacak segimlerin bu gibi &zellikleri tanimlayan genlerin bitkinin veriminde
herhangi bir kayip olmadan déllere gegebilecegi bildiriimistir (Tosun ve Altinbas 1999).

Protein miktarinin arttinimasi gibi kantitatif karakterler (zerine yapiian islah
caligmalarinda, fenotipin gbzlenmesi yetersiz kaldi§indan, bugin genotipik yapiyi gézlemeyi
saglayan gesitli molekuler markérler kullantimaktadtr. Bitki 1slahinda bu markérlerden kalitatif
ve kantitatif karakterlere gtre yapilan seleksiyonda, genetik ve baglanti (linkage)
haritalamalarinda, ¢esit tanimlanmasinda, F; hibrid tohumlukiarinin kontroliinde, genotipler
arasindaki genetik uzakhklarin ve gesitlilifin belilenmesinde yararlaniimaktadir (Demir ve ark.
1999).

Molekiler markdrler, enzimlerin veya DNA'nin analiz edilmesiyle elde edilirler. Yaygin
olarak kullaniianlari; izoenzimler, RFLP (Restiction Fragment Lenght Polymorphism; restriksiyon
fragman uzunluk polimorfizmi) ve PCR (Polimeraz Chain Reaction)'a dayall geligtiriimis cok
sayida RAPD (Random Amplified Polymorfik DNA; rastgele amplifiye ediimis polimorfik DNA),
AFLP (Amplified Frament Length Polimorfizm), DAF (DNA Ampilification Fingerprinting) v.d.gibi
molekiler markérierdir (Staub ve ark. 1996).

|zoenzimler; molekiler yapisi fark gostermesine karsin ayni islevi tslenmis olan
enzimlerdir. |zoenzim analizleri DNA markérlerine nazaran daha kolay ve ucuzdur. Ancak
aciim goésteren lokus sayisinin izoenzimlerde kisith olmasi arastirmacilari RFLP ve RAPD
tekniklerine ydniendirmistir (Usttin ve ark. 1996).

RFLP; DNA'nin yaklagik her ylz baz iftindeki nikleotid dizisi bireylerde degisiklik
gosterir (DNA polimorfizmi). Sonug olarak, DNA (zerinde bulunan bir restriksiyon enzimi tanima
dizini, digerinde bulunmayabilir. Bu durumda, restriksiyon fragman buyukltkleri bu bélge igin
farkhdir (Luleci ve ark. 2000). Bu o&zellikten yararlanilarak farkll veya ayni tir icerisindeki
bitkilerde aginim gésteren genotiplere ait DNA'lar teshis edilmektedir.

T.C. YUK Eaaiwatn o
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Genotipler arasindaki genetik uzakliklarin ve gesitliligin belirlenmesinde RFLP teknigi,
maliyetinin yliksek olmasi, ydntemin uzun siire almasi RAPD’ ye gére daha fazia miktarda DNA'
ya ve teknik deneyime gereksinim duymasi ve radyoaktif madde kullanimi gibi dezavantajiari
nedeniyle daha az kullanilmakta olup, yeni bir teknik olan RAPD teknidi bugin en sik kullanilan
tekniklerden biri haline gelmistir (Gallego ve Martinez. 1996).

RAPD teknigi; genomik DNA'nin rastgele segilmis primer kullaniiarak PCR y&ntemi ile
gogaitiimasi ve amplifiye olan DNA bantlarinin elektroforez iglemiyle aynistinilip
degerlendirimesi islemlerini igerir ve elektroforez sonucunda elde edilen bant desenleri ¢esitlere
6zgl oimasi nedeniyle genotiplerin tanimlanmasinda kullaniiir.

RAPD metodu ile gesitli bugday genotiplerinin tanimianmasi, genetik farkliliklarinin
belirlenmesi, agronomik ¢zelliklere sahip tlrlerin etiketlenmesi ve yanlis siniflandirimig
germplazm koleksiyonlarinin yeniden duzenlenmesi ile ilgili bir ¢ok calisma yapiimig ve
RAPD'nin giivenilir, kisa zamanda uygulanabilen, ekonomik bir ydntem oldugu biidirilmistir
(Fahima ve ark. 1999, Cao ve ark. 1999, McDonald ve ark. 1997, Cobanoglu ve ark. 1994).

Bu calisma gercevesinde, ekonomik ve beslenme agisindan son derece dénemli olan
durum bugdaylar ile, yuksek protein icerigine sahip Triticum dicoccoides’ in ve buniarin melez
déllerinin genetik yapisi RAPD markorleri aracihidi ile analiz edilerek bu konuda yapilacak islah

caligmalarina temel veriler elde edilmesi amaglanmisgtir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Fahima ve ark., (1999) RAPD metodu ile Israil ve Turkiye'deki 11 populasyon icinden
secilen 7. dicoccoides’ in ve bugdayin tetraploid progenitérinin 110 genotipini incelemisierdir.
Bu calismada kullantlan 10 adet primer, 48 tanesi polimorfik ve 11 tanesi de monomorfik 59
adet degerlendirilebilir RAPD bandi ortaya koymustur. Calisma sonunda RAPD analizinin
Turkiye ve Israildeki farkll ekojeolojik bolgelerden saglanan T. dicococides’ in genotiplerinin
dzelliklerini ve farkliliklarint ortaya ¢ikarmada basarili ve etkili oldugu gértulmis ve RAPD ye
dayandiriian diskriminant analizleri ile genotiplerin %95,5'inin orijin bolgelerinin dogru olarak
siniflandirdig! gézlenmistir. Sonug olarak RAPD'nin tlrlerin ayrimi, dodru atalarin saptanmasi
ve T. dicoccoides’ in genetik farkhiiklarninin tanimlanmasi igin kullanisl oldugu bildiriimistir.

D'Ovidio ve ark., (1990) calismalarinda 6 makarnaitk bugday varyetesi, 4 tetraploid, 7
diploid Triticum ve Aegilops alt turlerini materyal olarak kullanmiglar ve bu bugday genotiplerine
gama gliadin geninin u¢ sekansina ait 19 ve 20 baz uzunlugundaki 2 oligoniikieotidi primer
olarak kullanarak PCR islemini gergeklestirmiglerdir. PCR Urlnlerinin elektroforetik analizleri
sonucu arastirilan genotipler arasindaki ve igindeki spesifik genetik polimorfizmi ortaya gikaran
750-1000 kb'lik bantlar elde etmiglerdir. Digiuk mobiliteye sahip bir bant sayesinde genotipler
basglica 2 gruba ayrildigi ve Aegilops longissima ve A. squarrosa’ nin bant deseni ile Triticum
boeoticum ile T. urarty’ nun bant desenlerinin benzer bulundugu bildirilmistir.

Cao ve ark. (1999) germplazm koleksiyonlarinda yanlis simiflandiriimis varyetelere
rastiamiglar, RAPD analizinin yanlis siniflandinlan bu Triticum varyetelerinin yeniden
siniflandinimasinda kulaniip  kullanilamayacagini  saptamaya c¢alismiglardir. Bu amagla
morfolojik karakterlere dayandirilarak siniflandiriimast yapiimis ancak siniflandiriimasindan
sUphe duyulan 12 varyete RAPD ve sitolojik analizler kullaniiarak incelenmistir. RAPD profilleri
sonuglarina gore yapilan istatistiksel hesaplamalarla elde edilen dendrogram; 5 adet dicoccum-
benzeri, 1 adet timophevii-benzeri, 6 adet monococcum-benzeri varyeteyi sirasiyla Triticum
dicoccum, T. timophevii ve T. monococcum ile gruplamistir. Bu sonuglar sitolojik analizierle de
dogrulanmistir. Calismanin sonucunda RAPD analizi germplazmi siniflandirmak ve Triticum’
daki bazi turlerin farkhliklarin ortaya koymak igin kullanilabilir oldugu bildirilmigtir.

Myburg ve ark., (1997) RAPD analizi ile yeni D.noxia afidine direncli bugday cesitlerinin
geligtiriimesini amaglayan programlarda kullanilmakta olan bes adet Guney Afrika ve bes adet
yabanc! afide direngli (Diuraphis noxia) Rus bugday c¢esidini incelemislerdir. Yirmi dokuz
oligonikleotid primer kuilanilarak ¢esitlerin farklii§im ortaya koyan RAPD band profili
¢ikarilmaya caligiimig ve sonug olarak yapilan istatistiksel hesaplamalar kullantlan gesitlerin
bilinen genetik iligkileri ve pedigrileri ile uyumlu olan bir dendrogram elde edildigi bildiriimistir.



McDonald ve ark.,, (1997) RAPD nin tohum dretimi, tohum test programlan gibi
biyoteknolojik arastirmalarda genetik farkhliklarin belirlenmesinde kullanigh bir metod oldugunu
belitmigler, misir (Zea mays), pamuk (Gossypium hirsutum), soyafasilyesi (Glycine max),
bugday (Triticum aestivum), kirmizi yonca (Trifolium pratense) kuru tohumlarinda DNA
izolasyonu ve hemen ardindan RAPD amplifikasyonu yoéntemlerinin  prosedirlerini
belirlemiglerdir. Ancak basgarlyla DNA izolasyonunu yaptiklarl yerfistigindan basarili bir RAPD
amplifikasyonu gerceklestirememiglerdir. Galismanin sonucunda RAPD tekniginin ucuz, basit,
hizli, bayumekte olan bitki dokusuna gereksinimi olmayan ve cok sayida tahila uygulanabilir
oldugunu bildirmislerdir.

Castagna ve ark., (1997) Ermenistan, Lubnan, lran, Irak ve Turkiye'den saglanan 49
Triticumn urartu varyetesinin RFLP ve RAPD markér analizieri ile genetik gesitliligini arastirmislar
ve bu iki veri setini karsilagtirmiglardir. Yirmi sekiz RFLP kionu ve 29 RAPD primeri sirasiyla
451 ve 155 polimorfik bant vermiglerdir. Ermenistan’ dan érneklenen 3 genotip cografik farkiilk
az olmasina ragmen diger genotiplerden farkit bir grup olusturmustur. Arastirma sonucunda
turii iligkilerin goésteriimesinde RFLP markérleri RAPD markorleri ile elde edilen de@eler ve
genetik benzerlik degerleri birbirlerine benzer olarak bulunmus, ttrlerarast kiyaslamalarda ise
benzer olmadig bildirilmistir. Poliploid buddaylar ile daha yakin ilskileri bulunan genotip
identifikasyonunun mimktn olmadigi gézlenmistir.

Farooq ve ark., (1994) yaptiklari galismada genis ¢aprazlamalar sonucu elde edilmis 10
tuza dayanikh bugday introgresiyon hatlarinin, 2 ekmeklik bugday kultarvari, 1 durum bugday
kulttirvan ve bugday introgesyon hatlarinda tuza dayaniklik kaynagi olarak kullanilan Aegilops
cylindrica’ min PCR teknigi kullanifarak polimorfizm degerlerini incelemiglerdir. Amplifikasyon
degerlerine dayanilarak, (A) batln bugday hatlan ile reaksiyon veren primerler, (B) hicbiri ile
reaksiyon vermeyenler, (C) ¢odu bugday hattiyla reaksiyon veren primerler, (D) bazi bugday
hatlariyla reaksiyon veren primerler, olarak Kkullanilan primerler 4 kategoriye ayriimistir.
Kullanilan 18 reaktif primerden 11 tanesi bitun test materyallerinde polimorfizmi belirlemistir.
Sonug olarak arastirmacilar polimorfizm degerlerini %1.2 den 22 ye degisen degerlerde disuk
olarak belirlemis ve tuza toleranslt hatlardan 6 tanesi verdikleri polimorfik bantlara
dayandirilarak identifiye edilmigtir.

Barriga ve ark., (1994) yaptiklar galismada genetik markér olarak kullaniian RAPD
metodunu 3 bugday varyetesinde uygulayarak, DNA, Mg*, polimeraz konsantrasyonu ve
uzama ve polimerizasyon zamani gibi kosullarin RAPD bant olusumunu etkiledigini bildirmisler,
bu kosullari optimize ederek protokol gelistirmiglerdir.

Bahraei, (1996) Turkiye, Irak ve Libnan’ daki 6 populasyondan 44 Triticum boeoticum
diploid genotipi ve Turkiye'deki 4 populasyondan 40 T.urartu diploid genotipinin RAPD
markirlan kullanarak genetik fakliligini belirlemigtir. Polimorfizmi belirlemede 20 primer
kullaniimigtir, OPA-02 ve OPA-15 primerleri her iki tarin farkli populasyonlar icindeki ve



arasindaki varyasyonu belirlemiglerdir ve T. boeoticum populasyonu igindeki polimorfizm
ylksek bulunmustur. Nei’ nin genetik uzaklik hesabi sonucunda T.urartu'nun T.boeoticum
populasyonundan daha fazla benzerlik gosterdigi géruimustur. Cevre kosullari veya cografik
lokasyon ile genetik farklihk arasinda korelasyon bulunamamistir.

Liu ve ark, (1999) RAPD analizi ile 20 bu@day (Triticum aestivum) hattini
incelemiglerdir. Calismada 10 niikleotid uzuniugundaki 6 primer kullanmiglar ve 54 fragment
elde etmigler ve farkh karakterdeki ebeveynlerin ve bu ebeveynlerden elde edilen hibridlerin
veriminin tahmin edilmesinde potansiyel gucleri aragtinimistir. Deney sonuglar 20 bugday
hattini 4 gruba boéimastlr. Grup | basaktaki tane sayisinin fazlaiigi ile, Grup Il agir tane ile, Grup
Il kisa sap ve birim alandaki bagak sayisinin fazlalig: ile, Grup IV Grup lil'e benzemesi ragmen
daha fazla Urlin verme ile karakterize edilmistir. Aragtirmacilar bu sonuglara dayanarak, RAPD
markoérlerine dayall olarak, degisik performansit bugday hatiarinin ayirtedilmesi ve yeni Ustiin
melezlerin eldesinde 6n tahmin degeri olan ebeveynierin siniflandirimasinin mumkin oldugunu
bildirmiglerdir.

Malkawi ve ark., (1998) Triticum durum ve T. diccocoides turlerinden 10 ar érnegin
aralarindaki genetik farklihk ve polimorfizm degerlerini RAPD analizi ile belirlemeye
caligmiglardir. Her iki tlrin yapraklarindan DNA izolasyonu yapiimis ve 10 nikleotid
uzunlugundaki 23 primer RAPD analizinde kullanilmistir. Calismanin sonucunda 8 primerin her
iki tur icinde ve arasinda yiksek polimorfizmi belirieyen fragmentler verdigi belirtiimistir.

Anwar ve ark., (1998) caligmalarinda turlerin ve yerel gesitlerin dogru, gtvenilir, hizli ve
ucuz maliyetle birbirinden ayirt edilmesi ve tanimlanmasinin bitki islahi agisindan, ézellikie
teorik ve uygulamali bitki aragtirmalar agisindan ¢ok énemli oldugunu bildirmigler, Pakistan'in
farkll zirai-ekolojik bélgelerinden kékenlenmis 30 bugday varyetesinin RAPD genetik markdrii
yardimiyla genetik farkliliklarini belirlemeye calisiimislardir. Sonug olarak elde edilen 35 bant
Uzerinde yapilan istatistiksel calismalar, aym bolgeden elde edilen varyetelerin 6zel bir grupta
toplanmadidini ve bu varyeteler arasindaki farklilikiarin varyetelerin orijinlendigi bélgeye bagl
olmadigini bildirmislerdir.

Ulkemizde de RAPD metodu birgok arastirmada kullaniimaya baslanmistir. Molekuler
markérier yardimiyla bitki ve hayvan genotiplerinin tanimlanmalari, farkli primerler ile genler
arasindaki iligkilerin saptanmalari ve bu sayede de islah strelerinin kisaltiimasi, daha verimli ve
kaliteli, hastalik, zararliara ve ekstrem sartlara dayanikli yeni genotiplerin elde edilmeleri
calismalari baslamistir.

Albayrak ve ark., (1999) Turkiye' den orijinlenen yabani arpa hatlarinin aralarindaki
varyasyon miktarlarint RAPD teknidini kullanarak, 23 hat arasindaki polimorfizm oranini
istatistiksel olarak belirlemiglerdir. Arastirmacilar belirlenen sonuglarin ileride ticari énemi olan
ozellikleri iceren yabani arpa hatlarinin segiminde kullanilabilecegini bildirmiglerdir.



Cobanoglu ve ark., (1994) yaptikiari aragtirmada Ege Tarimsal Arastirma Enstitist Gen
Bankasi’'nda uzun sUreden beri muhfazasi yapilan ve Turkiye kékenli Hordeum murinum,
H.bulbosum ve H.vulgare spontaneum'a ait 23 yabani arpa hatti ile Zafer-160 varyetesi (kontrol
varyetesi olarak secilerek) arasindaki gesitlilik molekiler dizeyde aragtiriimig, materyallerin
DNA tanis! ve polimorfizm orani hesaplanmigtir. Caltsmada 20 nukleotid uzunlugundaki OPA-
01 primeri kullanilarak RAPD iglemi sonucu elde edilen amplifikasyon bglgelerinin
degerlendiriimesi ile genomik farkhhiklar ortaya konularak, polimorfizm orani hesaplanmistir.
Sonug olarak RAPD metodunun hizli, gavenilir, kullanigh ve ekonomik bir metod oldugu ifade
edilmistir.

Gézikirmizt ve ark., (1995) kislik alti sirali arpada (zafer ¢esidi) doku kulttrl ortaminda
ortaya ¢ikan kromozom varyasyonlarini incelemigler ve gen mutasyonlarinin RAPD metodu ile
arastinlabilecegini gostermiglerdir. Caligmalarinda 10-20 baz diziligli primerler kullanmiglardir.
Ayrica RAPD metodu yardimi ile yurdumuz orijinli yabani arpa hatlarinin polimorfizmini
saptamiglar RAPD markorleri ile ¢inko mukavemeti arasindaki interaksiyon ve Ustln
genotiplerin erken dénemde seleksiyonu ¢aligmalarini sirdUrdiklerini belirtmiglerdir.

Albayrak ve ark., (1995) 10 baz dizigili 2 primer (OPC-09 ve OPC-02) ile Skaryotik
organizmalardan 3 farklh tire ait 5 érnegin (Schizosaccaromyces pombe 972 h yabani maya tipi,
Zafer arpa cesidi, 50400 kay|t numarall yabani arpa hattl, Eser ve Canitez nohut varyeteleri)
RAPD yontemi ile DNA parmak izlerini elde etmiglerdir. OPC-09 primeri camtez isimli nohut
varyetesi hari¢ difer tim organizmalarda bant verirken, OPC-02 primeri sadece Eser isimii
nohut varyetsinde bant verdigini gézlemiglerdir.

Arl ve ark., (1994) RAPD islemi igin Kaya, Quatum, Tokak, Yercil ve Cumhuriyet kuitir
varyeteleri ile yabani bir arpa hatti (X populasyonu) ve bunlarin melezlerine ait F, tohumlarini
materyal olarak se¢migler ve 10 baziik 20 primer kullanmiglardir. Aragtirmanin sonucunda,
OPC-06, OPC-09, OPC-15, OPC-16 ve OPC-19 primerlerinin bazi ebebveyn ve F,
generasyonunda polimorfik bantlar verdigini, RAPD markérlerinin kisa zamada uygulanabilen,
hizh ve ucuz bir metod olarak meleziemelerin dodrulugunun saptanmasinda kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Demir ve ark., (1999) 10 makarnalik bugday cesidinin, 10 arpa cesidinin, 10 hibrid
aygiceginin ve 10 Japon bildircinin RAPD metodu ile genetik benzeriik ve farkliiklarini
calisiimis, genoctipler arasindaki genetik uzakliklarin belirlenmesinin, islah programlarinin

basarisini arttirmada rol oynayacad: bildirilmisgtir.



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calismanin materyalini olugturan genotiplerden; melezlerde ebeveyn olarak kullanilan
bugday ge$i.tleri Ege-88 ve Gediz-75, Ege Tanmsal Aragtirma Enstitisy tarafindan geligtirilip
tescil ettiriimis iki makarnalik gesittir. Diger ticari ¢esit ise Meksika'da buiunan Uluslararast Misir
ve Bugday Arastirma Merkezi (CIMMYT)’ den saglanan Yavaros genotipidir. Ortak ebeveyn
olarak melezlerde yer alan yabani tetraploid bugday (T.dicoccoides Korn.) Ege Tarimsal
Arastirma Enstitiist bunyesindeki Gen Bankasindan temin ediimig ve 1995 yilinda, szl edilen
uc ticari makarnahk bugday cesidi ile ayr ayr melezlenmistir. Dordinct dol nesli (F)

caligmaya materyal olarak dahil edilmigtir.

Cizelge 3.1.1. Materyal olarak kullanilan bugday cesitleri

Sira No Budgday Gesitleri

1 Ege-88 (Ebeveyn)

Yavaros (Ebeveyn)

Gediz-75 (Ebeveyn)

Ege-88 X T.dicoccoides (F, Nesil)

Yavaros X T.dicoccoides (F4 Nesil)

Gediz-75 X T.dicoccoides (F, Nesil)

N O ol A I N

T.dicoccoides (Ebeveyn)

3.2. Metod:
3.2.1. Bugdaylarin Yetistiriimesi

Ebeveynlerden T.dicoccoides sera kosullarinda Mitscherlich saksilarinda, diger
drnekler ise 1999-2000 yili deneme planina gére tarla kogullarinda yetistirme teknigine uygun
énlemler alinarak yetistiriimiglerdir.



3.2.2. DNA Analizi

Caligmada DNA analizi igin RAPD metodu kuilaniimigtir.

RAPD, polimorfizm gtsteren DNA'lanin rastgele secilmis anti sense primerier
kullantiarak gogaltiimast islemini igerir. Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) bagh olarak 1990
yilinda gelistiriimigtir (Williams ve ark. 1890).

RAPD metodunun uygulanmasinda asagidaki agamalar takip edilir; (Sekil 3.2.2.1)

1-  Incelenecek materyalin DNA'sinin izolasyonu.

2- PCR yontemi ile rastgele primerler kullanilarak 6rnek DNA'nin ¢ogaltiimasi

(amplifikasyon).

3- Amplifiye edilmis DNA'larin agaroz jel elektroforezinde kosturulmasi.

4-  Olusan bantlarin gézlenebilmesi icin DNA'nin Ethidium Bromide ile boyanarak U.V.
isik altinda fotograflarinin ¢ekilmesi.

Genomik DNA
!
P4
-
AA —
P4
1 PCR

| Elektroforez

AA aa AA

Sekil 3.2.2.1 RAPD metodu sematik gésterimi (Staub, 1996)
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3.2.2.1 DNA Analizinde Kullanilan Gézeltiler

DNA izolasyon tamponu (Doyle and Doyle)

Tris HCL, pH: 8.0 100Mm
EDTA 20Mm
NaCl 1.4M
CTAB %2
Na,S;05 %1
B-mercaptoethanol % 0.2

O
>

Kloroform : Isoamilalkol (24:1)

Yikama soliisyonu

Ethanol (%70'lik) 90 mi
H,O 10 ml
Amonyum asetat (10M) 100 pl
TE tamponu
Tris 10 mM, pH: 8,0
EDTA 1mM, pH: 8,0
50XTAE

242 gr Tris base

57,1 ml Glasialasetikasit
100 mi 0.5 M EDTA, pH: 8,0
1 It HO’da ¢éztndurdliir

Markér boya

%100 Glyserol 7 mi

50XTAE 200 yl
%20 SDS 100 ul
0,5M EDTA 400 ul
H;0 2,3 mi
Bromfenolbiue 2,5mg

Ethidium Bromide
10 mg Ethidium Bromide
1 mi H,O'da ¢oézundurdiar



3.2.2.2. DNA Analizinde Kullaniian Laboratuvar Ekipmaniart

Calisma Ege Universitesi Ziraat Fakuitesi Tarla Bitkileri BSlumt bunyesinde buiunan
Uygulamali Molekuler Genetik Laboratuvarr’nda yurattlmastar.

Kullanilan laboratuvar ekipmanlari;

Thermocycler Appligene oncor, Crocodile IlI
Agaroz jel elektroforezi FisherBiotech Electrophoresis Systems, FB-LSU-1
PH-metre WTW Ph Meter, PH 520
Santrifujler Herolab MicroGen 13 D
Nive NF 815
U.V. lamba Hoefer Mighty Bright
Spektrofotometre Varian 100

3.2.2.3. DNA’larin Elde Edilmesi

DNA'nin izolasyonu; hticre duvarinin parcalanmast ve DNA-protein kompleksinin
¢Bzulmesi agsamalarindan meydana gelir.

DNA'’ nin elde edilmesinde Doyle ve Doyle (1990)'da belirtilen yéntem kullaniimistir.

On-onbes cm uzunlugundaki budday geng fidelerinden, her bir gesitten toplam 2 gr
olacak sekilde toplanan taze yapraklar, meydana gelebilecek herhangi bir degredasyonu
énlemek icin aliminyum folyoya sarilarak, sivi azot icinde laboratuvara getirilmistir.

llk asama hicre zarnnin mekaniksel ve fiziksel olarak pargalanmasi iglemini icerir bu
nedenle yapraklar, igerisine sivi azot konmug havanda ezilerek toz haline getirimistir ve
dnceden 60°C’'deki su banyosuna yerlestirilmig 6,5mi DNA izolasyon tamponu igeren 15ml'lik
faicon tuplere konarak, tupler tekrar su banyosuna yerlestirilmistir. Bu islem sirerken tipler 10
dakikada bir yavasg¢a ¢alkalanmigtir. Son tlipte su banyosuna yerlestirildikten sonra, tipler su
banyosunda 20 dk bekletilmistir. Bu asamada hicre duvarinin sivi azotla dondurup-¢ézme
islemi yapilarak fiziksel, DNA izolasyon tamponunda bulunan EDTA, NaCl, CTAB gibi kimyasal
maddelerle de kimyasal olarak zayiflatilip pargalanmasi amaglanmaktadir.
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ikinci agsamada tiplere 6,5mi CIA (kloroformizoamilalkol) ekienerek, tipler 5 dk. hafifce
calkalandiktan sonra 3000 rpm’ de 20 dk. santrifiljlenmisti. Amag CTAB-protein/polisakkarid
komplekslerini uzaklastirmasidir. Bu iglemlerden sonra tUplerde, en Ustte stpernatantta
¢bzunmus haide DNA, ortada hiicresel proteinlerden olusan beyaz katman ve en altta
kloroform olmak uizere {i¢ katman gézienmigtir.

Ugiinci asama olarak en ustteki DNA igeren stipernatant baska bos falcon tiiplere
aktariimts, bu yeni tupe, aktanlan slpernatant kadar souk isopropano! eklenmistir.
Isopropanol ekiendikten sonra tupler ¢ok hafif bir sekilde ters yuz ediimistir. Isopropanol
DNA'nin ortamdaki diger molekiillerden ayriimasini saglar.

Dardunct asama olarak gozle gérullr hale gelen DNA'lar steril bir cam gubukla dikkatli
bir sekilde alinarak, kagit haviu Gzerinde 10 dakika kurumaya birakiimistir.

Besinci agamada DNA'lar havlu Gzerinden igerisine 1000 pl. yikama solisyonu bulunan
eppendorf taplere aktariimistir, burada kisa bir stre yikandiktan sonra yikama solisyonu
hemen doékilmus ependroft tiplerin agzi agik sekilde DNA'lar oda sicakiifinda kisa bir stre (2
dakika) kurumaya birakiimistir.

Son agsama olarak kuruyan DNA'larin (izerine 500 pl TE tamponu konup tipe parmakia
yavas yavas vurularak ¢okelti siispansiyon haline getiriimistir. DNA'lar TE tamponu iginde
céziindikten sonra -20° C'deki derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.2.4. DNA Konsantrasyon Tayini

Orneklerdeki DNA miktarini tayin etmek icin spektrofotometrede &igumieri yapilmistr.
Nukleotidlerin heterosiklik halkalan 260 nm dalga boyundaki isi§i maksimum emme 6zelligi
tasididindan, bu dalga boyundaki emme derecesi nikleik asitlerin miktarlarinin élgtistdur. Buna
gore, DNA'nin miktari ve safligi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde
edilecek degerierden belirlenebilir. 1 optik dansite (OD) ¢ift iplikli DNA icin 50 ug/mi, tek iplikli
DNA veya RNA igin 40 ug/mi ve oligoniikleotidler icin 20 pug/ml’ye karsilik gelmektedir. 260 ve
280nm’lerdeki ¢lcim degerlerinin birbirine orani (OD,ge/ODgg0) nikleik asidin safligi hakkinda
bir tahmin yapmamiza olanak verir. Saf DNA ve RNA 6rnekierinin ODg0/ODygp Oraniari sirasiyia
1.8 ve 2.0'dir. Eger protein ya da fenol kontaminasyonu varsa, OD,g/ODsgo Orani yukaridaki
degerlerden ¢ok daha az, buna karsilik RNA kontaminasyonu varsa, OD,gn/ODgg orant bu
degerlerden daha ylUksek olacaktir( Olgun ve Topal. 1999).

izole edilen gift iplikli DNA'nin, miktarinin belirlenmesinde asagidaki formuiden

yararlantmistir.

DNA (ug/ml) = 260nm'deki OD X sulandirma orani X katsayisi (50)
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Cizelge 3.2.2.4. Cesitlerden elde edilen DNA’larin OD &l¢iim sonuglar ve miktarlar

| Bugday Gesitleri 260nm 280nm Oran | Total DNA o/mi)
" !L J
 Ege-88 ;L 0,7948 ! 0.3976 L 19992 ! 3974
 Yavaros il[ 0,6146 | 0,3000 L 2,0488 || 3073
];L 1 [ JI

" Gediz- | 0,9878 0,4934 I 2,0021 I 4938 !
I Gediz-75 J' ’L JL 0 ;| 93 I
|| Ege-88 X T.dicoccoides 0.6536 0,3201 2,0414 {f 3267 .
I Yavaros X T.dicoccoides 1,1942 0,5928 } 2,0144 Ii_ 5970 it
I , i !
' Gediz-75 X T.dicoccoides JL 0,9446 JIL 0,4654 ‘L 2,0297 {L 4722 ‘
|! |
H T.dicoccoides | 0,4795 0,2263 2,1185 i 2397 it
i _ L !

3.2.2,5. DNA larin Seyreltilmesi

OD sonuglarindan hesaplanan DNA miktarlarina gére PCR analizi igin pi'de 5ng
olacak sekilde DNA'lar seyreltiimistir.

3.2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR; bir DNA molekilinde hedef dizlere oligontkieotid primerlerinin baglanmasi ve
DNA’ nin polimerizasyonu esasina dayanir. Cetus firmasi arastiricisi Kary MULLIS tarafindan
1980'li yillarin ortalaninda bulunmasinin ardindan, Saiki ve ark.’larinca 1985'te PCR teknigi
geligtirilmigtir. Bu yéntem ile, bir DNA fragmani tek bir orjinal kopyadan milyonlarca kez
gogaltilabilir. PCR'nin temel basamaklar sunlardir; (Sekil 3.2.2.6.1)

1-  Kalip DNA molekultndn ¢ift sarmalimin ayrilmast igin is1 ile denaturasyonu,

2~ Oligoniikleotid primer ¢iftinin tek ipliki DNA molekilleri (izerinde kendilerine
tamamiayici olan bélgelerle baglanmasi (annealing),

3- DNA polimeraz enzimi (Taq polimeraz veya benzerleri), uygun tampon ve doért
¢esit deoksiribontkleozid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3' hidroksil ucundan
uzamas: ile kalip DNA iplijine tamamlayici olan yeni DNA molekulinin
sentezlenmesi (extension).

Bu belitilen G¢ asama tekrar tekrar uygulanir. Ard arda uygulanan (¢ asama bir
dénguyd olusturur. Her déngh sonucu DNA fragmenti miktan Ussel olarak artar. (Sekil
3.2.26.2)
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Sekil 3.2.2.6.1. PCR ¢ogaltim dongiileri (Ar1, 1999)
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Sekil 3.2.2.6.2. PCR sicaklik déngiileri (Ari, 1999)

Denatiirasyonda amplifiye edilecek DNA'nin iki iplik¢idi arasindaki hidrojen baglari
94°C'de birbirinden ayriir. Bu asamay! annealing adi verilen primerlerin komplementer
olduklar bdlgeye baglandiklan agama izler. Primerler 10-40 nukleotidiik kisa DNA pargalaridir
ve istee goére uygun diziler seklinde sentez edilebilmektedir. Annealing asamasi 35-70°C
arasinda degisebilen sicakliklarda yapilabilir. Son agsama 72-78°C arasinda Taq polimerazin
primerlerin  3' uglarina deoksiriboniikleotidleri ekleyerek yeni komplementer kollarin
sentezlendidi extension agamasidir. Her dénglde, 6nceki dongu sonrasi olugmus tim DNA' lar
kalip olarak ig gorur. Bu sekilde her déngide DNA iki katina gikar. Teorik olarak PCR ile DNA’
nin ¢odaltiimasi 2" formiline gore olur ve otomasyon ile, 30 devri birkag saatte tamamlamak

ve ¢ok fazla miktarda kopya tretmek mamkanddr.
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PCR igsleminde DNA'lar, taq polimeraz, primer ve dNTP kangimi surekli buz iginde
tutulmustur. Boylece olabilecek herhangi bir degredasyon dnlenmeye calisiimistir. Pipetleme
sirasinda steril eldiven kullaniimistir, aksi takdirde vlcutsal enzimler (6rnegin nukleazlar)
template DNA'ya bulasabilir veya mikrobiyal kontaminasyon olabilir. Lateks eldivenier mumkiin
oldugunca sik degistiriimis ve galismalardan hemen 6nce kutularindan alinmiglardir.
Kullanilacak pipet uclari, bidestile su, gerekli cam malzemeler c¢alismalardan 6&nce
otoklavianmustir.

Her bir ttipte toplam hacim 15pi olacak sekilde; 25ng genomik DNA, her bir dNTP’den
100uM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)(Boeh M), 15ng primer (Operon Technologies, Alameda,
ABD), 1XTag DNA polimeraz tamponu (100mM Tris-HCL, PH 8.3, 500mM KCL, 18mM MgCl,
ve% 0.01 jelatin), 1tnite Taq DNA polimeraz enzimi (Sigma) ile PCR iglemine gecilmistir.

Gizelge 3.2.2.6.1. PCR reaksiyonu i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

Maddeler T Miktarlan l

Orneklere ait DNA 5l |

Buffer(MgCl, iceren) 1,5 ul ]

dNTP karisimi 1,2 ul |
Primer 1 ul

H,O 7.1 ul |

Taq DNA polimeraz enzimi 0,2 ul i

Toplam hacim 14 ul ‘

PCR iglemi icin 10 baz ¢ifti uzunlugunda Operon Teknolgjisi'ne (Alameda, ABD) ait 20
farkli primer kullaniimistir (Cizelge 3.2.2.6.2.). Derin dondurucuda saklanan primerler,
kullaniilmadan 6nce 15-20 dakika bekletilerek ¢éziimeleri beklenmistir.

Pipetleme isleminden sonra tlpler mikrosantiftijde 30 sn'ye séntrifi]jlenmistir.

Ardindan tupler, polimeraz enziminin aktive kaybina ugramasini engeilemek igin zaman
kaybetmeden termocyclér’m reaksiyon yuvalarina yerlestiriimistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
esnasindaki sicaklik uygulamalan ve sureleri gizelge 3.2.2.6.3.’de belirtilen program uyarinca
gerceklestiriimistir.
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Cizelge 3.2.2.6.2. PCR igleminde kullanilan primerler ve baz diziligleri

Primerin ismi | Baz diziligi
OPA-02 5 TGOCGAGCTG 3 |
OPA-04 5 AATCGGGCTG 3'
OPA-06 5 GGTCCCTGAC 3
OPA-07 5' GAAACGGGTG 3'
OPA-08 T 5' GTGACGTAGG 3’
OPA-09 5 GGGTAACGCC 3'
OPA-10 5' GTGATCGCAG 3
OPB-01 5 GTTTCGCTCC 3'
OPB-03 5 CATCCCCCTG 3'
OPB-04 5' GGACTGGAGT 3'
OPB-05 5 TGCGCCCTTC 3'
OPB-06 5' TGCTCTGCCC 3
OPC-15 5 GACGATCCAG 3'
OPQ-02 5 TCTGTCGGTC 3'
OPQ-11 5 TCTCCGCAAC 3
OPR-04 5 CCCGTAGCAC 3'
OPR-05 5 GACCTAGTGG 3
OPR-06 5 GTCTACGGCA 3'
OPR-07 L 5 ACTGGCCTGA 3'
OPT-16 l 5 GGTGAACGCT 3

Gizelge 3.2.2.6.3. Uygulanan PCR amplifikasyon programi

1.94°C 30 saniye

2.94°C 25 saniye

3.35°C 45 saniye} 35 Déngl
4.72°C 1 dakika

5.72°C 5 dakika

6.4°C w0



3.2.2,7. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR igleminde amplifiye olmug DNA'lar agaroz jel elektroforezinde kosturulmuslardir.

Elektoforez teknigi bir elektrikse! alanda, ¢éziinmis durumdaki molekilierin elektrik
ylklerinin Kitlelerine oraniyla belirlenen hizda hareket (gé¢) etmeleri prensibine dayanir.

DNA molekilleri yapisinda bulunan fosfat grubu nedeniyle negatif elektrik yokludarler
ve bir elektriksel alanda bulunduklarinda, pozitif kutuba dogru hareket ederier. Agaroz jel
elektroforezinde mekaniksel etkiyi engellemek amaciyla bir kirmiz; alg tiri: olan Agar Agardan
izole edilen dogrusal bir polisakkarit kullanilir. Agaroz sicak TAE iginde ¢6ziinir ve sogutuldugu
zaman polimerde kargifikli hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur

Uygulanan elektroforez isleminde %1,5'lik agarose je! hazirlanmigtir. Elektrot tampon
¢ozeltisi olarak S50XTAE stok solusyonu kullanilmistir. Jel icin 500'mi lik erlenmayere 3.75gr.
agaroz tartilarak ve Gzerine 250 ml 1XTAE tamponu ilave edilmigtir. Buharlagsmayla olusacak
sivi kaybini onlemek amaciyla erlenmayerin adzi pegeteyle kapatilarak, agaroz ¢ozeltisi
mikrodalga firinda iki dakika isitiimigtir. Erlanmayerin 1sisi el yakmayacak sicakhida distukten
sonra agaroz ¢ézeltisi jel kabina yavagga ve iginde hava kabarcig! olmayacak sekilde yavagca
dokilimustar. Ardindan elektroforez isleminde 6rneklerin yitklenecegi cepleri olusturuimasi igin
tarak yerlestiriimis ve jelin donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak ¢ikartiimistir.
Elektroforez iglemine gegilmesi igin elektroforez kabina hazirlanan agaroz jel yerlestiritmis, kap
elektrot tampon c¢ozeltisi olarak kullanitacak 50XTAE ile doldurulmustur. DNA'larin jelde
ilerlemesini gézleyebilmek igin DNA'lara 2 pl markér boya (bromfenol biue) ilave edilmis ve
DNA 6rnekleri ceplere yuklenmistir. DNA bantlarinin buytklaguni bilmek amactyla molekiler
cetvel olarak kullanilan standart markér ADNA Hind Ill / Eco Rl ‘den 3 pl alinarak jelin ilk cebine
yikleme yapiidiktan sonra, elektroforez islemi 100 V'da markor boya jelin son 0,5 cm.sine

gelinceye kadar strdUrtlmustar.

Sekil 3.2.2.7.1. ADNA Hind lll / EcoR |



3.2.2.8. Ethidium Bromide ile Boyama

Elektroforez igleminden sonra agaroz jelde DNA'nin gorinir hale getirilip
degerlendiriimesi icin jel, U.V. 1sik altinda fluoresans ¢zelliji gésteren ethidium bromide ile
boyanmigtir. Bu boya DNA'nin bazlari arasina interkalasyon yapabilen dlziemsel yapili
halkasal bir grup igerir ve DNA tarafindan toplanan 254nm daiga boyundaki ultraviyole 1sig,
boya moiekdlierine aktarir. DNA'ya bagii boyanin kendisi de, 302 ile 366nm arasindaki isinlari
absorblar. Cevreye yaylan enerji, gérunur 1sik bélgesindeki (590nm dalga boyunda) kirmizi-
turuncu 1giktir. Ethidium bromide stok ¢ozeltisi konsantrasyonu 10 mg/mi olacak sekiide
hazirlanmis, jel 10ul/ml Ethidium bromr igeren su iginde 30 dakika boyunca calkalanmistrr,
ardindan fazla boyay uzaklastirmak icin jel 15 dakika saf suda yikanmigtir.

3.2.2.9. Fotograf GCekimi

Son olarak, jelde olugan bantlar U.V. isik altinda gézlenmis ve polaroid 667 film
kullanilan fotograf makinastyla jelin fotografi cekiimistir

3.2.2.10. Bantlarin Degerlendirilmesi

Bantlardan cesitler arasindaki, genetik yakinhigin ve polimorfizm, monomorfizm
oranlarinin hesaplanmasinda yararlaniimistir.

UV 1sik altinda incelenen jelde cesitierin bant desenlerine bakilarak, bantlarin olup
olmamasina gbre, (olanlarin var “1”; olmayanlarin yok “0” olarak) veri haline getirilen bantlar
Jump istatistik bilgisayar programi ile degerlendirilerek, cesitlere ait dendogramlar eide
edilmistir.

Cesitler arasindaki polimorfizm ve monomorfizm oranlari Nei ve Li (1979)a goére

asagida belirtilen formul ile hesaplanmistir.

F=2 My/M+My

F: benzerlik orani

Myy: Iki gesit arasindaki ortak bant sayisi
M, : Birinci gesidin toplam bant sayisi
M, : Ikinci gesidin toplam bant sayst
1-F: Polimorfizm orani
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4. BULGULAR

Arastirmada 10 baz uzuniugunda 20 farkl primer kuilaniimis buniardan 6 primerde

bantlar degerlendirilebilir oiarak gézlenmistir.
OPA-02 primeri kullanilarak ortaya gtkan RAPD sonuglari Sekil 4.1'de gérilmektedir.

] 2 3 4 5 6

mark6r

Sekil 4.1. OPA-02 primeri kullanilarak elde edilen RAPD profilleri S: Standart
markor, 1: Ege 88, 2: Yavaros, 3: Gediz 75, 4. Ege 88 X T. dicoccoides, 5: Yavaros X
T.dicoccoides, 6: Gediz 75 X T. dicoccoides, 7: T. dicoccoides

Cizelge 4.1. Cesitleri uygulanan OPA-02 primeri ile verdikieri bant sayisi

Ege 88 X || Yavaros X || Gediz 75 X
Ege 88 Yavaros Gediz 75 . T.dicoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoidas T.dicoccoides

OPA-02 6 5 5 5 5 5 5

OPA-02 primeri ile Ege 88 gesidinde 6 bant, Yavaros, Gediz 75 gegitlerinde ve Ege 88
X T. dicoccoides, Yavaros X T. dicoccoides, Gediz 75 X T.dicoccoides melezlerinde 5 bant
gtzlenmigtir. Ayn sayida bant veren Yavaros, Gediz 75 gesitleri ve Ege 88 X T. dicoccoides,
Yavaros X T. dicoccoides, Gediz 75 X T. dicoccoides melezierinin bant desenlerinin ayni oldugu

gozlenmistir.




OPA-04 primerinin kullaniimasi ile genotiplerin olusturdugu bant desenleri Sekil 4.2.’de

goérilmektedir.

5,148
4,268
3,530

2,027
1,904 3

1,584
1375

947
831

564

markdr 1

g

Sekil 4.2. OPA-04 primeri kullanilarak elde edilen RAPD profilleri S: Standart
markdr, 1: Ege 88, 2: Yavaros, 3: Gediz 75, 4: Ege 88 X T. dicoccoides, 5: Yavaros X
T.dicoccoides, 6: Gediz 75 X T. dicoccoides, 7: T. dicoccoides

Gizelge 4.2. Gesitleri uygulanan OPA-04 primeri ile verdikieri bant sayisi

Ege 88 X |{ Yavaros X i Gediz 75 X
Ege 88 Yavaros Gediz 75 T.dicoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoides T.dicoccoides
OPA-04 11 6 4 3 3 4 0

Gahsmada kullanilan 6 primerden en fazla sayida bant deseni veren primer olan OPA-
04 primeri ile Ege 88 ¢esidinde 11, Yavaros ¢esidinde 6, Gediz 75 ¢esidi ve Gediz 75 X T.
dicoccoides melezinde 4, Ege 88 X T. dicoccoides, Yavaros X T. dicoccoides melezlerinde 3
bant gézlenmigtir. Ayni sayida bant veren Ege 88 X T. dicoccoides, Yavaros X T. dicoccoides
melezierinin bant desenleri de ayni bulunmustur. Bant sayiiari ayni olan dijer cesit ve

melezlerin ise bant desenlerinin birbirlerinden farkh oldugu gézlenmistir.




goralmektedir.
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OPA-06 primerinin kullaniimasi ile genotiplerin olusturdugu bant desenieri Sekil 4.3.'de

5,148
4268 §
3,530 |

2,027 g
1,904 §
1,584 O

1375 K

947 EES

831

564 .

markér 1

Sekil 4.3. OPA-06 primeri kullanilarak elde edilen RAPD profilleri S: Standart
markér, 1: Ege 88, 2: Yavaros, 3: Gediz 75, 4: Ege 88 X T. dicoccoides, 5: Yavaros X
T.dicoccoides, 6: Gediz 75 X T. dicoccoides, 7: T. dicoccoides

Cizelge 4.3. Cesitleri uygulanan OPA-06 primeri ile verdikleri bant sayisi

[ Ege 88 X || Yavaros X || Gediz 75 X
Ege 88 Yavaros Gediz 75 . . T.dicoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoides- || T.dicoccoides
OPA-06 5 6 5 3 7 5 0]

OPA-06 primeri ile Yavaros X T. dicoccoides melezi 7, Yavaros gesidi 6, Ege 88, Gediz

75 cesitleri ve Gediz 75 X T. dicoccoides melezleri 5, Ege 88 X T. dicoccoides melezi 3 bant
vermigtir. Ayni sayida bant veren Ege 88 , Gediz 75 cesitleri, Gediz 75 X T. dicoccoides
melezleri ayni bant desenleri verirken, difer cesit ve melzlerin ise bant desenlerinin

birbirlerinden farkl oldugu gézlenmistir.
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OPB-03 primerinin kullaniimasi ile genotiplerin olusturdugu bant desenieri Sekil 4.4.'de

goériimektedir.

nark6r123456 7

Sekil 4.4. OPB-03 primeri kullanilarak elde edilen RAPD profilleri S: Standart
markor, 1: Ege 88, 2: Yavaros, 3: Gediz 75, 4: Ege 88 X T. dicoccoides, 5: Yavaros X
T.dicoccoides, 6: Gediz 75 X T. dicoccoides, 7: T. dicoccoides

Cizelge 4.4. Gesitleri uygulanan OPB-03 primeri ile verdikleri bant sayisi

Ege 88 X || Yavaros X || Gediz 75 X
Ege 88 Yavaros Gediz 75 . . ) T.dicoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoides T.dicoccoides

OPB-03 7 7 7 7 9 . 9 9

OPB-03 primeri ile Yavaros X T. dicoccoides, Gediz 75 X T. dicoccoides melezleri ve
T. dicoccoides ¢esidi 9, Yavaros, Gediz 75 gegitleri ve Ege 88 X T. dicoccoides melezleri 7 bant
vermiglerdir. Ayni sayida bant veren Yavaros X T. dicoccoides, Gediz 75 X T. dicoccoides
melezleri ile T. dicoccoides gesidinin birbirlerine benzer ve ayrica Yavaros, Gediz 75 gesitleri ile
Ege 88 X T. dicoccoides melezinin de birbirlerine benzer bant desenleri verdikleri, Yavaros X
T.dicoccoides melezinin ise diger gesitlerden farkii bant deseni verdigi gézlenmistir.




gorilmektedir.
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OPB-04 primerinin kullaniimasi ile genotiplerin olusturdugu bant desenleri Sekil 4.5.'de

7 6 5 4 3 2 1

5,148

4,268
3,530

2027
1,904

1,375

947

831

564

markor

Sekil 4.5. OPB-04 primeri kullanilarak elde edilen RAPD profilleri S: Standart
markor, 1: Ege 88, 2: Yavaros, 3: Gediz 75, 4: Ege 88 X T. dicoccoides, 5: Yavaros X
T.dicoccoides, 6: Gediz 75 X T. dicoccoides, 7: T. dicoccoides

Cizelge 4.5. Cegsitleri uygulanan OPB-04 primeri ile verdikieri bant sayisi

Ege 88 X || Yavaros X || Gediz 75 X
Ege 88 Yavaros Gediz 75 ] T.dlcoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoides T.dicoccoides
OPB-04 3 3 6 6 3 6 6

OPB-04 primeri ile Gediz 75, T. dicoccoides gesitleri ile Ege 88 X T. dicoccoides, Gediz

75 X T. dicoccoides melezlerinin benzer 6 bant deseni, Ege 88, Yavaros ¢esitleri ile Yavaros X

T.dicoccoides melezinin de benzer 3 bant deseni verdigi gézlenmistir.
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OPB-05 primerinin kullaniimasi ile genotiplerin olusturdugu bant desenleri Sekil 4.6.'da

goriimektedir.

2,027
1,904

1,584
1,375

947
831

mkor 7 6 5 4 3 2 1
Sekil 4.6. OPB-05 primeri kullanilarak elde edilen RAPD profilleri S: Standart
markér, 1: Ege 88, 2: Yavaros, 3: Gediz 75, 4. Ege 88 X T. dicoccoides, 5: Yavaros X

T.dicoccoides, 6. Gediz 75 X T. dicoccoides, 7: T. dicoccoides

Cizelge 4.6. Gesitleri uygulanan OPB-05 primeri ile verdikleri bant sayisi

Ege 88 X || Yavaros X || Gediz 75 X .
Ege 88 Yavaros Gediz 756 T.dicoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoides T.dicoccoides
OPB-05 4 5 6 5 5 5 4

OPB-05 primeri ile Yavaros, Gediz 75 ¢esitlerinde, Ege 88 X T. dicoccoides, Yavaros X
T. dicoccoides, Gediz 75 X T. dicoccoides melezlerinde 6 bant, Ege 88, T. dicoccoides
cesitlerinde 4 bant gézlenmistir. Bunlardan ayni sayida bant deseni veren Yavaros gesidi, Ege
88 X T. dicoccoides, Yavaros X T. dicoccoides, Gediz 75 X T. dicoccoides melezlerinin bant
desenlerinin de ayni oldugu goézlenmistir. Ayni sayida bant veren Gediz 75 gesidinin ise bant
deseninin farkl oldugu gézienmistir. Dérder desen veren Ege 88 ve T. dicoccoides gesitlerinin

bant desenlerinin farkli oldugu gézlenmistir.
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RAPD analizi sonucunda deferlendirmeye alinan 6 primer toplam 48 adet bant
vermistir. Bu bantlardan 31 adedi polimorfik, 17 adedi monomorfik bantlardir.
Ortalamalar alinarak degerlendirildijinde; ortalama polimorfik bant sayist 5,16,
ortalama monomorfik bant sayisi 2,83 olarak hesaplanmisgtir.
Primerler degerlendirildiginde; en fazla polimorfik bant veren primer OPA-04, en az
polimorfik bant veren primer OPA-02; en fazla monomorfik bant veren primer OPB-03, en az

monomorfik bant veren primerlerin ise OPB-04 ve OPB-05 oldugu gozlenmistir.
Bant desenlerinde yaralanilarak Nei ve Li (1979) a gére hesaplanan polimorfizm ve

monomorfizm oranlan Cizelge 4.7 de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.7. Genotiplere ait DNA bakimindan benzerlik ve farkhilik oranlan

Cesitler Ege 88 Yavaros || Gediz 75 Ege 88 X Yavaros X Gediz75 X
T. dicoccoides || T.dicoccoides || T. dicoccoides
Yavaros B=0,92
F=0,07
Gediz 75 B=0,84 B=0,90
F=0,17 F=0,10
Ege 88X B=0,79 B=0,83 B=0,92
T.dicoccoides | F=0,21 F=0,17 F=0,08
Yavaros X B=0,83 B=0,89 B=0,85 B=0,84
T. dicoccoides F=0,17 F=0,12 F=0,15 F=0,15
Gediz?75 X B=0,78 B=0,80 B=0,81 B=0,82 B=0,74
T. dicoccoides F=021 F=0,20 F=0,19 F=0,17 F=0,26
T. dicoccoides || B=0,68 B=0,56 B= 0,61 B=0,60 B= 0,52 B=0,62
F=0,32 F=043 F=0,39 F=0,40 F=048 F=0,38

B= Benzerlik F= Farkhiik
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Aragtirmada kullaniian gesitlerin sonug veren primerierle, verdikleri bant sayilan (Cizeige 4.8.).

Gizelge 4.8. Gegitlerin uygulanan primerierie verdikleri bant sayiiar

Ege88 | Yavaros | Gediz7s | -3¢ 08 X |Yavaros X | Gedz 75 X T dicoccoides
T.dicoccoides T.dicoccoides T.dicoccoides
OPA-02 6 5 5 5 5 5 5
| opa-04 11 6 4 3 3 4 0
| OPA-06 5 6 5 3 7 5 0
OoPB-03 7 7 7 7 9 9 9
| OPB-04 3 3 6 6 3 6 6
OPB-05 4 5 6 5 5 5 4

Cesitlerin olusturduklan bant desenlerine bakilarak bantlarin olup olmamasina gtre,

olanlarin “1”, oimayaniarin “0” olarak degeriendirildigi Jump istatistik bilgisayar programinda

degerlendiriimeleri yapilarak, aralarindaki genetik iligkileri aciklayan dendrogramlar eide

edilmistir. Daha agiklayici olacagd: digiincesi ile ebeveyn ve doller arasindaki genetik iligkileri

aciklayan dendrogramlar her ebeveyn ve dél igin ayr ayri veriimistir.

Ege 88 Cesidi Cluster Sonucu: Ege 88 X T. dicoccoides melezlemesinde melez dél

(F4) ve T. dicoccoides ebeveyni genetik olarak yakin grubu olusturmustur (Cizelge 4.9.).

Gizelge 4.9. Ege 88 Cesidi Cluster Sonucu

Hierarchicat Clustering, Methed = Ward

-

(Clustering History

Number of Clusters Distance Leader ’ Joiner

2 4,0620192023 Ege 88 X T.dicoccoides T.dicoccoides
1 5,7879184514 Ege 88 Ege 88 X T.dicoccoides

\Dendrogram |

= Ege 88 <

= Ege 88 X T.dicoccoides ::l—___l'—
» T.dicoccoides
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Yavaros Gesidi Cluster Sonucu: Yavaros X T. dicoccoides melezlemesindeki Yavaros
ve F, déigenerasyonu ayni grup iginde yer almig, T. dicoccoides ebeveyni ile ise ikinci derece
genetik yakinhk gostermistir (Cizelge 4.10.).

Gizelge 4.10. Yavaros ¢esidi Cluster sonucu

Hierarchical Clustering, Method = Ward
Clustering History )
Number of Clusters Distance Leader Joiner
2 3,4641016151 Yavaros  Yavaros X T.dicoccoides
1 5,8309518948 Yavaros  T.dicoccoides

’Dendrogram

» Yavaros

» Yavaros X T.dicoccoides ::l—__‘__—
= T.dicoccoides

Gediz 75 Cluster Sonucu: Gediz 75 X T. dicoccoides melezlemesi sonucu olugturulan
dendrogramda Gediz 75 ve F, generasyonu ayni grup icinde yer almig, T. dicoccoides
ebeveyni ise ikinci derecede genetik yakinlik géstermigtir. Bu sonu¢ Yavaros X T. dicoccoides
melezi ile ebeveynleri arasindaki sonucuna benzerdir (Cizelge 4.11.). ‘

Gizelge 4.11. Gediz 75 ¢esidi Cluster sonucu

Hierarchical Clustering, Method = Ward
( Clustering History
Number of Clusters Distance Leader Joiner
2 3,2403703492 Gediz75 . Gediz 75 X T.dicoccoides
1 4,8476798574 Gediz75  T.dicoccoides

== )
«Gediz 75

« Gediz 75 X T.dicoccoides _——:I'_—_—‘______
» T.dicoccoides

P
Vv
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Tiim Cesitlerin Birlikte Cluster Sonucu: Tum cesitlerin birlikte degerlendirildigi
Cluster sonucunda T. dicoccoides gesidi tim cesit ve melezlerden en uzak, Ege 88 cesidinin ise
ikinci derece uzak oldugu gozlenmigtir. Yavaros cesidi ile Yavaros X T. dicoccoides melezi gine
yakin bir grup olusturmustur. Gediz 75 ¢esidi ile Ege 88 X 7. dicoccoides melezi aym grup
icinde yer almigtir. Gediz 75 X T. dicoccoides melezinin bu gruba katildifi gorilmektedir
(Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. Tiim cegitlerin birlikte Cluster sonucu

Hierarchical Clustering, Method = Ward
Clustering History
Number of Clusters Distance Leader Joiner
6  3,0740852208 Gediz756  Ege 88 X T.dicoccoides
5  4,2524502741 Gediz75  Gediz 75 X T.dicoccoides
4  4,4665422868 Yavaros Yavaros X T.dicoccoides
3 5,5602757725 Yavaros Gediz 75
2 6,8313005108 Ege 88 Yavaros
1 7,8059806132 Ege 88 T.dicoccoides
{— N
Dendrogram
Ege 88 i
» Yavaros ]
= Yavaros X T.dicoccoides 1
= Gediz 75
= Ege 88 X T.dicoccoides E———]____ I
= Gediz 75 X T.dicoccoides
» T.dicoccoides
/——/
J
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu galigmada T. dicoccoides ile durum bugday melez déllerinin ve ebeveynlerin genetik
yapist RAPD markoérleri aracihd ile analiz edilmigtir. RAPD analizi sonucunda degerlendirilebilir
bantlar veren 6 primer genetik polimorfizmi saptamada ve genotiplerin tanimlanmasinda bagarili
ve etkin olmustur. Elde edilen bant desenlerinden yararlanilarak olugturulan dendrogramlar ile
incelenen makarnalik bugday gesitlerinin 7. dicoccoides’ in genetik uzakliklar belirlenmigtir.

Kullanilan 22 farkli primerden 6 tanesi; OPA-02, OPA-04, OPA-06, OPB-03, OPB-04,
OPB-05 degerlendirilebilir toplam 48 adet bant vermiglerdir ve bu bantlardan 31 adedi
polimorfik, 17 adedi monomorfik bantlardir. Bu bantlardan en ¢ok bant veren primer OPB-03,
en az bant veren primerlerin ise OPA-04 ve OPA-06 oldugu, en fazla polimorfik bant veren
primer OPA-04, en az polimorfik bant veren primer OPA-02; en fazla monomorfik bant veren
primer OPB-03, en az monomorfik bant veren primerlerin ise OPB-04 ve OPB-05 oldugu
sonucuna ulagiimigtir. Ortalamalar alinarak degerlendirildiginde, ortalama polimorfik bant sayisi
5,16; ortalama monomorfik bant sayist 2,83 olarak hesaplanmistir.

Elde edilen sonuglara gére Ege 88, Yavaros, Gediz 75 gesitleri arasinda genetik
benzerlikler yiksek degerler gdstermistir (Yavaros - Ege 88: 0,92, Yavaros - Gediz 75: 0,90,
Gediz 75 — Ege 88: 0,84). Bu gesitler kbken olarak CIMMYT kurulusu ile isbirli§i ¢ercevesinde
temin edilen Meksika kokenli materyalden geligtiriimis olan ¢esitlerdir, bu nedenle teorik olarak
benzer sekanslan igcermeleri beklenebilir. Nitekim Cizelge 4.1’ de goéraldagu gibi en ytksek
genetik benzerlikler kilttir ebeveyn genotiplerini kapsamaktadir.

Melez déller ise ebeveynler ve difer melez déller ile ortalama olarak 0,82 diizeyinde bir
benzerlik gostermektedir. Buna karsin, genetik koken olarak en uzak genetik yapi iceren
T. dicoccoides ise, kiltir ebeveynleri ve melez déller ile 0,52-0,68 arasinda varyasyon gosteren
dusuk bir benzerlik gdstermektedir.

Diger taraftan Cluster analizi sonuglarinin degerlendiriimesinde de T.dicoccoides diger
ktltur ebeveynleri ve melez déllerinden ayn bir grup olusturmustur (Cizelge 4.8.).

Cluster analizinde beklenmedik bir bulgu Ege 88 X T.dicoccoides ile ilgili Clusterda
izZlenmektedir. Ege 88 X T. dicoccoides F, dbli Gediz 75 ile yakin bir genetik grup
olugturmustur. Yukarida belirtildigi gibi Ege 88 ve Gediz 75 Meksika kokenli genetik benzer
¢esitler oldugundan ortak bir DNA fragmentinin F4 dolinde yer almig olmasi ve PCR igleminde
tesaduf olarak bu fragmentin amplifiye edilmig olmasi mtimkandar. Béyle bir durum Ege 88 X
T. dicoccoides ddluntin Gediz 75 gesidi ile aynm grup iginde degerlendiriimesine neden olmus
olabilir.

Autogam trler, 1slah gesitleri ve kendilenmig hatlar homojendir. Saf hatlarin bireyleri ise
buyok Olgtde identik sekanslar igerir ve aym bant desenini verirler. BlytGk olgtide repetitif
sekanslar iceren ise gogunlukla zengin bir polimorfizm gosterirler. Ornegin arpa genomunun
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Allogam bitkilerde de genig bir DNA polimorfizmi gérmek mumkundar. Ornegin musir bitkisinde,
yabanci dollenen bir tir olmasinin yaninda genomunda transpozon igcermesi nedeniyle 6zellikle
yuksek bir polimorfizm gorular, ancak 6rnegin, domates, soya gibi birgok autogam bitki (kendi
kendine dollenen) tarlerinde oldugu gibi bugjdayda da dustk dizeyde polimorfizme
rastlanmaktadir (Linnert 1997).

Butiin bu nedenlerle bugdayda polimorfizmin ayrintiianmasi ve belirlenmesi icin daha
cok sayida primer kullaniimasi gerektigi sdylenebilir.

Bu ¢alisma cergevesinde kullanilan primerler Ege 88 X T.dicoccoides melezi ile ilgili
degerlendirmelerde yetersiz kalmig olabilir. Diger taraftan elde edilen genetik benzerlikler ve
Cluster analizi sonuclarn gahigmada kullamlan materyal ile ilgili ve islah ¢alismalarinda
degerlendirilebilecek sonuglar vermigtir.

Sonug olarak bu galigma gergevesinde ele alinan ebeveynler ve melez dbller ile iigili
genetik analizler, RAPD markérleri aracihdiyla yapiimig, genetik benzerlikler ve Cluster
analizleri bazinda genotipler ile ilgili genetik bilgiler irdelenmigtir. Melez déller agisinda ele
alinan F, dol generasyonu, 6nemli élgtide duruimug hat nitelijinde oldugundan ebeveynler ile
ilgili kiyaslamalarda gok belirgin farkliikiar géstermemigtir. Ancak Ege 88 x T. dicoccoides
melez dblunde oldugu gibi bazi durumiarda T. dicoccoides ebeveyninin genetik etkisi F, dol
generasyonunda belirgin olarak izlenebilmistir (Cizelge 4.9.).
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