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OZET

Bu c¢aligmada Tiirkiye’de yetisen dokuz yerel emmer bugday [Triticum turgidum L.
ssp. dicoccon (Schrank) Thell] popiilasyonu basit dizi tekrarlar1 (SSR) yontemiyle
arastirlldi. Calismada kullanilan tohumlar Ege Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii
Miidiirliigii’nden temin edildi. Bu c¢alismada kullanilan dokuz SSR primeri
uzunluklar1 57-376 b¢ arasinda degisen ve %100 polimorfik toplam 497 alel iiretti.
Elde edilen SSR verileri genetik veri analizi yazilim programi olan POPGENE (1.32
versiyonu) ile analiz edildi. Lokus diizeyindeki genetik veri analizlerine gore
ortalama lokus basina diisen alel sayis1 (n,), etkili alel sayis1 (Nes), genetik cesitlilik
degeri (He) ve Nei’nin genetik cesitlilik degerleri sirasiyla 40,89, 13, 0,9 and 0,89
olarak belirlendi. En yiiksek ortalama alel sayisi, etkili alel sayisi, genetik gesitlilik
ve Nei’Nin genetik gesitlilik degerleri sirasiyla ny = 50 (X-gwm-186 igin), n. = 26.08
(X-gwm-312 i¢in), He = 0.97 (X-gwm-312 i¢in) and Nei’s He = 0.96 (X-gwm-312
i¢in) olarak hesaplandi. En diisiik ortalama alel sayisi, etkili alel sayisi, genetik
cesitlilik ve Nei’nin genetik gesitlilik degerleri sirasiyla n, = 30 (X-gwm-408 igin), ne
= 3,45 (X-gwm-577 igin), He = 0,71 (X-gwm-577 igin) and Nei’s He =0,71 (X-gwm-
577 igin) olarak hesaplandi. Gozlenen en yiiksek genetik ¢esitlilik Heq, = 0,24 ile H
populasyonunda tespit edilirken gozlenen en diisiik genetik ¢esitlilik Hegp, = 0,08 ile
L populasyonunda tespit edildi. Beklenen en yiiksek genetik gesitlilik Heexp. = 0,92
ile L populasyonunda gozlenirken beklenen en diisiik genetik ¢esitlilik Heexp = 0,76

ile H populasyonunda tespit edildi. Populasyonlar arasinda genetik farklilasma ve



gen akigi degerleri sirasiyla Fst = 0,15 ve Ny, = 1,41 olarak hesaplandi. Populasyon
icindeki genetik varyasyon %85 iken populasyonlar arasinda %15°tir. En yiiksek
genetik uzaklik B ve L populasyonlar1 arasinda D = 0,69 olarak gozlenirken, en
diisiik genetik uzaklik B ve M ile M ve N arasinda D = 0,46 olarak gozlendi.
Populasyonlar arasindaki genetik uzakliga gére UPGMA yontemiyle bir dendrogram
olusturuldu. Dendrogramda populasyonlar iki ana gruba ayrildi. L populasyonu tek
basina bir ana grupta kiimelenirken populasyonlarin geri kalani ikinci grupta
kiimelendi. SSR marker sistemi T. dicoccon populasyonlari arasinda genetik
cesitliligi verimli sekilde belirledi ve farkli populasyonlart birbirinden basarili
sekilde ayirt etti. Bu ¢alismanin sonuglarina gore SSR marker sisteminin populasyon
genetigi analizlerinde genetik c¢esitliligi ve populasyon yapisini belirlemede

kullanilabilecegi onerilmektedir.

Anahtar kelimeler : Triticum turgidum L. ssp. dicoccon, SSR, genetik ¢esitlilik

genetik farklilagsma
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ABSTRACT

Genetic diversity among nine emmer wheat [Triticum turgidum L. ssp. dicoccon
(Schrank) Thell] landraces populations, grown in Turkey was screened by simple
sequence repeats (SSR) technique. The seed samples, used in this study were
provided by Aegean Agricultural Research Institute Izmir. Nine SSR primers, used in
this study, produced 497 alleles, which ranged 57-376 bp and were 100 %
polymorphic. The SSR data obtained was analyzed using POPGENE (version 1.32)
genetic data analysis software program. Genetic diversity data at locus level, mean
number of allele per locus (n,), effective allele (nes), value of genetic diversity (He)
and value of Nei’s genetic diversity were determined as 40.89, 13, 0.9 and 0.89
respectively. The mean number of alleles, effective alleles, value of genetic diversity
and value of Nei’s genetic diversity were calculated as n, = 50 (for X-gwm-186), ne
= 26.08 (for X-gwm-312), H. = 0.97 (for X-gwm-312) and Nei’s He = 0.96 (for X-
gwm-312) respectively. The lowest mean number of allele, effective allele, value of
genetic diversity and value of Nei’s genetic diversity were detected as n, = 30 (for X-
gwm-408), ne = 3.45 (for X-gwm-577), He = 0.71 (for X-gwm-577) and Nei’s He
=0.71 (for X-gwm-577) respectively. The highest observed genetic diversity was
detected as Heyp, = 0.24 in population H, while the lowest observed genetic diversity
was detected as Heqp, = 0.08 in population L. The highest expected genetic diversity
was observed as Heep = 0.92 in population L, while the lowest observed genetic
diversity was observed as Heep. = 0.76 in population H. The genetic differentiation

and gene flow between populations were calculated as Fst = 0.15 and N, = 1.41



vii

respectively. Genetic variation within population and between was %85 and %15
respectively. The highest genetic distance was observed as D = 0.69 among
populations B and L, while the lowest genetic distance was observed as D = 0.46
between populations B and M, and N and M. A dendrogram based on genetic
distance between populations was using according to UPGMA (unpaired group
mathematical average) method. That, populations separated into two main groups.
The populations L were clustered alone in one main group, while the rest of the
populations were clustered in the second main group. SSR marker system determined
efficiently the genetic diversity among the T. dicoccon populations and it was
successful to differentiate the different populations from each other. it is concluced
that SSR marker system can be successfully used for population genetics analysis to

investigate genetic diversity and population structure.

Keywords : Triticum turgidum L. ssp. dicoccon, emmer wheat, SSR, genetic

diversity, genetic differentiation
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1. GIRIS

Diinyada en 6nemli kalori ve protein kaynaginin baginda tahillar gelir. Diinya’da kisi
basina alinan giinliik kalori miktarinin %352’sinin proteinlerden %47’sinin de tahil
tirtinlerinden alindig1 bilinmektedir. Tahil liriinlerinin en 6nemlilerinden olan bugday
danesinin uygun beslenme degeri, tasinma, saklanma, kolay yetistirilmesi ve genis
adaptasyon sinirlarindan dolayr uzun yillardan beri ¢ogu iilkenin temel besin

kaynagini olusturmaktadir.

Emmer Bugdayinin Evrimlesme Sireci

Molekiiler genetik ve arkeolojik veriler emmer bugdaymin yabani emmer
bugdayindan verimli hilal bolgesinde 8000 yil dnce evrimlestigini gostermektedir.
Arkeolojik verilere gore kavuzsuz tetraploit bugdaylarin (durum ve rivet) Yakin
Dogu’da ortaya ¢iktigi ve emmer bugdaydan evrimlestigi diisiiniilmektedir. Zohary
ve Hopf (2000)’un RFLP c¢alismalarinin verileri durum bugdaymin emmer

bugdayindan tiiredigi hipotezini destekler niteliktedir.

Emmer bugdayinin Giiney Dogu’da Karacadag’da evrimlestigi 6nceki arastirmacilar
tarafindan rapor edildi (Ozkan ve ark., 2005, Huo ve ark. 2007). Emmer bugday
kiiltiiri Mezopotamya ve bati Anadolu’da milattan 6nce 6000 yillarinda basladi.
Yakin Dogu’da da tarim1 en ¢ok yapilan tahil bugdaydir. Bugiin sadece Etiyopya,
[ran, italya, Transkafkasya, Tiirkiye ve Balkanlarda yapilmaktadir.

Tetraploit bugdaylardan olusan bir bugday koleksiyonu Ozkan ve arkadaslar1 (2002)
tarafindan AFLP marker sistemiyle analiz edildi. Yine, Ozkan ve arkadaslar1 (2005)
tetraploit bugdaylarin evcillesme cografyalarini AFLP marker siStemi ile taradilar.
Ozkan ve arkadaslar1 (2002; 2005) bu iki c¢alismanin sonuglarmnin Triticum
dicoccoides’in iki tane ¢ok farkli genetik taksasinin oldugu hipotezini destekledigini
bildirdiler. Bu taksalardan biri Israil, Suriye, Liibnan ve Urdiin’ii iceren bdlgede
ortaya ¢ikarken digerinin Tiirkiye’nin orta ve dogu bdlgesi ile Iran ve Irak’1 igeren
bolgede ortaya ciktigir ifade edilmektedir. Bu ikinci taksanin biiylik ihtimalle
evcillesmis bugdaylarin gen kaynaginmi olusturdugu belirtilmektedir. Ayrica ek

olarak, Karacadag popiilasyonunun iran-Irak hatlariyla ortak genomik yapilar



gostermesi Karacadag popiilasyonunun evcil genotiplerin muhtemel atasi olabilecegi

tezini destekledigi aciklanmaktadir.

Bugdayin Diinya ve Tiirkive’deki Ekonomik Onemi

Diinyada pek c¢ok iklim ve cografya kosullarina uyum saglamasi, iiretiminin kolay
olmasi, enerji verici ve doyurucu olmasi gibi sebeplerle 6nemli olan bugday, pek ¢ok
tilkede en 6nemli besin kaynagidir. Tiir ve gesitlerine bagli olarak ekmek ¢esitleri
basta olmak iizere makarna, bulgur, eriste, biskiivi, kraker, gofret, kek, simit, pogaca,
kahvaltilik gevrekler, cerez gidalar, nisasta, vital gluten ve nisasta bazli sekerler gibi

bir¢ok tiiketim maddesinin liretiminde ham madde olarak kullanilmaktadir.

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde halkin temel besin kaynaklar1 arasinda ekmekten
sonra gelen en onemli gida maddesi makarnadir. Makarna yapiminda da Triticum
durum tiiriine giren bugdaylar ham madde olarak kullanilmaktadir (Basgiftgi ve
Kinaci, 2013).

Ulke niifusumuzun hizla artmas: sebebiyle beslenme sorunlarinin ¢éziimiinde, simrh
olan tarim alanlarimizdaki bitkisel tiretimin verimliligini artirmak biiyiik 6nem
tasimaktadir. Kuskusuz iilke insanimizin beslenmesinde en ©On sirada gelen
bitkilerden en 6nemlisi bugdaydir. Bugday iiriiniinden elde edilen pek ¢ok besin
maddesi insan beslenmesinde; bugday bitkisinin saplari ise kagit-karton gibi gesitli
sanayi kollarinda ve hayvan beslenmesinde kullaniimaktadir. Bu sebeple gerek
Diinya’ da ve gerekse iilkemizde 6zellikle bugday iiretiminde herhangi bir sebeple
azalma oldugunda gerek ekmek fiyatlari veya gerekse bugdaydan yapilan gida
maddelerinin fiyatlar: yiikseldiginden herkesi dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle
her tilke i¢in bugday iiretimi agisindan yeterli olmak ve stoklarinda yeterince bugday
iiriinii bulundurmak stratejik bir onem tasimaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) 2014 verilerine gore iilkemizde de beslenmede yogun olarak kullanilan
bugday, Tirkiye'de 79 192 084 dekar (d) ekim alanina, 19 milyon ton'luk iiretime ve
240 kg/d civarinda verime sahiptir. Birim alandan elde edilen verim diinya

ortalamasiin altinda bulunmaktadir.



Yine 2014 TUIK verilerine gore bugday tahillar arasinda 79 192 084 dekarlik ekim
alan1 ve 19 milyon tonluk tiretimi ile tahillar arasinda 6ncelikli {irtin olma 6zelligini
korumaktadir. Bugday arpa, musir, aygicegi, pamuk, sekerpancar1 gibi iiriinler takip
etmektedir.

Tirkiye 2013 yili un sanayi sektor raporuna gore diinyada bugday iiretim

siralamasinda 9. sirada yer almaktadir.

Cizelge 1.1. Diinya bugday iiretimi ve 6nemli tiretici tilkeler (milyon ton)

ULKELER 2005/06  2006/07 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13
AB(27) 122,7 125,1 118 150,7 138,3 136,8 138 133,6
CIN 97,5 108,5 109,3 112,5 115,1 115,2 117,9 593,8
HINDISTAN 68,6 69,4 758 78,6 80,7 80,78 86,79 94,9
ABD 57,2 49,2 55,8 68 60,4 60,1 54,4 61,7
RUSYA 47,7 44,9 49,4 63,8 61,7 41,5 56,2 37,7
AVUSTRALYA 25,2 10,8 13,6 21,4 21,8 279 29,5 22,1
PAKISTAN 21,7 21,7 23,3 21 24 239 24 23,3
KANADA 26,8 253 20,1 28,6 26,8 23,2 253 27,2
TURKIYE 18 17,5 15,5 17 18,5 17,5 18,8 15,5
UKRAYNA 18,7 138 13,9 25,9 20,9 16,8 22,3 15,8
ARJANTIN 12,6 14,5 16,3 8,4 8,8 14,7 14 9,5
KAZAKIiSTAN 11 12,5 16,5 13 16,5 10 22,7 9,8
DiGER 111,8 98,1 93,9 102,2 105,8 101,1 107,8 17,10
DUNYA 620,7 597,5 607,4 685 678,5 652,6 695,5 655,49

Ulkemiz makarnalik bugday gen merkezlerinin oldugu verimli hilal igerisinde yer
almaktadir ve diinyada 6nemli bugday tiretici iilkeleri arasindadir. Ekim alanlarinin
% 54,6’s1 Gliney Dogu Anadolu, %25,4i Orta Anadolu ve % 16,4’1i Kuzey-Bati
Gegit Bolgesinde yer alir. iller bazinda ise Sanliurfa % 25,9 ile birinci Konya % 15,9
ikinci ve Mardin %]11,7 ile iigiincii siradadir. Ozellikle Giiney Dogu Anadolu
Bolgemiz, Diinyada artmasit beklenen makarnalik bugday talebini karsilama

potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.



Bugdayin Genetik Ozellikleri

Bugdayda bulunan temel kromozom sayisinin 7 oldugu Sakamura ve Sax (1922)
tarafindan uzun yillar once saptanmustir. Kiiltiirii yapilan ve yabani bugdaylar

kromozom sayilarina gore ii¢ ana grup altinda toplanabilir.

Cizelge 1.2. Kromozom sayilarina gore bugday tiirleri

Poliploidi Kromozom sayisi
Bugday tiirleri
diizeyi (2n)
Triticum aestivum (ekmeklik bugday) Hekzaploit 42
Triticum durum (makarnalik bugday) Tetraploit 28
Triticum monococcum (kaplica bugdaylari)  Diploit 14

Bugdayin sistematigi

Bugday (Triticum turgidum) bitkisinin taksonomisi;

Alem . Plantae

Sube : Magnoliophyta
Sinif . Liliopsida
Takim : Poales

Familya : Poaceae

Cins : Triticum

Diinyada ve iilkemizde tarimi yapilan bugday tiirlerinin tamamina yakini ekmeklik
ve makarna lretilen bugdaylar grubuna dahildir ve az da olsa diploit gruba ait
cesitlerin de tarimi yapilmaktadir. Tiim diinyadaki bugday iiretiminin % 80-90'in
ekmeklik bugdaylar olusturmaktadir. Triticum aestivum olarak incelenen asil
ekmeklik bugdaylar en fazla iretilip, Triticum compactum adi altinda incelenen
topbas ekmeklik bugdaylarin tarimi ise ¢ok azdir ve giderek de hizli bir sekilde
azalmaktadir. Diinya bugday tariminin % 10-20'1 kadarmi olusturan makarnalik
bugdaylar, olumsuz sartlara kars1 ekmeklik bugdaylardan daha az dayanikhidirlar ve

kaliteli tiriin i¢in 6zel iklim kosullar isterler.



Molekiiler Isaretleyiciler (markorler)

Son 20 -25 yillik siirecte bitki genomuyla ilgili yapilan yogun ¢alismalar bu alanda
bir devrim niteligindedir. Genom analizinde siklikla kullanilan ve faydali sonuglar
veren molekiiler markorler bu devrimin 6nemli araglari olmustur. DNA parmak izi
terimi genomik DNA pargalarini (fragmentlerini) elektroforezle ayirdiktan sonra ¢ok
lokuslu problarin yarattigi barkodu gibi DNA par¢a modellerini tarif etmek igin ilk
kez Alec Jeffrey tarafindan 1985 yilinda kullanildi. Ortaya ¢ikan modeller analiz
edilen bireye 0zgii Ozellikleri tasidigindan DNA parmak izi genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde, genom parmak izinde, genom haritalarinin ¢ikarilmasinda, genlerin
yerlerinin bulunmasinda, genom evriminin analiz edilmesinde, bitki {iretimi ve teshis
koyma gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Ozbek, 2006).

Ideal bir DNA markériiniin tasimasi gereken dzellikleri su sekilde siralanabilir:

(@) Polimorfik diizeyi yiiksek olmali

(b) Kodominant kalitim gostermeli (diploit organizmalarda homozigot ve heterozigot
durumlar belirleyebilmek i¢in)

(¢) Genomda siklikla bulunmali

(d) Secici notr davraniglart olmali  (Organizmanin DNA  sekansinin  ¢evre
kosullarindan veya diizenleme etkinliklerinden etkilenmemesi)

(d) Kolay elde edilmesi

(e) Hizl1 analiz edilebilir olmali

(f) Onemli diizeyde tekrarlanabilir sonuglar vermeli

(9) Laboratuvarlar arasinda veri aktarimi kolay yapilabilmeli

Bu 6zelliklerin tamamina sahip bir markor bulmak oldukga zordur. Fakat yapilacak
caligmanin tiirline ve amacima uygun bu Ozelliklerden birka¢ tanesini tasiyan

herhangi bir markér segilip verimli sonuglar alinabilir (Ozbek, 2006).

Molekiiler markdrlerin ortaya ¢ikmasiyla daha pek ¢ok yeni tip markorler gelistirildi
ve son 20 yil i¢inde taninarak biyoloji biliminde onemli ¢alismalarin yapilmasina

olanak sagladi (Joshi ve ark., 2008).



DNA temelli molekiiler markorler taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik
miithendisligi vb. pek cok alanda kullanildi. Ayrica bu markorler bazi adli vakalarda,
genetik cesitlilik caligmalarinda, DNA parmak izi ¢alismalarinda da kullanilarak
onemli gelismelere yol agt1 (Joshi ve ark., 2000).

Polimeraz zincir reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra DNA markorleri
kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama, harita temelli tarimsal agidan 6nemli
genlerin belirlenmesi, genetik cesitlilik ¢alismalari, filogenetik analizler, markorler

yardimiyla seleksiyon (MAS) ¢aligmalart kolaylagmistir (Joshi ve ark., 2000).

Bitki biyoteknolojisi ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler markor
teknikleri analiz yontemlerine gore siniflandirilarak degerlendirilmistir. Bu markorler
hibridizasyon yontemleri ile tespit edilebilenler (RFLP) ve PCR’a bagli olanlar
(RAPD, AFLP, SSR) olmak tizere iki temel grupta incelenmektedirler (Staub ve ark.,
1996).

Hibridizasyon temelli teknikler

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms)

RFLP ilk kesfedilen ve hibridizasyon temel alinarak kullanilan en yaygin molekiiler
markor teknigidir. DNA polimorfizminin tespitinde siklikla kullanilmaktadir.
Oncelikle ¢alisilan bitkinin DNA’s1 izole edildikten sonra restriksiyon (endoniikleaz)
enzimleriyle kesilen DNA parcalar jel elektoroforezinde yiiriitiiliir. Bu asamadan
sonrasinda nitroseliilloz veya naylon (+) membran iizerine transfer edilir, kimyasal
etiketli problarla eslesmeye (hibridizasyona) tabi tutulur ve c¢alisma sonunda farkli
DNA pargalar1 ortaya ¢ikarilmis olur. RFLP markdrlerinin yiiksek polimorfizme
sahip, kodominant ve tekrarlanabilirligin yiiksek olmasi avantajlarini olustururken,
cok fazla DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve uzun zaman almast bu teknigin
dezavantajini olusturur (Gidik, 2012).



RFLP, popiilasyon ve tiir i¢i genetik g¢esitlilik calismalarinda, filogenetik
calismalarinda, gen haritalamalama caligmalarinda ve gen akisi tespitlerinde siklikla

kullanilmaktadir (Filiz ve Kog, 2011).

PCR temelli teknikler

PCR’1in kesfedilmesinden sonra molekiiler biyoloji c¢alismalari hizla artmis ve
ozellikle de PCR temelli markdr calismalarina ¢ok fazla yeni fikirler eklenmistir.
Canli organizma kullanmadan az miktarda DNA ve enzim kullanilarak gerekli
kimyasallarin (dNTP, tampon c¢ozelti vb.) yardimiyla yapilan DNA ¢ogaltma
islemine PCR denilmektedir (Filiz ve Kog, 2011).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), rastgele niikleotit dizilimine sahip

olan primerlerin kullanilarak DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir.
Bu markor teknigi kullanilarak olusan farkli bant profillerine bakarak DNA

polimorfizmi incelenebilmektedir (Ozsensoy ve Kurar, 2000).

RAPD tekniginde kullanilan primerler hem ileri (forward) hem de ters (reverse)
primer olarak gorev yapar ve ¢ogaltilan pargaciklarin biiyiikliigii genellikle 0,5-5 kb
arasinda degismektedir. Bu teknikle yapilan c¢aligmalar sonucu gdzlenen
polimorfizmin sebebi, primerlerin baglanma bdlgelerinin ¢esitliligi ve buna bagh
olarak olusan farkli uzunluktaki DNA parcaciklaridir (Filiz ve Kog, 2011).

RAPD teknigi dominant 6zellik gosterir. Yiiksek diizeyde polimorfizm gézlenmesi,
basit ve kolay anlasilir olmasi, primer tasariminin kolay olmasi, bu teknigin
avantajlar1 arasindadir. Buna karsin tekrarlanabilirliginin az olmas1 ve bilgilendirme

giiclinlin zayif olmasi1 da dezavantajlarini olusturmaktadir.

RAPD markor tekniginin kesfedilmesinden sonra DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) ve AP-PCR (Arbitrary Primed-Polymerase Chain Reaction) olmak
tizere iki ¢esit RAPD sistemi yontemi gelistirilmistir. AP-PCR’da (Welsh ve
McClelland, 1990), 10-15 niikleotit uzunlugunda tek niikleotit ¢esidi kullanir ve pek



yaygin olmayan bir sistemdir. DAF ise (Caetano-Anolles ve ark., 1991), 5-8
niikleotit uzunlugunda cesitli primerlerin kullanilarak olusan iirlinlerin giimiis nitrat
boyama yapildig1 ve poliakrilamit jel iizerinde yiirttildiigi bir sistemidir (Filiz ve
Kog, 2011).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
AFLP (Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizm) teknigi, RFLP teknigi ile PCR

temelli teknikleri birlestiren bir tekniktir ve restriksiyon enzimleriyle (RE) ile
kesilmis genomik DNA pargalarinin PCR ile ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Bu
teknik DNA’nin enzimle kesilmesi ve oligoniikleotit adaptorlerin baglanmast,
kesilmis bolgelerin PCR ile c¢ogaltilmsi ve son olarak ¢ogaltilan bdlgelerin
poliakrilamid jelde analiz edilmesi esaslarma dayanmaktadir (Ozsensoy ve Kurar,
2000). ilk olarak RE ile kesilen DNA’larin ug bdlgelerine adaptdr ad: verilen sentetik
DNA dizileri baglanmaktadir. Bu islem sonucunda olusan iiriinler segici niikleotit
eklenmis primerler tarafindan cogaltilir. Ilk gogaltim, adaptdre komplementer bir
secici niikleotit ekli primerler tarafidan, son segici gogaltimda ise ii¢ se¢ici niikleotit
ekli primerler tarafindan gerceklestirilir. Cogaltim islemi sonucunda olusan AFLP
parcaciklart poliakrilamit jel iizerinde gozlenir. Bu teknikte tek reaksiyonla 50-100
parcacik olusur ve buda polimorfizm oraninin oldukca yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. Polimorfizm oraninin olduk¢a yiiksek ¢ikmasi, tekrarlanabilirliginin
yiikksek seviyede olmasi, DNA kaynagindan bagimsiz bir sekilde genomun
tamamindaki polimorfizm oraninin belirlenebilmesi, 6z dizi bilgi gerektirmemesi,
tiirler aras1 ve tiir i¢i akrabalik derecelerinin belirlenmesinde etkin rol oynamasindan
dolay1 bitki genetik gesitlilik ¢alismalarinda 6nemli bir yere sahiptir (Filiz ve Kog,
2011).

SSR (Simple Sequence Repeats)

Canli genomunda belirli sayilarda ve c¢ok siklikla tekrarlanan, genomun neresinde
bulundugu ve kag¢ defa tekrarlandig: tiirden tiire degisiklik gosteren dizilere SSR
veya mikrosatellit denir.

Mikrosatellitlerin tekrar motifleri 1-6 bg¢ arasinda degismektedir. Tekrar eden

bolgelere 6zgii 6zel spesifik primerler gelistirilmekle birlikte bu primerler ile PCR



yapilmaktadir. PCR islemi sonunda ousan PCR iiriinleri, elektroforez islemi
yapildiktan sonra giimiis nitrat veya etidyum bromide kullanilarak boyanir ve
polimorfizm aranmaktadir. SSR tekniginin kodominant olmasi ve tekrarlanabilir
Ozellige sahip olmasi en 6nemli avantajin1 olustururken, dizilim analizi ve genom
bilgisine ihtiya¢ duyulmasi dazavantajini olusturmaktadir (Rangwen ve ark., 1995;

Ridout ve Donini, 1999).

Mikrosatellitlerin tekrar sayisinin 100°den az oldugu bilinmektedir. Mikrosatellitler
hem prokaryot hem de Okaryot genomunun herhangi bir bolgesinde
bulunabilmektedir. Basit yapili hiicreler olan prokaryot hiicrelerde mikrosatellitlerin
pek cok fonksiyona sahip oldugu bilinmesine karsin gelismis yapili Okaryot
hiicrelerdeki rolii ise tam olarak bilinmemektedir (Bennett, 2000).

SSR markorler genel olarak iki niikleotitli tekrarlardan (CA)n olusurken bazi
formlarda da farkli sekillerde ( AC, AT, AAC, AAT, CCG vb) bulunabilmektedir.
Bu yontem PCR tekniginin yardimiyla genetik ¢aligmalarinda en cok tercih edilen
markdr sistemidir. Mikrosatellitlerde tekrar dizilerini kusatan DNA dizileri bir tiiriin
bireylerinde aynidir fakat tekrar dizilim sayilar1 bireyler hatta bireylerin homolog
kromozomlar1 arasinda bile farklilik gostermektedir. Ug niikleotit tekrarli SSR
bolgelerinin  polimorfizm oraninin %60 oldugu, iki niikleotit tekrarli SSR
bolgelerinin ise polimorfizm oraninin %100 oldugu belirtilmektedir. Bu teknik canli
genomlarinda yaygin olarak bulunmalari, polimorfizm oranlarimin oldukc¢a yiiksek
seviyede olmasi ve kolay kullanilabilir olmasi1 nedeniyle genetik calismalarinda

tercih ve tavsiye edilen en 6nemli markér sistemlerinden biridir (Ozsensoy ve Kurar,

2000).

Mikrosatellitleri ¢evreleyen bolgelerin dizileri (flanking region) bilindigi takdirde o
bolgelere uygun primerler segilerek (genelde 20-25 b¢ uzunlugunda) PCR ile
cogalim yapilabilmektedir. DNA replikasyonu (DNA’nin kendini eslemesi)
sirasinda meydana gelen dizi atlama, baz eslesmelerinin hatali olmasi ve esit
olamayan parg¢a degisimi gibi olaylar mikrosatellit sayilarinin farkliligina neden olan
temel olaylardir ve jel elektroforeziyle belirlenmektedir. Bu markor sisteminin

dezavantajlar1 arasinda ise mikrosatellit bolgelerinin mutasyon oranlarinin yiiksek
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olmasi nedeniyle primer baglanma boélgelerinde degismeye neden olmakta ve
anlamsiz alellerin olusmasina olanak saglamaktadir. Boylece genotipik ve alel
frekanslarinin yanlis yorumlanmasi bazi tartismalara sebep olmaktadir (Filiz ve Kog,

2011).

Organel mikrosatellitleri

Bitki organel genomlar1 (kloroplast DNA-mitokondriyal DNA) popiilasyon genetigi
calismalar1 ve filogenetik akrabalik iligkilerinin ortaya cikarilmasi caligsmalarinda
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Organel genomu pek c¢ok bitkide anneye bagl
kalitim gostermekte, kloroplast ve mitokondri alelleri ¢ekirdek alellerine gore farkl
bir genetik yap1 sergilemektedir. Cekirdek mikrosatellitleri yanisira, bitki popiilasyon
genetigi, filogenetik ve evrimsel genetik calismalarinda kullanilmak amaciyla
kloroplast mikrosatellit (cpSSR) ve mitokondri mikrosatellit (mtSSR) temelli
markorler gelistirilmektedir. Kloroplast mikrosatellitleri, pek ¢ok bitkide sitoplazmik
varyasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan 6nemli bir tekniktir. Kloroplast
mikrosatellitler, iireme sistemleri c¢alismalari, tlirler arasi1 hibridizasyon
calismalarinda, polen ve tohum yoluyla gen akis oranlarinin tespiti, genetik cesitlilik
belirleme ile ilgili ¢alismalarda, filocografik ¢alismalarda etkili olarak
kullanilmaktadir. Bitkilerdeki mitokondri DNA’sin1 (MtDNA) hayvan hiicrelerindeki
mtDNA ile kiyaslarsak bitki mtDNA’s1 daha karmagik ve biiyliktiir. Bunun yaninda,
dairesel kromozom seklindeki mtDNA molekiiler bir heterojenlik gostermekte ve
yiiksek orandaki reorganizasyon yeteneginden dolay1 bitki filogenetik ¢alismalarinda
cok tercih edilmemektedir. Ozellikle acik tohumlu bitki gruplarinda popiilasyon
farklilagsmalarinin  arastirllmasinda  heterojen  Ozelliklerinden dolay1  ¢okga

kullanilmaktadir.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Enjalbert ve arkadaslari (1999) bugday popiilasyonlarinda alel frekanslarini
karsilagtirmak i¢in RFLP markorlerini kullandilar. Dort farkli bolgede on yildir
yetistirilen iki popiilasyon ve alt1 alt popiilasyonla ¢alisilmistir. Calisma sonucunda
alt popiilasyonlar arasindaki farkliligin 6nemli 6l¢iide biiyiik ¢iktigini agikladilar.
Popiilasyonlarin alel frekanslarindaki gesitlilik beklediklerinden yiiksek ¢ikti. Cikan
bu sonucun popiilasyonlarin gelisim siirecini de etkiledigini yapilan c¢alisma

sonucunda ortaya koydular.

Gupta ve arkadaslar1 (1999) molekiiler markéorlerin bugday yetistiriciligindeki
uygulama alanlar1 hakkinda yaptig1 c¢alismayla bilim diinyasina 6nemli katki
saglamiglardir. Son yillardaki ¢esitlilik calismalari i¢in kullanilan molekiiler
markdrlerin gelismesinin 6nemini vurgulayarak bu molekiiler markdrlerin RFLP,
RAPD, DAF, AFLP ve SSR oldugunu belirtmisler ve bu markorler sayesinde dnemli
caligmalar yapmiglardir. Bugday tohumuna farkl 6zellikler kazandirilmak ve genom
haritasim1 ¢ikarmak i¢in bu markdrlerin uygun oldugunu diisiinen arastiricilar MP-
PCR, ESTs ve SNPs gibi diger baz1 markorlerle galismalarini desteklemistir. Sentetik
tahil genomu, markdr destekli seg¢ilim, markorlerin ispati, tahil yetistiriciligi ile
markorlerin baglantis1 ve tohum yetistirme gibi konulardaki son bilgilerde bu

caligmayla incelendi.

Lii ve arkadaglari (1999) yabani bugday tirii olan T. dicoccoides’te DNA
farklilagsmasini, uyumu ve mikroklimatik stres faktorlerinin etkilerini ortaya
cikarmak amaglandi. Genetik cesitlilik ¢alismas1 T. dicoccoides’in 118 kayith
numunesinde RAPD-PCR yontemiyle analiz edildi. Calismada kullanilan ornekler
Israil’den toplanan &rneklerdir. Calisma alami olarak Quercus ormaninda klimatik
yonden uygun iki bolge tercih edildi. Birinci bolge agaclar arasindaki giineslik
alanlar, ikinci bolge ise agaglar altindaki golgelik alanlardir. Calismada 20
oligontikleotit primer kullanilarak c¢ogaltma islemi yapildi. Calisma sonucunda

golgelik ve giineslik bolgede yetisen Ornekler arasinda genetik olarak tek, ikili ve
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¢oklu lokuslar bulunmustur. Calisma bu DNA polimorfizminin mikroklimatik stres

faktorleriyle baglantili oldugunu kanitlandi.

Szucs ve arkadaglart (2000) T. durum tohumlarinda genetik ¢esitliligi molekiiler
markorler araciligi ile saptadi. T. durum genotipleri arasindaki genetik cesitliligi
ortaya ¢ikarmak i¢cin RFLP ve RAPD markorleri kullanilmistir. RAPD analizi farkl
orijinli yirmi ti¢ kis T. durum genotipleriyle incelendi. Ayn1 zamanda bunlardan besi
RFLP metodu kullanilarak da incelendi. On altt RAPD primerinin sekizi ve kirk yedi
RFLP endoniikleaz kombinasyonun on {igli, bes T. durum genotipi arasinda
polimorfizm gosterdi. RAPD ve RFLP yontemleriyle 0,04-0,14 arasinda degisen
benzerlik degerleri elde edilmistir. Yirmi ti¢ T.durum genotipinin RAPD metodu
kullanilarak yapilan genetik cesitlilik analizi sonucunda on alt1 primerin %87,5’inde
polimorfizm gozlendi. Yapilan calisma RFLP problari ve RAPD primerleri
kullanilarak T.durum genotipleri arasinda onceki ¢alismalara gore daha az genetik
akrabalik oldugunu gostermesi agisindan Onemlidir. Bu sonuglardan T.durum
melezlerine ¢esitli tarimsal 6zelliklerin kazandirilmasinda, haritalama c¢alismalarinda
ve yetistirme programlarinin gelistirilmesinde yararlanilabilir. Ayrica ortaya konulan
sonuglar igslenmis T.durum genotiplerini genetik 6zelliklerinin dikkat ¢ekici olmasini

saglayabilir.

Roder ve arkadaslar1 (2000) Israil ve Amniad’da cesitli ekolojik bolgelerdeki yabani
bugday tiirlerinde mikrosatellit (SSR) kaynakli dogal secilim caligmasiyla biyoloji
alaninda oOnemli gelismelere olanak saglamiglardir. Caligma alani1 olarak
T.dicooccoides’in dogal yetisme alani olan Israil, Galile'nin kuzeyi ve Amniad
bolgeleri kullanilmistir. Bu ekolojik alanlar Kuzey, Valley, Ridge ve Karst olmak
tizere dort habitata boliinmiistiir. Bu habitatlarda dokuz alt bdlgeye ayrilmistir. Bu
bolgeler ekolojik ozellikleri agisindan Onemli farkliliklar gostermektedirler. Bu
farkliliklar; taslarin varligi, ekolojik bdlgenin yiiksekligi veya alcakligi, toprak
ylizeyi, yagmur Oncesi veya yagmur sonrasi topragin nemi gibi 6zelliklerdir. Yapilan
calisma sonucunda dort biiyiik habitat ve dokuz alt habitatta 6nemli genetik
cesitliligin ve varyasyonlarin var oldugunu gostermistir. Karst habitatinda ve alt

habitatlarinda habitat o6zel aleler ve linkaj dengesizligi goézlenmistir. Bu alt
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popiilasyon oldukca yiiksek genetik c¢esitlilik gostermistir. Bu sonuclar; dogal
secilimde c¢oraklik stresinin onemli rol oynadigini kodlama yapmayan dizilerde

sapmalarin olmasina sebep oldugunu gostermistir.

Tsuneo ve arkadaslari (2002) Yakindogudaki yabani bugday tiirlerinin genetik
cesitliliginin AFLP yontemi ile belirlenmesi ¢alismasini yapmiglardir. Calismada bes
tiir kullanilmigtir. Yabani bugday tiirlerinin genetik cesitliligini acgiklayabilmek icin
Yakindogu’ dan orijinlenen Aegilops ve Triticum tiirleri AFLP yontemi ile
cogaltilmistir. Popiilasyon igi ¢esitlilik en az yedi bireyle ¢alisilmistir. Cogaltma
islemi i¢in dort primer kullanilmistir. Calisma sonucunda gozlenen bantlarda
polimorfik olanlar belirlenmistir. Calismada kullanilan bes tiir igerisinde Aegilops
speltoides popiilasyon ici gesitlilik diizeyinin en yiiksek gozlendigi tiirdiir. Ayni
zamanda bu tiirler popiilasyonlar arasinda genetik c¢esitliligin en fazla gozlendigi
tirlerdir. Triticum tiirlerinde ise popiilasyon i¢i ¢esitlilik seviyesi diploit tiirlerde (T.
urartu ve T. boeoticum) en disiik seviyede gozlenirken iki tetraploit tirde (T.
dicoccoides ve T. araraticum) popiilasyon i¢i ¢esitlilik seviyesi yiiksekti. Alinan bu
sonuclar diploit Triticum tiirlerinde gozlemlenen genetik cesitliligin tiirler arasi
cesitliligin temelini olusturdugunu, diger yandan tetraploit Triticum tiirlerinde
gozlenen genetik ¢esitliligin de popiilasyon i¢i ¢esitliliginin temelini olusturdugunu
ortaya koymustur. Yapilan bu g¢alisgmanin sonucu AFLP yodnteminin dogal
popiilasyonlarda yetisen yabani bugday tiirlerindeki genetik c¢esitliligin ortaya
konmas1 ve gen bankalarindaki genetik cesitliligi siirdiirmesine olanak saglamasi

agisindan énemlidir.

Karl ve arkadaslar1 (2005) Umman’da ki yerel hexaploid bugday tiirlerindeki genetik
cesitliligi mikrosatellit (SSR) markoér yontemiyle belirlemeyi amaclamislardir.
Calismada kullanilan Triticum ssp. tiirleri Kuzey Umman’da ki dagdan gelen
geleneksel sulama sistemi yardimiyla yetistirilmistir. Bu ¢alismada mikrosatellit
yontemi kullanilarak yerel bugday tiirlerinin cografi olarak orijinlendigi bolge ile
genetik ¢esitliligi arasinda nasil bir iliski oldugu bulunmak istenmistir. Calismada
kullanilan bugday koleksiyonu yerel bugdaylarin yetistigi yer olan Kuzey Umman
bolgesini kapsamaktadir. Calismada 6 gol bitkisinden total DNA izolasyonu
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yapilmistir. 161 bugdaydan olusan topluluk 35 mikrosatellit kullanilarak ¢alisiimistir.
35 mikrosatellit i¢in toplamda 305 polimorfik bant elde edilmistir. 0,02’den 0,89’a
kadar degisen ve ortalama olarak 0,50 olarak belirlenen 35 mikrosatellit degerlerine
PIC yontemiyle ulasilmistir. En yiiksek degerin Batinah bolgesinde gozlenmesiyle
birlikte 35 mikrosatellit igin ortalama heterozigotluk degeri 9,09 olarak
belirlenmistir. Ortalama spesifik alel sayis1 1,85 olarak belirlenmis ve en yiiksek
deger Dakhilia bolgesinde gozlemlenmistir. Ortalama alel sayist her bolge icin
farklilik gdstermistir. Bu sonuglar biitiin bolgelerdeki alel sayilar1 ile genetik
cesitlilik arasinda korelasyon gostermistir. 35 mikrosatellit icin gozlenen iki deger
arasindaki korelasyon 0,657 olarak bulunmustur. Bunun yan1 sira Batinah, Dahinah,
Dakhilia ve Sharguia materyalleri icin korelasyon degerleri 0,718, 0,706, 0,657 ve
0,651 olarak belirlenmistir. Bu degerler biitiin yerel bugday tiirlerinin birbirleriyle
akraba olduklarini1 gostermektedir. Yerel bugday tiirlerinin ¢ogu bu kiime analizi ile
ayirt edildi. Ancak bazi bugday tiirlerinin ayirt edilmesinde bu calisma yeterli
olmamistir. Yapilan bu ¢aligma Omani’deki yerel bugday tiirlerinin oldukga ytiksek
genetik cesitlilik degerlerine sahip oldugunu ve ayn1 zamanda bu bugday tiirlerinin

tanimlanmasinda mikrosatellitlerin olduk¢a 6nemli oldugunu gosterdi.

Joshi ve arkadaslar1 (2000) yilinda yaptiklart ¢alismada DNA markérlerinin son 20
yil i¢inde biiyiik gelisme gosterdigini ve bu gelismeyle birlikte molekiiler biyoloji
caligmalar1 basta olmak iizere, bitki genom analizi calismalarinda, taksonomi,
fizyoloji, ekoloji, genetik ve bitki yetistirme gibi daha pek ¢ok konularda kullanilarak
biyoloji bilimine biiyiik katkilar sagladigini gosterdi.

Teklu ve arkadaslar1 (2006) Etiyopya’da yetisen tetraploid yerel bugdaylarda genetik
cesitliligi mikrosatellitlerle analiz ettiler. Arastirmacilar ¢calismalarinda Etiyopya’da
yetismis Triticum durum Dasf; T. dicoccon Schrank ve T. turgidum L.’aya ait 141
tetraploit bugday1 29 mikrosatellit kullanarak analiz ettiler. Her bir tiire ait ¢ok sayida
alel ve yiikksek diizeyde polimorfizm elde ettiler. T. dicoccon) ve T. turgidum
bugdaylariyla karsilastirildigi T. durum’un daha yiiksek diizeyde genetik ¢esitlilige
sahip oldugunu gozlediler. (GA), motifine sahip mikrosatellitlerin (GT),

motiflerinden daha ¢ok alele sahip oldugunu tespit ettiler. Tiirlerin sahip olduklari
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ortak aleller analiz edildi ve c¢ok sayida alelin ortak oldugu gozlendi. 29
mikrosatellitin ortalama genetik ¢esitliligi T. durum, T. dicoccon ve T. turgidum i¢in
sirasiyla 0,684, 0,616 ve 0,688 olarak tespit ettiler. Genetik uzaklik T. durum ve T.
turgidum arasinda (0,26) T. durum ve T. dicoccon arasinda (0,34) veya T. turgidum
ve T. dicoccon arasindaki (0,38) uzakliktan daha biiyiiktiir. Ug tiiriin hepsinde alel
sayisi ile genetik ¢esitlilik arasinda 6nemli diizeyde korelasyon buldular. Alel frekans
varyasyonu en yiiksek T. turgidum ve T. dicoccon (%10,6) ve en diisiik T. durum ve
T. turgidum arasinda (%6,86) gozlediler. T. durum, T. dicoccon ve T. turgidum igin
genetik benzerlik katsayilart sirasiyla 0,34, 0,46 ve 0,37 olarak hesaplanmistir.
UPGMA algoritmasimi kullanarak benzerlik matriksine gore ¢izilen dendrogramin

calismadaki gosterilen biitiin aksesyonlari ayirt ettigini ifade edildi.

Teklu ve arkadaslar1 (2007) emmer bugdayinda (T. dicoccon Schrank) SSR
markdrleriyle genetik ¢esitlilikte farklilasmay1 analiz ettiler. 29 SSR markori
kullanarak 11 farkli cografik lokasyondan toplanan 73 emmer bugday
aksesyonlarinda genetik c¢esitliligi arastirdilar. Kullandiklar1 markorlerden her
kromozomu taniyan en az iki markor kullandilar. SSR primerleri toplam 357 farkl
aleli lokus basma ortalama 12,31 ile frettiler. Her primer tarafindan iiretilen
fragmentlerin sayis1 6 (Xgwm 1066) ile 21 (Xgwm 268) arasinda degismekteydi.
Yirmi dokuz primerle genetik ¢esitliligi 0,60 (Xgwm 46) ile 0,9 (Xgwm 655)
arasinda degisen 0,82 ortalama ile buldular. Lokus say1s1 ile genetik ¢esitlilik indeksi
arasinda 6nemli bir korelasyon (r = 0,882; p<0,01) olmasinin cesitliligin yiiksek
gostergesi oldugunu ifade ettiler. On bir cografik lokasyonun i¢inde ve aralarindaki
genetik cesitliligin analizi genetik cesitliligin ¢ogunun bolgelerin iginde ortaya
ciktigini gosterdigini agikladilar. Genetik farklilasma (Gst = 0,27) on bir bolge
icindeki arasindaki genetik varyasyonu gosterdi. Buna gore bdlgelerin igindeki
genetik varyasyon % 75 olurken bolgeler arasindaki genetik varyasyon %27 olarak
tespit edilmistir. Lokus basina en yiiksek alel sayisii (4,80) ile Iran bolgesinde
buldular. Onu Fas (4,10) ve Ermenistan (4,03) takip etti. Aksine daha diisiik ortalama
alel sayis1 (2,83) Yemen bolgesinde tespit edildi. Biitiin bolgelerde ortalama genetik
cesitlilik indeksi 0,60 ortalama ile 0,52 (Slovakya) ve 0,67 (Fas) arasinda
degismekteydi. Multivariate teknikler olan temel bilesenler analizi ve kiimeleme

analizi 73 emmer bugday aksesyonlar1 ve cografik bolgelerin koleksiyonlar1 arasinda
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genetik akrabaligi incelemek icin uyguladilar. Bolgelerin muhtemel 55 c¢iftinin
karsilastirmas1 i¢in genetik uzaklik katsayist 0,82 ortalama ile 0,63 (iran ve
Ermenistan, Giircistan ve Azerbaycan, Giircistan ve Slovakya) ve 0,97 (Fas ve
Yemen, Ispanya ve Giircistan, Tiirkiye ve Iran) arasinda degismekteydi. PCA
sonuclarina gore ilk iki temel bilesen varyasyonu %27 ile agikladi ve Kafkasya
bolgesinde birkag aksesyon harig¢ cografik farklilasma paternini kiimeleme analizi de
gosterdi. Cografik bolgelerin orijinlerin iliskilerine gore emmer bugday hakkinda
bilgi sagladi. Bu bilgi bitkinin gelistirilmesinde, germplasm koruma programlar1 ve

daha ileri arastirmalarda kullanilabilir.

Salem ve arkadaslar1 (2008) T. aestivum L. Bugdayinda genetik ¢esitliligi, morfolojik
karakterleri ve mikrosatellit markorleri kullanarak analiz ettiler. Aragtirmacilar yedi
T. aestivum L. Varyetesinin genetik ¢esitliligini 48 SSR aleli ve dokuz morfolojik
karakter kullanarak DNA diizeyinde degerlendirdiler. Bugday mikrosatellit
markorleri kullanarak 15 kromozom tizerinde bulunan 15 lokusu belirlediler ve her
lokus igin ortalama 3,2 alel ile toplam 48 alel tespit ettiler. Lokus basina 2 ile 7
arasinda degisen sayida alel tespit ettiler ve alelik PIC degeri (polymorphism
information content) degeri ortalama 0,548 degeri ile 0,278 (X-gwm- 95) ve 0,816
(X-gwm-437) arasinda hesapladilar. Sonuglar genotiplerin morfolojik karakterler ve
SSR markoérleri i¢in farklilik gosterdigini acikladilar. Morfolojik karakterlere dayali
ortalama genetik varyasyonu 23,49 (8,51-38,46 araliginda) olarak SSR markoérlerinde
gozlenen genetik cesitlilikten 0,53 (0,42-0,63) daha yiiksek olarak tespit ettiler.
Arastirmacilarin morfolojik karakterlere ve genetik markorlere dayali elde ettikleri
sonuclara gore analiz ettikleri genotiplerin bugday 1slah¢ilarinin pozitif 6zelliklerin
caprazlamasini planlarken ¢ok yararli olacagini ileri siirmektedirler. Mikrosatellit
markorlerinin - genotipleri ayirt etmede ve genetik cesitliligi tahmin etmede
kullanilabilecegini Onermektedir. Genotipler arasindaki genetik benzemezlik
(dissimilarity) degerleri WMS ile elde edilen verilerle hesaplayarak dendrogrami

uretmede kullandilar.

Pagnotta ve arkadaslar1 (2009) italyan emmer bugdaymnmn (T. dicoccon) agronomik,

kalite ve molekiiler karakterizasyon analizini yaptilar. Arazi deneyleri iki lokasyonda

iki yilda (2001/2002-2002/2003) yaptilar. Bu lokasyonlar Italya’min merkezinde
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bulunan Viterbo ve gilineyindeki Faggia idi. Analiz edilen emmer bugdaylarin
agromorfolojik ve molekiiler 6zelliklerin her ikisi i¢in iyi bir oranda genetik

cesitlilige sahip oldugunu agiklandi.

Salunkhe ve arkadaslar1 (2013) Hindistan’da emmer bugdayinda molekiiler genetik
cesitliligi analiz ettiler. Arastirmacilar emmer bugdaymin Hindistan’da hala biiyiik
oranda {retildigini ve geleneksel mutfak iiriinlerinin iiretiminde kullanildigini
acikladilar. Arastirmacilar 28 yerel koleksiyon ve CIMMYT Mexico’dan temin
edilen 20 Hindistan aksesyonu igeren toplam 48 emmer bugday aksesyonunu 14
kromozomun tamamini tarayan 47 SSR markérii ile analiz ettiler. Lokus bagina
ortalama 3,87 alel gozlediler. 52 lokus i¢in toplam 201 alel tespit ettiler. Benzerlik
katsayisint binary veri matriksine gore hesapladilar. Benzerlik katsayisini 0,15 ile
0,98 araliginda buldular. Ancak sonuglar benzerlik diizeyinin yliksek oldugunu
gosterdi. Kiimeleme analizi benzerlik matriksine gére dokuz ayr1 aksesyon ve fi¢
kiimeyi belirledi. Son zamanlarda gelistirilen ticari varyetelerin belirgin sekilde ayri
kiimelendigini tespit ettiler. Analizlere dayali olarak Hindistan emmer bugdaylarinin
cok cesitli olmadigim1 belirlediler. Sonu¢ olarak arastirmacilar Hindistan emmer
bugdaymin cesitliliginin farkli eko-cografik gruplar veya diger bugday tiirlerinden

genetik aktariminin yapilarak gelistirilmesi gerektigini ileri siirdiiler.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu calismada Tirkiye’de yetisen yerel emmer bugday [Triticum turgidum ssp.
dicoccon (Schrank) Thell] populasyonlarinda genetik ¢esitlilik SSR molekiiler
markdrleri ile arastirildi. Calisma icin gerekli olan materyal Ege Tarimsal Arastirma

Enstitiisii’nden temin edildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Tiirkiye’de bulunan emmer bugday [T.turgidum
dicoccon] popiilasyonlarinin  gen bankasi kayit bilgileri ve
poplilasyonlara verilen populasyon kodlar1 (PK)

SN  KayitNo  Botanik ismi il PK
1. TR39643  Triticum turgidum dicoccon Kars B
2. TR 39645  Triticum turgidum dicoccon Kars D
3. TR 39632  Triticum turgidum dicoccon Kars H
4, TR 39642  Triticum turgidum dicoccon Kars |
5. TR 14863  Triticum turgidum dicoccon Samsun K
6. TR55317  Triticum turgidum dicoccon Tirkiye L
7. TR55318  Triticum turgidum dicoccon Tirkiye M
8. TR57986  Triticum turgidum dicoccon Tirkiye N
9. TR61225  Triticum turgidum dicoccon Kastamonu P

Bu caligmada kullanilan ve Tiirkiye’de yetisen dokuz yerel emmer bugday [Triticum
turgidum ssp. dicoccon (Schrank) Thell] popiilasyonun toplandiklar1 lokasyonlar

Harita 3.1°de gosterildi.
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Harita 3.1. Bu ¢alismada kullanilan Tiirkiye’de yetisen dokuz [Triticum turgidum L.
ssp. dicoccon (Schrank) Thell.] popiilasyonun toplandiklari lokasyonlari
gosteren Tiirkiye haritasi

3.2. DNA izolasyon basamaklar:

Bugday vapraklarinin vetistirilmesi

DNA izolasyonunda kullanilan yapraklari yetistirmek ig¢in bugday tohumlar1 petri
kaplarina ekidi. Petri kabinin tabanini kaplayacak sekilde 2 adet kurutma kagidi
yerlestirildi. Yaklagik 20 adet bugday tohumu kurutma kagidinin {izerine yerlestirildi
(Resim 3.1, Resim 3.2). Uzerine bugday tohumlarini 1slatacak miktarda su eklendi ve
petri kabinin kapagi kapatilarak iizerine popiilasyon kodu yazildi. Bugday serin iklim
bitkisi oldugu igin +4°C’ta bir hafta bekletildi. Ornekler 2 giinde bir kontrol edilerek
su ekleme islemi tekrarlandi. Bu islem her popiilasyon i¢in tekrarlandi. Yaklasik bir
haftada ¢imlenmenin gerceklestigi gozlendi (Resim 3.3). Yeterli uzunluga ulasan
¢imler kii¢iik plastik saksilara ekilerek biiyiitiilmesi islemine bu sekilde devam edildi
(Resim 3.4, Resim 3.6). Petrilere ekimi yapilan bazi popiilasyonlarda ¢imlenmenin
gerceklesmedigi gozlendi. Bu tohumlar yeniden ekilerek tekrar c¢imlenmeye
birakildi. Cimlenerek yeterli uzunluga gelen bugday yapraklarindan DNA izolasyonu
yapildi.



Resim 3.2. Yeni bugday tohumlarinda da ¢imlenme problemi yasandi.

20
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Resim 3.3. En yiiksek ¢imlenme oran1 gosteren bugday populasyonlar segilmis ve
toprakta ¢ogaltima ge¢ildi

Resim 3.4. Cimlenen bugday tohumlar saksilara aktarildi
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Resim 3.5. Topraga aktarilan bitkilerden biiyiimeyen ve bdceklenmeden dolayi
kuruyan bitkilerin goriintiisti
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Resim 3.6. Cimlenme basaris1 yiiksek popiilasyonlardan DNA izolasyonu i¢in
yapraklar toplandi.

Bugday vyapraklarinin ¢giitilmesi

Bugdaylar 1-2 aylik yetiskinlige ulastiklarinda yapraklar1 kii¢iik, metal bir makasla
kesilip, aliiminyum folyolara sarilarak iizerine kod numaralar1 yazildiktan sonra
bekletilmeden sivi azotun igine atildi. Eger bekleme olursa hiicrelerde enzimlerin
etkinligi ile DNA parcalanabilir. S1iv1 azotta dondurulan yapraklar — 80° C’ta uzun
stire (1 y1l kadar) saklanabilir.

Temiz bir porselen havan alinarak i¢ine ezme isleminde kullanilacak olan havan
tokmag yerlestirildi. Havanin sogumasi i¢in havana bir kepge sivi azot eklendi. Bu
sayede havan ve havan tokmaginin sogumasi saglandi. Havan elle dokunulmayacak

kadar sogudugunda metal bir masa veya pens yardimiyla aliiminyum folyoya sarili
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bugday yapraklari sivi azottan ¢ikarilip, yapraklar havanin igerisine yerlestirildikten
sonra lizerine hizli bir sekilde bir kepge sivi azot eklenerek bugday yapraklarinin
ogiitiilmesi sagland1. Ogiitme islemi yapraklar toz haline gelinceye kadar siirdiiriildii.
Bu arada 2 mL’lik kapakli temiz ependorf tiiplerinin iizerine Ogiitiilecek olan
bugdayin kod numarasi yazilarak hazirlandi. Plastik tiip kapag1 acilarak sivi azotun
igerisine atild1 ve onun da sogumasi saglandi. Tiip soguduktan sonra, dgiitiilerek toz
haline getirilen bugday yapragi tozlar tiipiin igine aktarildi ve — 20°C’ta derin

dondurucuda izolasyonu yapilincaya kadar saklandi.
3.2.1. Genomik DNA izolasyonu
Izolasyon i¢in kullanilan ¢dzeltilerin hazirlams: ekler kisminda verildi (EK-3).

DNA Izolasyon Protokolii

1. Sivi azot ile ezilerek tiiplere aliman bitki 6rnegi yapraklari yaklasik 2 pL’lik
eppendorf tiipe alindi.

2. 500 pL DNA izolasyon ¢ozeltisi eklendi. Tiipler 10 saniye nazikge ters-yiiz
edildi ve 65°C’ta 60 dakika inkiibasyona birakildi.

3. Tiiplere 500 pL kloroform-izoamil alkol (24:1) eklendi. Ornekler 15 dakika ters-
yiiz edilerek karigtirildi.

4. Tipler 15000 g’de +4°C’ta 5 dakika santrifiij edildi.
5. Siipernatant 2 pl.’lik temiz eppendorf tiiplere alindi.

6. DNA orneklerimizin temiz ¢ikmasi i¢in DNA izolasyon protokoliiniin 3, 4 ve 5.

agsamalar {i¢ kez tekrar edildi.

7. Siipernatantin hacmine esit oranda izopropanol eklendi ve -20°C’ta 30 dakika
bekletildi.
8. Tipler 15000 g’de +4°C’ta 5 dakika santrifiij edildi.

9. Siipernatant atildi. DNA ‘nin organik maddelerden iyice temizlenmesi igin
pelletin lizerine 250 uL % 70’lik alkol eklenerek 3-4 saat bekletildi.
10. Tiipler 15000 g’de +4°C’ta 5 dakika santrifiij edildi.
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11. Siipernatant atildi ve pellet kurutuldu.
12. Pellete 200 pL 1X TE eklenerek c¢oziinmesi i¢in 65°C’ta karistirict 55
devir/dakikaya ayarlanarak 30 dakika inkiibasyona birakildu.

13. Inkiibasyondan sonra oda sicakligina gelene kadar tiipler bekletildi. Son olarak
tiipler buzun tizerinde 5 dakika bekletildikten sonra 15000 g’de +4°C’ta 2 dakika
satrifiij edildi.

14. Dibe ¢oken pellet nigsasta ve polisakkaritleri igerir. Bu nedenle iistteki

siipernatant temiz eppendorf tiiplere alindi ve +4°C’ta sakland1 (Amani ve ark,

2011).

3.2.2. zolasyonu yapilan popiilasyonlarda DNA miktarlar

Izolasyonu yapilan popiilasyonlarin her bireyinden izole edilen DNA agaroz jele
yiiklenip DNA varligina ve miktara bakildi. DNA tespit edilen popiilasyonlarda
DNA miktarlart miktar1 bilinen lamda DNA (300 pg/ul) ile karsilagtirilarak
hesaplandi. Popiilasyonlar ve her bireyine ait DNA miktarlar1 asagidaki sekillerde

verilmistir (Resim 3.7).

Lambda DNA M1 M2 M3 M4 % M6 M7 M8 M9
(1200 ng) (50 ng) (50 ng) (75 ng) (75 ng) (75 ng) (75 ng) (50ng) (50 ng) (50 ng)

“ ;
W— I B S R ——

~

Resim 3.7. M popiilasyonunun bireylerinin DNA miktarlari
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3.3. SSR analizi

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve 9 lokasyondan toplanan Triticum turgidum
dicoccon popiilasyonlarinin genetik ¢esitlilik diizeyini ve genetik yapisini belirlemek
tizere SSR yontemi ile analiz edildi. SSR yontemi i¢in segilen 9 primer (Query,
Alpha DNA) kullanildi. Caligmada kullanilan 9 primere ait dizi bilgiler cizelge
3.2.”de verildi.

Cizelge 3.2. Bu ¢alismada kullanilan 9 SSR primerlerinin adi ve tanidigi kromozom
kolu, tasidigi floresan isareti, SSR motifi, primer dizisi ve beklenen
fragment boyutu bilgileri (FD, Floresan Boya, FB, Fragment boyutu,
BP, baz cifti)

FB
(bp)

SN  Primer Ad1 FD SSR motifi Primer Dizisi

F ATGGCATAATTTGGTGAAATTG
1 Xgwms77-7B NED  (CA)14(TA)6 155
R TGTTTCAAGCCCAACTTCTATT

_ F ATCATGTCGATCTCCTTGACG
2 Xgwm389-3B  HEX  (GA)35imp 128
R TGCCATGCACATTAGCAGAT

F TGGCGCCATGATTGCATTATCTTC
3 Xgwmi8-1B  FAM (CA)17GA(TA) 182
R GGTTGCTGAAGAACCTTATTTAGG

F GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG
4  Xgwml86-5A NED  (GA)26 106
R CGCCTCTAGCGAGAGCTATG

F GTGAGGCAGCAAGAGAGAAA
5  Xgwml48-2B  HEX  (CA)22 167
R CAAAGCTTGACTCAGACCAAA

F ATCGAGGACGACATGAAGGT
6 Xgwm601-4A FAM (Cnir 142
R TTAAGTTGCTGCCAATGTTCC

F TCGATTTATTTGGGCCACTG
7 Xgwm408-5B NED  (GA)26 106
R GTATAATTCGTTCACAGCACGC

F AGGGGATATGTTGTCACTCCA
8  Xgwm268-1B  HEX  (GA)17TA(GA)27 198
R TTATGTGATTGCGTACGTACCC

F ATCGCATGATGCACGTAGAG
9  Xgwm3l2-2A FAM  (GA)37 219
R ACATGCATGCCTACCTAATGG

SSR primerlerinin kromozomlarin farkli bolgelerindeki gosterecekleri varyasyon
oranlarini karsilastirmak acisindan SSR primerleri segilirken primerlerin sentromer,
sub-sentromer, sentromer-telomer arasi, subtelomer ve telomer bdlgelerini tarayan
primerler olmasina dikkat edildi. Segilen primerlerin genel olarak bugdayin tiim
kromozomlarini taramasina 6zen gosterildi. Se¢ilen primerlerin kromozom haritalari

Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1. SSR primerlerinin bugday kromozomlar1 iizerinde bulunduklar
lokasyonlar1 gésteren kromozom haritas1 (“Grain Genes: A database for
Triticeae and Avena” web sayfasindan alinmustir.)

3.3.1. PCR Kkosullari

Calismada kullanilan PCR kosullari, standart PCR kosullarinin Yrd. Dog. Dr Ozlem
Ozbek tarafindan bu calisma igin optimize edilen PCR protokolii uygulandi. Buna
gore optimum PCR reaksiyonu i¢in 30 pl master mix reaksiyon hacmi kullanildi. Her
bir master mix (30 ul), MgCI; igeren 3 pl 10X Tampon (complete buffer, Thermo),
0,24 pl ANTP (Thermo, 4x25 umol), 0,15 pl F primer, 0,15 ul R primer, 0,45 pul Taq
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DNA polimeraz enzimi (Thermo, 500 units/ pl), 23,21 ul ultrasaf su, 1 pl genomik
DNA igermektedir.

SSR analizi islemlerinde birbirini takip eden her dongii icin, optimum sicaklik
kosullar1 optimizasyon ¢alismalari sonucunda belirlendi. Thermo electron
thermalcycler marka PCR cihaziyla gergeklestirilen PCR i¢in optimum dongii sayisi

35 olarak belirlendi. Reaksiyon basamaklari ve kosullari asagida verildigi gibi

gerceklestirildi.
S.N  Reaksiyon basamag Sicakhk Zaman Dongii
sayis1
Baslangi¢
1 s 95°C 10 dk.
denatiirasyonu
é
1 dk.,

2 Denatiirasyon 94°C

3 Primer baglanmasi 58°C 1 dk.

4 Zincir uzamasi 72°C 2 dk. 35 kez 2.
basamaga
git

Son dongii, reaksiyon
5 & g 72°C 10 dk.

tamamlama

Cogaltilan tiim PCR {irtinleri % 1,3’liikk olarak hazirlanan agaroz jellerde yiirtitiildii.
3.3.2. Agaroz Jelin Hazirlamsi

Jel elektroforezinde matriks olarak kullanilan agaroz jeli hazirlamak i¢in 2,6 gram
agaroz (sigma) hassas terazide tartildi ve 200 mL 1X TAE eklenerek 80 °C’ta
mikrodalga firinda (Blue line) tamamen ¢6ziinliinceye kadar i1sitildi. Firindan

cikarilan agaroz jel ¢ozeltisi oda sicakliginda sogumaya birakildi. Agaroz jel ¢cozeltisi
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yeterince sogudugunda (elimizi yakmayacak kadar) 4 pl (10mg/mL) etidyum bromiir
(Sigma) eklendi ve kenarlari daha onceden bantla sikica kapatilan jel tepsisine
dokiildii. Oda sicakliginda agarozun tamamen donmasi beklendi. Agaroz jel
dondugunda jel tepsisindeki bantlar uzaklastirilarak elektroforez tankina (ATTO,
AEB450) yerlestirildi. Tank igerisine jel yiizeyini tamamen Ortecek kadar 1X TAE

eklendi.
3.3.3. Ornek yiikleme ve elektroforez kosullari

Elektroforezde orneklerin yiiriitiilmesi i¢in Orneklerin agaroz jeldeki kuyulara
yiiklenmesi gereklidir. SSR {iriinlerinin boyutlari1 karsilastirabilmek igin DNA
ladder (100 bp, Thermo) kullanildi. Jeldeki birinci kuyucuga 10 pl DNA ladder
yiiklendi. SSR iiriinlerinin iiretildigi PCR reaksiyonlarinin toplam hacmi 30 pl olarak
hazirlandigindan 10 pl 6rnekle 4 pl 6rnek yikleme tamponu iyice karistirilarak
jeldeki ikinci kuyudan itibaren sirasiyla yiiklenmeye baslandi. Geriye kalan 20 pl

hacimdeki PCR reaksiyonu ise fragment analizi i¢in kullanildx.

Ornekler yiiklendikten sonra elektroforez isleminin gerceklesmesi icin gii¢ kaynagi
70 V, 34 mA akima ayarland1 ve yaklasik 4 saat siire ytriitiildii. Ladder bantlarinin
tamamen acildigr gozlenince ylriitilen Orneklerin goriintiilenebilmesi igin jel
tepsisinden ¢ikarilan jel, jel goriintiileme cihazina alinarak cihazin 151k ve zoom

ayarlart yapildiktan sonra 6rnekler fotograflandi. (Resim 3.8 ve 3.9)

Resim 3.8. X-GWM-18 primeri ile elde edilen SSR bant modelleri (Ornek sirast: 1-
10 M popiilasyonu)
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Resim 3.9. X-GWM-312 primeri ile elde edilen SSR bant modelleri (Ornek siras: 1
DNA ladder, 1-10 P popiilasyonu)

SSR PCR reaksiyonlarmin fragment analizi ODTU (Orta Dogu Teknik Universitesi)
Teknokentte bulunan RefGen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji merkezi tarafindan
yapildi. Fragment analizi sonuglari olan pikler ABI-Peak Scanner v1.0 yazilim
programinda okunarak fragment boyutlar1 belirlendi (Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil
3.4).

0 100 200 300 400 500 600 700 800
1 1 L 1 1 1 L 1 1 L 1 1 1 1 1 L
- 10000
2400 —
2000 — — 8000
1600 — -—
1200 -
e — 4000
800 — ) -
T - 2000
400 o | .
= H L B
'f k‘.Us‘x T 1 piies ) =
0 0

Sekil 3.2. B popiilasyonunun 4 numarali bireyinin X-gwm-312 numarali primeri ile
elde edilen piklerinin goriintiisii
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Sekil 3.3. B popiilasyonunun 4 numarali bireyinin X-gwm-268 numarali primeri ile
elde edilen piklerinin goriintiisii

0 100 200 300 400 500 600 700 800
1 L 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1
3600 —
- I 10000
3200 —
2800 — F 8000
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1600 —
7] h - - 4000
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|
‘ -
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400 -1 || -
|
- .,;1 . 1
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Sekil 3.4. B popiilasyonunun 4 numarali bireyinin X-gwm-408 numarali primeri ile
elde edilen piklerinin goriintiisii.
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4, ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Verilerin Istatistiksel Analizi

Bu c¢alismada Tirkiye’de yetisen gernik (kaplica) bugday (emmer)
poplilasyonlarinda popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi genetik c¢esitlilik SSR

yontemi ile tespit edildi.

Tirkiye’de de yetisen emmer bugdayr ¢ogunlukla kendi kendine dollenen (%l
capraz doéllenme goriiliir) bir bitkidir. Sonug olarak ¢ok diisiik oranda heterozigotluk
beklenir ve SSR’lar kodominant markorlerdir. Polimorfik lokuslar ¢ok alellidir,
bantlar fragment biyiikliiklerine gore alel olarak sayilip kaydedildi (Cizelge 4.2).
Veriler genetikle ilgili istatistiksel analizleri yapmak i¢in kullanilan POPGENE
dosya formatina doniistiiriildii. Elde edilen veriler populasyon genetigi analizi i¢in
POPGENE siiriim 1.32 (Yeh ve ark., 1997) yazilhim paketi kullanilarak analiz edildi.

Cikan sonuglar gizelge haline getirilerek yorumlandi.

Analizde popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar aras1 genetik c¢esitliligi degerlendirmek
icin gesitli parametreler kullanildi. Popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi genetik
cesitliligi (He ) hesaplamak icin Nei (1973) kullanildi.

Calisilan popiilasyonlardaki, tiim lokuslara ait alel sayist (n,) ve etkili alel sayisi (ne)
hesaplandi. Etkili alel sayis1 esit frekansa sahip alelleri ifade eder (Hart ve Clarck
1989). Bu da arastirmacilara alellerin sayist1 ve dagilimindaki farkliliga gore
popiilasyonlar1 karsilagtirma firsatt verir. Etkili alel sayis1 asagidaki esitlige gore

hesaplanir.

r
4. =2+ E 1 ya da daha basit olarak Ge = —
r 1-D; 1-He
j=1

Dj j’nin r kadar lokusunun genetik cesitliligini ifade eder.

Ortalama genetik cesitliligi hesaplamak yerine her lokus i¢in tek tek hesaplanan etkili
alel sayilarinin ortalamasi alinarak popiilasyonlardaki etkili alel sayilar1 hesaplanir.

Ornegin iki hipotetik popiilasyon olsun ve bunlarin her ikisi de esit sayida toplam
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alel sayisina sahip olsun. Biitiin aleller esit frekansa sahip oldugunda genetik
cesitlilikte yiiksek olur, tersi durumda ise diisiik olur. Heterozigotluk yiiksek
oldugunda etkili alel sayis1 da yiiksek olur. Ornegin genetik ¢esitlilik degeri 0,85
olugu zaman etkili alel sayis1 6,7 olur. Eger bir lokusta toplam 8 alel varsa (He’nin
muhtemel maksimum degeri 0,875 olur) genetik ¢esitlilik degeri He = 0,6 olur. Bu
durumda etkili alel sayis1 2,5 olur. Bu da bize alel setlerinin frekanslarinin ¢ok farkl
frekanslara sahip oldugunu gosterir. Alel frekanslar1 ortalama degerden uzak olursa
etkili alel sayisina katkilar1 ¢ok az olur. Etkili alel sayis1 gercek alel sayisina ne
zaman esit olur? Maksimum genetik ¢esitlik diizeyine ulasildigi zaman olur. Etkili
alel say1s1 ne zaman minimum olur? Bir alel diger alellere gore baskin frekansa sahip
oldugunda veya diger aleller nadir oldugunda goriiliir. Farkli alel sayilarina sahip

popiilasyonlar ayni etkili alel sayisina sahip olabilirler (Weir, 1990).

F-istatistikleri bir popiilasyonda veya meta popiilasyonun alt popiilasyonlarinda
kendilesme (aile ici evlilik, inbreeding) katsayilarim1 hesaplamak i¢in kullanilir.
Baska bir ifadeyle Fis alt popiilasyonlarda siklikla kendilesmeden dolayr Hardy-
Weinberg oranlarindan sapmay1 agiklar. Popiilasyon genetiginde ilk defa Sewall
Wright tarafindan kullanilmistir. Wright F-istatistiklerini (inbreeding coefficient)
kendilesme katsayis1 (soy katsayisi) olarak kullanmistir ve birlesen iki gamet
arasindaki korelasyon olarak tanimlamistir. O donemde izoenzim ve diger molekiiler
markerler bulunmadigindan Wright her bir lokusu bialelik yani iki alelli kabul
etmistir. Fst’yi hesaplamayr da iki alelli lokuslar {izerine kurdu. Bir bireyin
kendilesme katsayist o bireyin bir lokusunda ortak kokenden gelen iki ayni alelin
frekansint  ayn1  poplilasyondaki rastgele ciftlesme durumunda beklenen

heterozigotlarin frekansi ile karsilastirarak dlger.
Wright F-istatistiklerini {i¢ kategoriye ayirir. Bunlar;

1. Fis: Alt popiilasyonlarin i¢inde kendilesmeden dolayr bir popiilasyon igindeki

toplam kendilesme oranini ifade eder.

H
H, ), # . Alt popiilasyonlarin i¢inde gézlenen heterozigotluk

2 (]
H,; “Pli Rastgele ciftlesmede beklenen heterozigotluk
n
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053
H; =Ll . Rastgele ciftlesmede ortalama alel frekanslarina dayali olarak
n

bireylerin beklenen heterozigotlugu

Fig = 1— 1
IS — HS
2. Fir:  Alt popiilasyonlar arasindaki farklilasma ve popiilasyonlar i¢indeki
kendilesmenin her ikisinden dolay1 bir popiilasyondaki toplam kendilesmeyi ifade
eder.
H,

Fr=1-—
IT HT

3. Fsr: Alt popiilasyonlar arasinda genetik farklilasmay1 ifad eder.

Fop =1 -5
ST — HT
Fsr 0,0 ve 1,0 arasinda degisir. Fsr 0,0 oldugu zaman genetik farklilasma yok

anlamina gelirken Fst 1,0 oldugu zaman ise tamamen farklilasmay1 ifade eder.
Fst degerlendirme 6lcegi

0,0-0,05 : Genetik farklilagsma ¢ok az

0,05-0,15 : Genetik farklilagma orta diizeyde

0,15-0,25 : Genetik farklilasma fazla

>0,25 . Genetik farklilasma ¢ok fazla

Popiilasyonlarin gen havuzlari arasinda gen transferinin olmasi olayma gen akisi
denilmektedir. Gen akis1 genellikle tohum transferi, polen transferi vb. yontemlerle
veya bireylerin go¢ etmesiyle gerceklesmektedir. Gen akisi popiilasyonlar arasindaki
genetik farklilagmay1 dlgen Gsr veya Fst degerlerine gore hesaplanir. Bu ¢alismada
poplilasyonlar arasindaki gen akisi (Npy) degeri Fsr’den asagidaki formiile gore
hesaplanmistir. Burada N, etkili popiilasyon biiyiikligii ve m degeri popiilasyondaki

g6¢ eden bireylerin oranini temsil etmektedir.



35

(1—Fst)

N, =0,5
" Fsr

Popiilasyonlarda SSR analizi i¢in kullanilan dokuz primerin drettigi lokuslarin
popiilasyon diizeyinde ve tiim popiilasyonlarin tamaminda gosterdigi polimorfizm
%100 olarak tespit edildi. SSR lokuslarinin popiilasyon iginde (HS) ve
popiilasyonlarin timiinde (Ht) gosterdikleri genetik ¢esitlilik degerleri de POPGENE

ile hesaplandi.

Organizmalar arasinda onlarin filogenetik iligkilerini veya genetik benzerliklerinin
derecesini gosteren aga¢ dallarina benzer sekle dendrogram denir. Diisey eksende
gosterilen degerler zamani veya goreceli ilerleme diizeyini gosterir. Calismamizda
Nei’nin (1972) genetik uzakliga gore UPGMA (Unweighted Pair-Group Average)

yontemi kullanilarak dendrogram elde edildi.
Tiim istatistiksel analizler Dog. Dr. Ozlem OZBEK tarafindan yapild.
4.2. Genetik Cesitlilik Analizleri

Bu c¢alismada Tiirkiye’de yetisen dokuz Triticum turgidum L. ssp. dicoccon
(Schrank) Thell. popiilasyonunda genetik ¢esitlilik dokuz SSR (Simple Sequence
Repeats, basit dizi tekrarlari) primeri kullanilarak analiz edildi. Calismada kullanilan
dokuz SSR primeri toplam 497 alel iiretti. Her bir lokus birden fazla bant (alel)
tirettigi i¢in lokuslarin tamami1 polimorfik olarak kabul edildi. Biitiin lokuslarin biitiin
popiilasyonlarda polimorfizm gosterdigi ve polimorfizm oranlarinin %100 oldugu

belirlendi

Primerlerin olusturdugu bant biiyiikliiklerine bakildiginda olusan bantlarin 57-376 bp
arasinda degistigi gozlendi. En kiiciik boyutlu bant 57 bp X-gwm-312 primeri
tarafindan tiretilirken, en biiylik boyutlu bant 376 bp X-gwm-577 primeri tarafindan
retildi. Ayrica Xgwm577 primeri 75-376 bp, X-gwm-389 primeri 62-373 bp, X-
gwm-18 primeri 61-373 bp araliklarinda en biiyiik bantlari1 olustururken, X-gwm-148
primeri 67-180 bp araliginda kii¢iik boyutlu bantlar olusturdu. Ayrica primerlerin kag
popiilasyonda bant olusturdugu incelendiginde biitiin  primerlerin  biitiin

popiilasyonlarda farkli boyutlarda bant olusturduklar1 tespit edildi.
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Cizelge 4.1. SSR primerleri tarafindan {iretilen bantlarin beklenen ve goézlenen
fragment boyutlar1 (BFB, Beklenen fragment boyutu, GFA, Gozlenen
fragment arali81)

SN Primer adx FD Tekrar eden motif BFB (bp) GFA (bp)
1 Xgwm577-7B NED  (CA)14(TA)6 155 75-376
2 Xgwm389-3B HEX (GA)35imp 128 62-373
3 Xgwml48-2B HEX (CA)22 167 67-180
4 Xgwm268-1B HEX (GA)17TA(GA)27 198 65-339
5  Xgwmil8-1B FAM (CA)17GA(TA)4 182 61-373
6 Xgwm186-5A NED (GA)26 106 62-327
7 Xgwm408-5B NED (CA).22(TA)(CA)7(TA)9 148 59-236
8  Xgwm312-2A FAM (GA)37 219 57-354
9 Xgwm601-4A FAM (et 142 60-303

Biitiin lokuslarin her bir popiilasyonda irettikleri toplam alel sayilarini
inceledigimizde en yiiksek toplam alel sayisinin (79) L popiilasyonunda oldugu ve en
diisiik toplam alel sayisinin (47) ise 1 popiilasyonunda oldugu tespit edildi.
Popiilasyonlara gore her bir lokusta tiretilen alel sayilarma baktigimizda en ytliksek
alel sayisinin (12) X-gwm-577 lokusu tarafindan L popiilasyonunda iiretilirken en
diisiik alel sayisinin (2) X-gwm-408 lokusu tarafindan | popiilasyonunda iiretildigi
gozlendi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Popiilasyonlardaki polimorfik lokuslarda gozlenen alel sayilar1 ve
yiizdeleri (Nei, 1973) (PLY, Polimorfik lokus yiizdesi %, TA toplam
alel sayisti).

Lokus/pop  LL B D H | K L M N P TA
X-gwm-18 S 5 8 5 6 7 10 6 4 8 42
X-gwm-601 S 8 8 7 7 5 10 6 8 8 49
X-gwm-312  SS 5 4 5 6 8 6 7 6 41
X-gwm-389 T 7 5 6 6 9 10 7 4 6 42
X-gwm-148  SS 4 6 5 6 8 6 7 9 31
X-gwm-268 STA 7 4 3 4 6 6 6 7 7 41
X-gwm-577 ST 3 7 4 6 6 12 4 4 6 42
X-gwm-186 S 7 10 8 7 4 10 7 7 7 50
X-gwm-408 STA 7 3 4 2 5 5 3 7 6 30
Toplam 53 55 48 47 54 79 51 55 63

PLY (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Biiytik bir popiilasyonda bir lokusta bulunan bir alelin goriilme siklig alel frekansi
olarak ifade edilir. Bir lokusta bulunan alellerin frekansi incelenen tiim popiilasyonda
bulunma oranma gore hesaplanir. Bu calismada analiz edilen popiilasyonlarda
toplam dokuz lokus tespit edildi. Bunlar; X-gwm-18, X-gwm-601, X-gwm-312, X-
gwm-389, X-gwm-148, X-gwm-268, X-gwm-577, X-gwm-186 ve X-gwm-408’dir
(Cizelge 4.3). Her popiilasyona ait alel frekans degerleri ekler kisminda verilmistir

(EK-1).

Lokus diizeyinde alel frekansi incelendiginde X-gwm-18 lokusu i¢in en yiiksek alel
frekans1 degeri 0,11 olarak 34 numarali alelde gdzlenirken, en diisiik alel frekansi

degeri ise 0,01 ile 32 alelde gozlenmistir.

X-gwm-601 lokusu i¢in en yiiksek alel frekansi degeri 0,29 olarak 8 numarali alelde

tespit edilirken, en diisiik alel frekansi degeri ise 0,01 ile 37 alelde tespit edildi.

X-gwm-312 lokusu i¢in en yiiksek alel frekansi degeri 0,09 olarak 1 ve 8 numarali
alellerde belirlenirken, en diisiik alel frekansi degeri ise 0,01 ile 15, 21, 26 ve 27

numarali alellerde belirlendi.
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X-gwm-389 lokusu igin en yiiksek alel frekansi degeri 0,33 olarak 9 numarali alelde

gozlenirken, en diisiik alel frekansi degeri ise 0,01 ile 34 alelde g6zlendi.

X-gwm-148 lokusu icin en yiiksek alel frekansi degeri 0,16 olarak 5 numarali alelde

tespit edilirken, en diisiik alel frekans1 degeri ise 0,01 ile 15 alelde tespit edildi.

X-gwm-268 lokusu i¢in en yiiksek alel frekans1 degeri 0,18 olarak 9 numarali alelde
belirlenirken, en diisiik alel frekansi degeri ise 0,02 ile 36 olmak {izere ¢ok sayida

alelde belirlendi.

X-gwm-577 lokusu i¢in en yiiksek alel frekanst degeri 0,53 olarak 9 numarali alelde
gozlenirken, en diigiik alel frekansi degeri ise 0,01 ile 38 olmak iizere yine ¢ok sayida

alelde gozlendi.

X-gwm-186 lokusu icin en yiiksek alel frekansi degeri 0,32 olarak 9 numarali alelde
tespit edilirken, en diisiik alel frekans1 degeri 0,01 ile 39 alelde tespit edildi.

Son olarak, X-gwm-408 lokusu igin en yiiksek alel frekansi degeri 0,24 olarak 9
numarali alelde belirlenirken, en diisiik alel frekansi1 degeri 0,02 ile 22 alelde

belirlendi.



Cizelge 4.3. Popiilasyonlara gore lokuslardaki alel frekanslari

X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm- X-gwm- X-gwm- X-gwm- X-gwm-

Alel/lokus

601 312 389 148 268 577 186 408
1 0,10 0,01 0,09 0,08 0,02 0,02 0,01 0,01 0,07
2 0,06 0,02 0,03 0,02 0,11 0,02 0,01 0,01 0,02
3 0,07 0,02 0,07 0,01 0,03 0,02 0,02 0,01 0,04
4 0,01 0,01 0,02 0,01 0,06 0,02 0,01 0,01 0,02
5 0,01 0,01 0,03 0,01 0,16 0,02 0,01 0,01 0,02
6 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
7 0,01 0,01 0,02 0,02 0,13 0,02 0,02 0,01 0,02
8 0,01 0,29 0,09 0,06 0,01 0,02 0,01 0,01 0,09
9 0,07 0,01 0,02 0,33 0,06 0,18 0,53 0,32 0,24
10 0,01 0,07 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02
11 0,01 0,01 0,05 0,01 0,02 0,11 0,01 0,04 0,04
12 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,04 0,01 0,01 0,02
13 0,01 0,01 0,05 0,07 0,06 0,02 0,01 0,01 0,04
14 0,06 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02
15 0,10 0,02 0,01 0,01 0,07 0,02 0,01 0,01 0,02
16 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02
17 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02
18 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,04
19 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
20 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02
22 0,01 0,03 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
23 0,03 0,01 0,03 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02
24 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
25 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
26 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,04
27 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
28 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02
29 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
30 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02
31 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,04 0,01 0,01
32 0,01 0,01 0,02 0,07 0,02 0,01 0,01
33 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
34 0,11 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
35 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
36 0,04 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
37 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02
38 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
39 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02
40 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
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Cizelge 4.3. (Devam) Popiilasyonlara gore lokuslardaki alel frekanslari

X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-  X-gwm-
Alel/lokus

18 601 312 389 148 268 577 186 408
4 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
42 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
43 0,01 0,01
44 0,01 0,01
45 0,01 0,01
46 0,01 0,02
47 0,01 0,01
48 0,01 0,01
49 0,01 0,01
50 0,01

SSR marker sistemi ile analiz edilen emmer bugday popiilasyonlarinda elde edilen F-
istatistik degerlerine gore alt popiilasyonlarin i¢indeki ortalama kendilesme katsayisi
Fis = 0,98 olarak hesaplanirken tiim popiilasyonlar arasindaki ortalama kendilesme
katsayist Fir = 0,98 olarak hesaplandi. Popiilasyonlar arasindaki ortalama genetik
farklilagsma degeri Fst = 0,15 olarak tespit edildi. Buna gore popiilasyonlarin igindeki
genetik cesitlilik %85 olarak gozlenirken, poplilasyonlar arasindaki genetik
cesitliligin %15 oldugu gozlendi. Popiilasyonlar arasindaki ortalama gen akis degeri

ise Nm = 1,41 olarak tespit edildi.

Lokuslara gore popiilasyon ici kendilesme katsayisi degerleri incelendiginde, X-
gwm-268 ve X-gwm-408 lokuslar en yiiksek kendilesme katsayist degerini (Fis =
1,00) gosterirken, X-gwm-389 lokusu en diisiik popiilasyon ici kendilesme katsayisi
(Fis = 0,93) gosterdi. Lokuslara gore alt popiilasyonlar arasindaki kendilesme
katsayis1 degerlerine bakildiginda en yiiksek kendilesme katsayis1 (Fir = 1,00) X-
gwm-268 ve X-gwm-408 lokuslarinda gozlenirken, en diisiik kendilesme katsayisi
degeri (Fir = 0,94) X-GWM-389 lokusunda gozlendi. Bununla birlikte, lokuslara
gbore popiilasyonlar arasi genetik farklilagsma diizeyine bakildiginda, en yiiksek
genetik farklilasma X-gwm-408 lokusunda (Fst = 0,21) lokusunda gozlenirken, en
diisiik genetik farklilasma X-gwm-601 lokusunda (Fst = 0,11) goriildi. Ayrica

lokuslara gore gen akisi incelendiginde en yiiksek gen akist X-gwm-601 lokusunda
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(Nm = 2,08) tespit edilirken, en diisiik gen akisi X-gwm-408 lokusunda (N, = 0,97)
tespit edildi. Her popiilasyona ait genetik ¢esitlilik verileri ekler kisminda verilmistir
(EK-2).

Cizelge 4.4. Saptanan SSR lokuslarindaki toplam genetik ¢esitlilik, popiilasyon ici
genetik cesitlilik, popiilasyonlar aras1 genetik farklilasma ve gen akis
verileri (N Ornek sayis1)

Lokus LL N Fis Fir Fsr Nm
X-gwm-18 S 90 0,99 0,99 0,18 1,13
X-gwm-601 S 90 0,99 0,99 0,11 2,08
X-gwm-312 SS 58 0,95 0,96 0,18 1,18
X-gwm-389 T 90 0,93 0,94 0,12 1,90
X-gwm-148 SS 90 0,99 0,99 0,17 1,26
X-gwm-268 STA 57 1,00 1,00 0,16 1,31
X-gwm-577 ST 90 0,96 0,97 0,13 1,70
X-gwm-186 S 90 0,99 0,99 0,11 2,08
X-gwm-408 STA 54 1,00 1,00 0,21 0,97
Ortalama 79 0,98 0,98 0,15 1,41
N: Ornek sayisi LL: Lokus lokasyonu S: Sentromer SS: Subsentromer

T: Telomer ST: Sub-telomer STA: Sentromer ve telomer arasi
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Cizelge 4.5. Saptanan SSR lokuslarinda gézlenen emmer tipi bugday alel sayilari,
etkili alel sayilari, beklenen heterozigotluk degeri, Nei’nin
heterozigotluk degeri ve ortalama heterozigotluk degerleri (Kisaltmalar:
N, ornek sayisi, n,, alel sayisi, Ne, etkili alel sayisi, He beklenen genetik
cesitlilik, Nei’nin (1973) beklenen genetik ¢esitlilik degeri, St. sp.
Standart sapma)

Lokus LL N Ny Ne H. Nei
X-gwm-18 S 90 42,00 18,31 0,95 0,95
X-gwm-601 S 90 49,00 10,16 0,91 0,90
X-gwm-312  SS 58 41,00 26,08 0,97 0,96
X-gwm-389 T 90 42,00 7,43 0,87 0,87
X-gwm-148  SS 90 31,00 13,38 0,93 0,93
X-gwm-268  STA 57 41,00 17,95 0,95 0,94
X-gwm-577 ST 90 42,00 3,45 0,71 0,71
X-gwm-186 S 90 50,00 8,66 0,89 0,88
X-gwm-408  STA 90 30,00 11,57 0,92 0,91
Ortalama 79 40,89 13,00 0,90 0,89
Stand. Sap. 6,79 6,85 0,08 0,08

N: Ornek sayisi LL: Lokus lokasyonu S: Sentromer SS: Subsentromer
T: Telomer ST: Sub-telomer STA: Sentromer ve telomer arasi

Analiz sonuglarina gore en diisiik alel sayis1 degeri 30 ile X-gwm-408 lokusunda
gozlenirken, en yiiksek alel sayisi degeri ise 50 olarak X-gwm-186 lokusunda
gozlendi. En diisiik etkili alel sayisi degeri 3,45 olarak X-gwm-577 lokusunda
hesaplanirken, en yiiksek etkili alel sayisi1 degeri ise 26,08 ile X-gwm-312 lokusunda
hesaplandi. Nei’nin beklenen heterozigotluk degerinin en diisiik oldugu lokus 0,71
degeri ile X-gwm-577°de tespit edilirken en yiiksek oldugu lokus 0,96 degeri ile
312°de tespit edildi. Ortalama heterozigotluk degeri ise 0,62 ile en diisiik olarak X-
gwm-577 lokusunda gozlenirken en yiiksek deger 0,81 olarak X-gwm-601 lokusunda
gozlendi. Popiilasyon diizeyinde genetik varyasyon ortalama degerlere gore

belirlendi. Buna gore SSR lokuslarinda gbzlenen popiilasyon igi ortalama en yiiksek
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alel sayist (n,), etkili alel sayisi (Nes), beklenen genetik cesitlilik (Hee), Nei’ye gore

genetik cesitlilik degerleri 8,78, 7,87, 092 ve 0,86 olarak L populasyonunda

gozlenirken en diisiik alel sayis1 (n,) ve etkili alel sayis1 (Nea), 5,22 ve 3,84 olarak |

populasyonunda ve en diisiik beklenen genetik ¢esitlilik (Hee) ve Nei’ye gore

genetik cesitlilik degerleri 0,76 ve 0,72 olarak H populasyonunda gozlendi. Gozlenen

ortalama en yiiksek genetik ¢esitlilik (Heqp, = 0,24) degeri H populasyonunda tespit

edilirken, gozlenen ortalama en diisiik genetik cesitlilik (Heq, = 0,08) degeri L

populasyonunda tespit edildi. Ortalama genetik cesitlilik (Heqr) degeri ise 0,76

olarak hesaplandi.

Cizelge 4.6. SSR lokuslarinda gozlenen popiilasyon i¢i alel sayist (n,), etkili alel

sayist (Nea), gozlenen genetik cesitliligi (Heex), beklenen genetik
cesitlilik (Heey), Nei’ye gore genetik ¢esitlilik ve ortalama genetik
cesitlilik dagilimlari.

POP N Na Nea Hegp, | Heex Nei Hegrt
Ort. 90 [600 [476 [021 [079 |0,74 |0,76
5 St. sp. 1,80 |18 [017 [017 |06 |0,06
Ort. 80 [611 [520 |016 [084 |0,77 |0,76
P St. sp. 232 [239 [008 [008 |[009 |[0,06
Ort. 90 [533 [397 |024 [076 |0,72 |076
: St. sp. 158 [131 [012 |012 |011 |0,06
Ort. 80 [522 |38 |022 [078 [0,72 |0776
! St. sp. 164 [097 [010 |00 |011 |0,06
ort. 90 [600 [418 [022 [078 [0,73 |0776
« St. sp. 141 [133 [013 [013 |[0,12 0,06
ort. 85 (878 |787 [008 |092 |08 |[0,76
- St. sp. 222 |241 |005 |005 |005 |[0,06
ort. 85 |567 |[451 [021 [079 [0,74 |0,76
M St. sp. 1,32 [152 [013 [013 |02 0,06
ort. 90 [622 [473 [022 [078 [0,74 |076
N St. sp. 1,72 [197 [014 |014 |013 0,06
ort. 90 (7,00 |576 [014 |086 |081 |[0,76
i St. sp. 1,12 | 166 |007 |007 |007 |0,06
St. sp. : Standart sapma

Genetik uzaklik bir tlirlin popiilasyonlar1 arasinda ve tiirler arasindaki genetik

uzaklagmayi ifade eder. Baz1 parametreler kullanilarak hesaplanir. Genetik uzaklik
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degeri, kiiclik olursa, bu yakin genetik iliskiyi, biiylik olursa genetik agidan iligkinin
uzak oldugunu ifade eder. Genetik uzakhik farkli tiirler arasindaki genetik
benzerlikleri karsilastirmada kullanilabilir, 6rnegin insanlar ve sempanzelerde oldugu
gibi. Bir tiirlin i¢inde gruplanan farkli alttiirler arasindaki uzaklagsmay1 6lgmede de
kullanilabilir. Genetik uzaklik biyolojik olmayan ve biyolojik olan olmak iizere iki

yontemle hesaplanir.

1. Biyolojik olmayan yontem: Biyolojik bir 6zellik kullanilmadigindan dolayi
geometrik uzaklik olarak da bilinir. Rogers ve Cavalli Sforza Chord biyolojik
olmayan uzaklik hesaplamasidir. Bu hesaplamada kullanilan yaklagimlar
PCA (Principal Component Analysis, Temel Bilesenler Analizi), Oklit
(Euclidean) uzaklig1 veya daha karmasik olan geometrik mesafelerdir.

2. Biyolojik olan yontem: Bu yontemde Reynolds ve Nei’nin yodntemleri
kullanilir. Reynold’s uzaklig1 veya ‘coancestry’ distance (Reynolds ve ark.,
1983; Weir, 1996) ve Nei’nin uzakligi’dir (Nei, 1972, 1978).

Bu ¢alismada popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklik (D) Nei (1972)’nin standart
genetik uzaklik hesaplama yontemine gore hesaplandi. Buna gore 9 popiilasyon
arasinda yapilan genetik uzaklik analizinde, en diisiik genetik uzaklik degeri D =
0,46 degeri ile B ve M popiilasyonlar1 arasinda goézlenirken, en yiiksek genetik
uzaklik degeri D = 2,69 degeri ile B ve L popiilasyonlar: arasinda goézlendi. Genel
olarak genetik uzaklik degerleri incelendiginde uzaklhigin dikkate deger oranlarda

oldugu gozlendi.
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Cizelge 4.7. SSR analizi sonuglarina gore dokuz T. dicoccon popiilasyonlar1 arasinda
Nei'nin (Nei, 1972) formiiliine gore biitiin lokuslar i¢in hesaplanan
genetik uzaklik (D) matrisi

POP | B D H I K L M N P
B

D 1,08

H 0,77 0,73

1,12 1,19 0,59

0,66 0,96 0,60 0,85

2,69 1,20 1,50 1,20 1,97

0,46 0,94 0,54 0,87 0,47 2,50

0,80 1,16 0,72 0,98 0,70 1,90 0,46

0,72 0,98 0,81 1,00 0,68 1,77 0,61 0,83

v 2 - X

Nei’nin (1972) genetik uzaklik hesabimna gore UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Averages, Aritmetik Ortalamalar1 Kullanan Agirliksiz Cift
Grup Metodu) yontemi ile popiilasyonlarin kiimelenme analizi yapildi ve elde edilen
dendrogramda popiilasyonlarin genetik uzakliklarina gére kiimelendikleri gozlendi.
Dendrograma gore 9 populasyon iki ana gruba ayrildi. Bunlardan birinci grup ii¢ alt
gruba ayrilirken, ikinci grup bir alt gruba ayrildi. Birinci grubun birinci alt grubunda
B, M, K, N ve P popiilasyonlari, ikinci alt grubunda H ve I popiilasyonlari, ii¢lincii
alt grubunda ise D popiilasyonu kiimelendi. ikinci grupta ise L popiilasyonu
bulunmaktadir. Bu sonuglar genetik uzaklik degerleri ile Ortiismekte olup genetik
uzakligin en diisiikk oldugu B ve M popiilasyonlar1 birbirine yakin konumlanirken,

uzak olan B ve L popiilasyonlari ise birbirine en uzak konumlanmistir.
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Sekil 4.1. Tirkiye’de yetisen Triticum turgidum ssp. dicoccon popiilasyonlar
arasindaki akrabalik iligkilerini SSR analizi sonuglarina gosteren
dendrogram
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5. SONUCLAR

Tiirkiye’de 1slah edilen ve biiyiik oranda tarimi yapilan bugday ¢esitlerinde genetik
varyasyonun saptanmasi, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Gen Bankas1 biinyesinde
depolanan tohumlarin genetik kimligi ve daha sonra yapilacak olan 1slah ¢alismalari

i¢in kilavuz niteligindedir.

Genetik marker ¢aligmalariyla toplanan bilgilerle gen bankalarinda birbirine genetik
olarak cok benzeyen drneklerin depolanmasi engellenebildigi gibi, hangi drneklerin
korunmasimin gerekli oldugu da ortaya konulmus olur. Polimorfik DNA marker
tekniklerinin bitkiden alinan ¢ok az miktarda DNA ile biitiin bir genomun analizine
olanak saglamasi bu yontemlerin son zamanlarda yaygin olarak kullanilmasina
olanak saglamistir. Boylece bitki genetik kaynaklarinin dogru ve etkin bir sekilde

tanimlanmasina olanak saglamistir.

Son zamanlarda kiiltiir ¢esitlerinde genetik ¢esitliligin 6nemli 6l¢iide azalmas1 yogun
olarak uygulanan 1slah programlarimin bir sonucudur. Tahillar, 6zellikle bugdaylar,
yiiksek besin degeri nedeniyle bu 1slah ¢aligmalarinin merkezini olustururlar. Yapay
secilim istenilen baz1 6zellikleri 6n plana ¢ikarsa da, sonug olarak bugdaylarin yeni
hastaliklara, zararlilara ve olumsuz ¢evre sartlarina kars1 duyarliligini arttirmaktadir

(Karcicio, 2006).

Tir i¢i ve tlrler arasi genetik c¢esitliligin belirlenmesinde ilk 6nce morfolojik
karakterler kullanilmaktaydi. Bilimsel gelismelerle giiniimiizde ¢evre kosullarindan
etkilenmeyen molekiiler isaretleyiciler gelisti. Molekiiler isaretleyicileri,
biyokimyasal isaretleyiciler, protein ve enzimler onlar1 takip etti. Ancak bu
isaretleyiciler c¢evre kosullarindan etkilenmekteydi. Molekiiler isaretleyiciler
poplilasyon genetiginde ¢ok verimli bir sekilde siklikla kullanilmakta ve karsilasilan
bilimsel problemlere giivenilir sonuglar tiretmektedir (Kara, 2012). SSR yontemi de
bu isaretleyici yontemlerden biridir ve en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Teknigin,
kodominant yap1 gdstermesi ve tekrarlanabilir olmasi en Onemli tercih
sebeplerindendir. Ayrica ileri derecede polimorfik DNA isaretleyicileri olup,
kanatlilar dahil birgok tiirde genis bir uygulama alanina sahiplerdir. Tiim genoma

hemen hemen esit dagilmis olmalar1 bunlarin genom haritalama projeleri igin
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kullaniglt olmalarini saglamaktadir. Popiilasyon genetigi ve akrabalik tayininde sahip
olduklar1 yiiksek cesitlilik onlar1 genetik bir isaretleyici haline getirmistir.
Mikrosatellitler, dogal popiilasyonlarin yapilarinin arastirilmasinda giin gectikge
daha ¢ok onemli hale gelmektedir (Devrim ve ark., 2003). Bitkilerde genetik
cesitliligin ve poplilasyon genetik yapilarinin belirlenmesi onlarin daha verimli
kullanilmasi ag¢isindan ¢ok onemlidir. Gerek 1slah calismalari, gerekse tiikenme
tehlikesi altinda olan tiirlerin tespit edilmesi ve korunmasi agisindan molekiiler
markerler genis ¢apta kullanilmaktadirlar. Ancak molekiiler isaretleyiciler cevre
kosullarindan etkilenmeseler bile bitkiler ¢evre sartlarindan etkilenmekte ve gerek
kalitsal gerekse kalitsal olmayan sekillerde varyasyonlar gdsterebilmektedirler. Bu
nedenle popiilasyonlarin gosterdigi genetik cesitliligin ne kadar1 bitkinin genotipinde
ne kadar1 da cevresel etmenlerden kaynaklanmaktadir bunlarin bilinmesi dogru
calismalarin yapilmasinda etkili olacaktir. Dolayisiyla imkanlar ve laboratuvar
kosullar diisiiniildiigiinde SSR yonteminin kullanilabilir bir marker yontemi oldugu

sOylenebilir.

Molekiiler markor tekniklerinin genetik cesitlilik analizlerinde etkili bir yontem
olarak kullanildig1 ve bugday genom analizlerinde basarili bir sekilde uygulandig:
bircok ¢alismada vurgulanmistir. Ancak Triticum turgidum ssp. dicoccon (Schrank)
Thell ile ilgili Tirkiye’de SSR yontemi kullanilarak yapilan molekiiler diizeyde
kapsamli bir ¢alisma bulunmamasindan dolay1 ¢alismanin sonuglart bilimsel a¢idan
cok Onemlidir ve daha sonraki yapilacak calismalar1 6nemli katkilar saylayacag:
distiniilmektedir. Bu ¢alismada elde dilen sonuglar SSR yoOnteminin genetik
cesitliligin, popiilasyon genetik yapisinin ve popiilasyonlar arasinda genetik

farklilagmalarin tespit edilmesinde basarili bir yontem oldugunu gosterdi.

Dokuz SSR primeri ile yapilan analizler sonucunda yerel emmer bugday
poplilasyonlarinda primerler beklenen fragment boyutu ve literatiirdeki fragment
araliklarina gore daha genis bir aralikta bulunan fragmentler iiretti. Bu da yerel
emmer bugday popiilasyonlarinda ki potansiyel yiiksek genetik ¢esitliligin bir
gostergesidir. Sentromer bolgesini tarayan primerlerin 6zellikle X-gwm-601 ve X-
gwm-186 en yiiksek sayida sirasiyla 49 ve 50 alel tirettigi gdzlenirken diger bolgeleri

tarayan primerlerin daha diigiik sayida alel iirettikleri tespit edildi. Bu sonuglar
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sentromer bolgesinde daha yogun bulunan basit dizi tekrarlarinin diger bolgelerde

bulunanlara gore daha yiiksek degiskenlige sahip oldugunu gosterdi.

Primerlerin popiilasyonlarda tespit ettigi genetik farklilasma degerlerine bakildiginda
sentromer, telomer ve sub-telomer bélgelerini tarayan primerlerin sirasiyla X-gwm-
601, X-gwm-186, X-gwm-389 ve X-gwm-577’nin daha diisiikk diizeyde sirasiyla
0,11, 0,11, 0,12 ve 0,13 genetik farklilasma degerlerine sahip oldugu gozlenirken,
sentromer telomer arasi ve subsentromer arasindaki bolgeleri taniyan sirasiyla X-
gwm-268, X-gwm-408, X-gwm-148 ve X-gwm-312°nin daha yiiksek diizeyde
sirastyla 0,16, 0,21, 0,17 ve 0,18 genetik farklilasma verilerine sahip oldugu

gozlendi.

Genetik cesitlilik verileri incelendiginde telomer ve sub-telomer bolgesi taniyan
sirastyla X-gwm-389 ve X-gwm-577 primerleri en diisiik diizeyde sirasiyla 0,87 ve
0,71 genetik cesitlilik degerlerini gdsterirken diger boélgeleri taniyan primerlerin
0,90°dan daha yiiksek genetik c¢esitlilik degerlerini gosterdi. Bunun nedeni biiyiik bir
olasilikla telomer ve sub-telomer bolgelerinin kromozom wuglarinda Onemli
islevlerinin olmasindan dolay1 genetik farklilasmaya esnek gosterilmesi acisindan

daha muhafazakar bir tutum sergilemesi ile iligkili olabilir.

Etkili alel sayis1 genetik ¢esitliligi 6l¢gmenin yollarindan biridir. Yerel emmer bugday
poplilasyonlarinda dokuz SSR primeri ile elde edilen etkili alel sayilar
popiilasyonlarda yiiksek diizeydeki genetik ¢esitliligi gostermektedir. Normal toplam
alel sayilarmin en yiliksek bolgelerin sub-sentromer ve sentromer telomer arasi
bolgeler oldugu tespit edildi. Bu da bize bu bolgelerin genetik cesitlilige 6nemli

etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Popiilasyon diizeyinde genetik cesitlilik verilerine bakildiginda toplam alel
sayilarinin biitlin popiilasyonlarda birbirine yakin c¢iktig1 gozlenirken, etkili alel
sayilarinin 6nemli sayilabilecek farkli bir aralikta (3,87 ile 7,87 arasinda) c¢iktigini
gosterdi. Gozlenen genetik ¢esitlilik degerlerine gore H popiilasyonunda en yiiksek
deger (0,24) gozlenirken, en diisiik deger L popiilasyonunda gézlendi. Buna karsin
beklenen genetik cesitlilik degerlerine gore degerlerine gore ise tam tersi bir durum

gozlendi. L, M ve N popiilasyonlarinin lokasyon orijinleri gen bankasi kayitlaria
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gore belli olmadigindan Tiirkiye olarak kayit edilmistir. Biiyiik bir olasilikla bu
popiilasyonlar farkli lokasyonlardan toplanan tohumlarin bulk haline getirilerek
saklanmasindan olusturulmus olabilir. Ozellikle L popiilasyonunda gdzlenen yiiksek
diizeydeki genetik ¢esitliligin nedenlerinden biri bu olabilir. Ayn1 sekilde genetik
uzaklik matrislerine baktigimizda L, M ve N popiilasyonlar1 ile diger populasyonlar
arasindaki degerlerin daha yiiksek oldugu gozlendi. Dendrogramda da benzer bir
durum gozlendi. L popiilasyonu diger popiilasyonlardan ayri gruplanirken digerleri

genetik uzaklik durumlarinda gore gruplandilar.

Genetik cesitlilik caligsmalarinda genetik faktorlerin belirlenmesi, belirli tiirler icin
yok olma riskinin ortadan kaldirmasini saglamaktadir. Buna gore c¢alismada
belirledigimiz en oOnemli faktoér, popiilasyonlar aras1t genetik ¢esitliligin
saptanmasidir. Popiilasyonlar arast genetik ¢esitliligin fazla olmasi halinde
popiilasyon segimi, genetik ¢esitliligin popiilasyon iginde fazla olmasi halinde ise
birey ve aile secimi 6nemli hale gelmektedir. Her 1ki durumda da uygun popiilasyon
ve genotipler secilerek 1slah ¢alismalarinda kullanilabilir. Buna gore incelendiginde
calisilan dokuz popiilasyon arasinda genetik c¢esitliligin dikkate deger diizeyde
oldugu belirlenmistir. Genetik c¢esitliligin fazla olmasi, popiilasyonun hastaliklara,
asirt  iklim degisikliklerine ve diger c¢evre sartlarina dayanikli genotipler

bulundurarak neslini devam ettirmesini saglamaktadir (Velioglu ve ark., 2002).

Popiilasyonlar aras1 ve popiilasyonlar i¢i genetik ¢esitlilik arastirmalarinda kullanilan
primer dizileri tespit ettikleri yiiksek polimorfizm oraninda etkili olarak
kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan SSR primerlerinin hepsi %100
polimorfizm gdstermistir. Sonuglar onceki yapilan ¢aligmalarla kiyaslandiginda, 15
iilkeden toplanan toplamda 87 Iran bugdayiyla yapilan ¢alismada polimorfik lokus
yiizdesi en yiiksek %71 olarak gozlenirken en diisiik %15 olarak tespit edilmistir
(Zhuang ve ark., 2011). Sonuglarin bu sekilde ¢ikmasinin bugdaym cografi yayilis
alaninin genis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Wang ve ark., 2007).
Calismamaizla ilgili sonuglar goz Oniine alindiginda bu primer dizilerinin bundan
sonra bugday veya yakin akrabasi olan tiirlerde yapilacak genetik cesitlilikle ilgili

calismalarda verimli bir sekilde kullanilabileceklerini ¢alismamizla kanitlanmis oldu.
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Popiilasyonlarin gen havuzlarinda paylastiklar1 ortak alel sayisi azaldik¢a genetik
farklilasma diizeylerinin arttifi gézlenmistir. Dogal popiilasyon formlarinin genetik
yapilarinin tespit edilmesi popiilasyon genetiginin 6nemli konularindan bir tanesidir
ve bulunan sonuglarin pek ¢ok uygulama alanlari vardir. Bunlar bitki ve hayvan
1slah1, evrimsel biyoloji, forensik korumadir. Popiilasyonlarin genetik yapisin

arastirma ¢alismalarinda ¢ogunlukla kullanilan yontem Fst (Wright, 1965) dir.

Bu ¢alismada popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklik (D), Nei (1972)’nin standart
genetik uzaklik hesaplama yoOntemine gore hesaplanmistir. Caligmada varilan
sonuclara gore genetik uzaklik degeri en yiiksek 2,69 iken en diisiik deger 0,46
olarak tespit edilmistir. Sonuglar Tiirkiye, Polonya, Giircistan’in da i¢inde bulundugu
toplamda 15 iilkede yetistirilen iran bugdaylari ile ilgili yapilan calismayla
kiyaslandiginda Tiirkiye de yetisen iran bugdayi ile Polonya da yetisen iran bugdayi
arasindaki genetik uzaklik degeri en yiiksek (0,8) ¢ikarken, Tiirkiye ile Giircistan’da
yetisen Iran bugdaylar arasindaki genetik uzaklik degeri en diisiik (0,059) ¢ikmustir
(Zhuang ve ark., 2011). Calismamiz ve daha onceki yapilan ¢aligmalardan ¢ikarilan
sonu¢ genetik uzaklik degerinin bugdaylarin yetistikleri bolgeler arasindaki
mesafeyle dogrudan ilgili oldugudur. Ciinkii Zhuang ve arkadaslar1 (2011) yaptig
calismada genetik uzaklik degerinin en fazla ¢iktig1 Tiirkiye ve Polonya’nin cografi
olarak birbirine en uzak, genetik uzaklik degerinin en az c¢iktigi Tirkiye ve
Gilircistan’in birbirine en yakin oldugu bu fikri destekler niteliktedir. Ancak Fahima
ve arkadaslart (1999, 2000) yabani bugday tohumlariyla yaptiklari g¢alismayla
alloenzim genetik uzakliginin cografyadan bagimsiz oldugunu belirtmislerdir.
Etiyopya tetroploid bugdayr (Yifru ve ark., 2006) ve diger farkli T. dicoccoides
bugday popiilasyonlarinda (Nevo ve ark., 1982) yapilan caligmalarda da cografi
uzaklikla genetik uzaklik arasinda herhangi bir baglanti bulunamamistir. Bu
bulgulara ragmen c¢alismamizda birbirine uzak olan sehirlerden alinan Ornekler
arasindaki genetik uzaklik degerinin yiiksek oldugu, birbirine yakin sehirlerden

alinan 6rnekler arasindaki genetik uzaklik degerinin ise diisiik oldugu bulundu.

Calismamizda saptanan genetik cesitlilik degerlerine bakildiginda bu degerlerin 0,93-
1 arasinda degisiklik gosterdigi ortalama genetik ¢esitlilik degerinin ise 0,98 oldugu

gozlenmistir. Sonuglar diger caligmalarla kiyaslandiginda onlara gore genetik
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cesitlilik degerinin oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir. Italya da yetistirilen
Triticum turgidum tiirlerinde 194 6rnegin 15 SSR primeri kullanilarak genetik
karakterizasyonun bulunmasi caligmasinda genetik cesitlilik degerleri 0,05-0,94
arasinda bulunurken ortalama genetik c¢esitlilik degeri 0,38 olarak gozlenmistir
(Figliuolo ve Perrino, 2003). Ayrica beklenen heterozigotluk degerini en yiiksek
0,25, en disik 0,12 ve ortalama 0,21 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada bulunan
heterozigotluk degerleri ise en yiliksek 0,97 en diistik 0,71 ve ortalama 0,90 olarak

bulunmustur.

Genetik akrabalik diizeylerinin incelendigi dendrogram sonuglarina bakildiginda
birbirine yakin olan popiilasyonlarin ayni grupta kiimelendikleri uzak olanlarin ise
farkli gruplarda kiimelendikleri goriilmektedir. Ortaya ¢ikan sonuglar daha once
yapilan  ¢alismalarla  kiyaslandiginda  sonucglarin  birbirleriyle  Ortiistiikleri

gbzlenmektedir.

Bu galigma Triticum turgidum subsp. dicoccon tiirlerinin genetik 6zelliklerinin ulusal
gen bankasinda temsil edilmesi agisindan 6nemlidir. Ayrica Tiirkiye’de Triticum
turgidum subsp. dicoccon’un genetigi ile ilgili SSR kullanilarak yapilmis kapsamli
bir ¢alisma bulunmadigindan ve galismamiz bir ilk niteligi tasidigindan bundan sonra
yapilacak caligmalar i¢in de Onciil niteligindedir. Bugdayin 6nemli 6zellikleri ve
diinya ekonomisindeki yeri dikkate alindiginda bu caligma kapsaminda elde edilen
veriler mevcut literatiire Onemli katkilar saglamakla birlikte mevcut gen

kaynaklarinin daha verimli kullanilmasina olanak saglayacaktir.

Tirkiye’de emmer (kaplica, gernik) bugdayr ekmeklik ve makarnalik kiiltiir
bugdaylarinin yetismedigi zorlu c¢evre kosullarinin bulundugu cografik bolgelerde
yetismektedir. Bu nedenle emmer bugdaylar1 ¢evresel kosullara ve cesitli zararlilara
kars1 dayaniklilikla ilgili 6nemli genlere sahiptir. Sonug olarak eko-cografik olarak
oldukca genis bir adaptasyon Ozelligine sahiptir. Kiiciik ciftciler emmer bugdayim
uzun yillardan beri yetistirdiklerinden kendine ozgii bir gen kaynagini
olusturmuslardir. Ciftgiler bu bugdaylar1 yetistirdiklerinde bunun bir kismin
tohumluk olarak ayirmakta geri kalanini ise hayvan yemi, yerel gida {iriinleri (bulgur,
kuskus vb.) yapmakta kullanmaktadirlar. Ciftciler bazen kendi tohumlar ile komsu

ciftcilerden aldiklar1 tohumlar1 karistirarak kendi tohumlarini genetik cesitlilik
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bakimindan da zenginlestirmektedir. Tiirkiye’de 8 Kasim 2006 yilinda ¢ikarilan ve
26340 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan 553 sayili Tohumculuk Kanunu geregi
ciftciler yetistirdikleri bu bugdaylar1 satamiyorlar. Satis1 oldugu takdirde 6nemli
cezai yaptirimlar uygulanmaktadir. Devlet sertifikali tohumlart korumak ve
gelistirmek adina ¢ok degerli ve onemli yerel bugdaylarin gen kaynaklarinin yok
olmasma neden olmaktadir. Ciinkii bu bugday:1 {ireten c¢iftciler dar gelirli aileler
olduklarindan geg¢imlerini saglamak i¢in mevsimlik is¢i olarak biiyiik sehirlere gog
etmektedir ve sonug olarak giiniimiizde emmer bugday tarimi nerede ise tiikkenmek
tizeredir. Nihai sonuca baktigimizda ise ¢esitli sosyal, ekonomik ve kiiltiirel sorunlar

ortaya ¢ikmaktadir.

Italya’da yerel bugdaylardan iiretilen iiriinlerden yapilan gida iiriinlerinin satildig
kiigiik bir pazar olusturulmustur. Emmer bugdayinin iiretildigi tarim alanlar1 organik
tarima da uygundur. Son zamanlarda popiiler hale gelen organik {irlinlere olan ilgi
yerel emmer bugday triinlerini de kapsayacak sekilde bir pazar olusturularak bu
ciftcilerin  yasadiklart yerleri terk etmeden gecimlerini saglayabilecekleri
Italya’dakine benzer bir Pazar olusturulabilir. Boylece yerel emmer bugdaylarmin
tarlada tiretimi (on farm conservation) yapilarak genetik kaynak olarak koruma altina
alinmalar1 ile hem genetik g¢esitlilik diizeylerinin hem de evrimsel siireglerinin
devamlilig1 saglanabilir. Yerel emmer bugdaylar1 nerdeyse yok olmak tizeredir. Bu
onemli genetik kaynaklarmm hem on farm hem de ex situ koruma altina alinmalari
gerekmektedir. Ciinkii bugday kendi kendine tozlasan bir bitki tiirii oldugundan
zaman i¢inde kendilesmeden kaynakli olarak kalite ile ilgili ozelliklerini
kaybetmektedir. Bugdayin yabani ve yerel akrabalariin sahip olduklar1 kalite ve
diger ozelliklerle ilgili genetik kaynaklari kiiltiir formlarmin gelistirilmesinde ve

1slah ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
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EK-1. Alel frekans1 degerleri

Cizelge E 1.1. B popiilasyonunun alel frekansi

59

X- gwm-

Alel/

lokus 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 0.40 0.10 0.38 0.40 0.20 0.14 0.10 0.10 0.13
2 0.20 0.10 0.26 0.10 0.10 0.14 0.10 0.10 0.13
3 0.20 0.10 0.13 0.05 0.30 0.14 0.30 0.10 0.13
4 0.10 0.10 0.13 0.05 0.40 0.14 0.10 0.13
5 0.10 0.10 0.13 0.10 0.14 0.10 0.13
6 0.10 0.10 0.14 0.10 0.13
7 0.30 0.20 0.14 0.10 0.13
8 0.10

Cizelge E 1.2. D popiilasyonunun alel frekansi

X-gwm-

Iﬁ Ledg 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 0.20 0.20 0.25 0.20 0.10 0.26 0.10 0.10 0.26
2 0.10 0.20 0.25 0.10 0.20 0.26 0.10 0.10 0.26
3 0.10 0.10 0.25 0.50 0.10 0.26 0.10 0.10 0.26
4 0.10 0.10 0.25 0.10 0.40 0.26 0.10 0.10
5 0.20 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
6 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
7 0.10 0.10 0.40 0.10
8 0.10 0.10 0.10
9 0.10
10 0.10




Cizelge E 1.3. | popiilasyonunun alel frekansi
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X-gwm-

Iﬁl'(eljg 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 010 030 029 040 030 043 070 030 014
2 010 010 014 005 020 043 010 010 043
3 010 010 029 010 020 014 010 010 014
4 030 010 014 030 010 010 020 029
5 040 020 014 010 0.0 0.10
6 0.10 005  0.10 0.05
7 0.10 0.05
8 0.10

Cizelge E 1.4. H popiilasyonunun alel frekansi

X-gwm-

QEL’S 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 010 040 025 030 050 025 050 040 067
2 020 010 025 020 010 025 010 010 033
3 040 010 025 020 010 025 010 0.0
4 010 010 025 010 010 025 010  0.10
5 010 0.0 010  0.20 010  0.10
6 010 0.0 0.10 010  0.10
7 0.10 0.10




Cizelge E 1.5. K popiilasyonunun alel frekansi

61

X-gwm-

A 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 0.20 0.60 0.14 0.10 0.40 0.29 0.50 0.70 0.33
2 0.10 0.10 0.14 0.40 0.10 0.14 0.10 0.10 0.17
3 0.10 0.10 0.14 0.05 0.20 0.14 0.10 0.10 0.17
4 0.10 0.10 0.14 0.05 0.10 0.14 0.10 0.10 0.17
5 0.30 0.10 0.14 0.10 0.10 0.14 0.10 0.17
6 0.10 0.29 0.10 0.10 0.14 0.10
7 0.10 0.10
8 0.05
9 0.05

Cizelge E 1.6. L popiilasyonunun alel frekansi

X-gwm-

Alel/

lokus 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 0.10 0.10 0.17 0.20 0.40 0.17 0.10 0.10 0.33
2 0.10 0.10 0.08 0.10 0.05 0.17 0.10 0.10 0.17
3 0.10 0.20 0.08 0.10 0.10 0.17 0.05 0.10 0.17
4 0.10 0.05 0.17 0.10 0.10 0.17 0.05 0.10 0.17
5 0.10 0.05 0.17 0.10 0.10 0.17 0.10 0.10 0.17
6 0.10 0.10 0.08 0.10 0.10 0.17 0.10 0.10
7 0.10 0.10 0.08 0.10 0.10 0.10 0.10
8 0.10 0.10 0.17 0.05 0.05 0.10 0.10
9 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
10 0.10 0.10 0.05 0.10 0.10
11 0.05
12 0.05




Cizelge E 1.7. M popiilasyonunun alel frekansi
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X-gwm-

A 18 e01 312 389 148 268 577 186 408
1 020 040 017 020 030 017 010 040 033
2 010 010 017 010 020 017 070 010 050
3 010 010 017 010 010 017 010 010 017
4 040 010 017 020 020 017 010 0.10
5 010 020 017 010 010 017 0.10
6 010 010 017 010 010 017 0.10
7 0.20 0.10

Cizelge E 1.8. N popiilasyonunun alel frekansi

X-gwm-

SII(eJ{s. 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 060 010 033 020 010 022 070 040 013
> 020 030 011 030 010 011 010 010 013
3 010 010 011 040 040 022 010 010 013
4 010 010 011 010 010 011 010 010 0.3
5 010 011 010 011 010 013
6 010 011 010 011 010 013
7 010 011 010 011 010 013
8 0.10




Cizelge E 1.9. P popiilasyonunun alel frekansi
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X-gwm-

Iﬁl'(eljg 18 601 312 389 148 268 577 186 408
1 030 020 029 010 020 014 050 030 017
2 010 020 014 050 010 014 010 020 017
3 020 010 014 010 010 014 010 010 017
4 010 010 014 010 010 014 010 010 017
5 005 010 014 010 010 044 010 010 017
6 005 010 014 010 010 014 010 010 017
7 010 010 010  0.14 0.10
8§ 010 0.0 0.10
9 0.10




EK-2. Genetik ¢esitlilik

Cizelge E 2.1. B popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N N, Ne H. Nei

X-gwm-18 10 5 3,85 0,78 0,74

X-gwm -601 10 8 6,25 0,88 0,84

X-gwm -312 8 5 4 0,80 0,75

X- gwm -389 10 7 426 0,81 0,77
10

X-gwm -148 4 3,33 0,74 0,70
7

X- gwm -268 7 7 0,92 0,86
10

X-gwm -577 3 152 0,36 0,34

X- gwm -186 10 8 6,25 0,88 0,84

X- gwm -408 8 7 6,40 0,90 0,84
9

Ortalama 6 476 0,79 0,74

Stand.sap 1,80 182 017 0,16




Cizelge E 2.2. D popiilasyonunun genetik ¢esitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 8 714 091 0,86
X- gwm -601 10 8 714 091 0,86
X-gwm -312 4 4 4 0,86 0,75
X- gwm -389 10 5 3,13 0,72 0,68
X-gwm -148 10 6 417 0,80 0,76
X-gwm -268 4 4 4 0,86 0,75
X-gwm -577 10 7 455 0,82 0,78
X-gwm -186 10 10 10 0,95 0,90
X- gwm -408 4 3 2,67 0,71 0,63
Ortalama 8 6,11 520 0,84 0,77
Stand.sap 232 239 0,08 0,09
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Cizelge E 2.3. | popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 5 3,57 0,76 0,72
X- gwm -601 10 7 556 0,86 0,82
X-gwm -312 7 5 445 0,84 0,78
X- gwm -389 10 6 3,64 0,76 0,73
X-gwm -148 10 6 5 0,84 0,80
X-gwm -268 7 3 2,58 0,66 0,61
X-gwm -577 10 4 192 051 0,48
X-gwm -186 10 8 571 0,87 0,83
X- gwm -408 7 4 3,27 0,75 0,69
Ortalama 9 533 397 0,76 0,72
Stand.sap 1,58 1,31 0,12 0,11
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Cizelge E 2.4. H popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 6 4,17 0,80 0,76
X- gwm -601 10 7 455 0,82 0,78
X-gwm -312 4 4 4 0,86 0,75
X- gwm -389 10 6 5 0,84 0,80
X-gwm -148 10 5 5 0,72 0,68
X- gwm -268 8 4 4 0,86 0,75
X-gwm -577 10 6 3,33 0,74 0,70
X-gwm -186 10 7 455 0,82 0,78
X-gwm -408 6 2 1,80 0,53 0,44
Ortalama 8 5,22 3,84 0,78 0,72
Stand.sap 1,64 09 0,10 0,11
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Cizelge E 2.5. K popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 7 556 0,86 0,82
X- gwm -601 10 5 250 0,63 0,60
X- gwm -312 7 6 544 0,88 0,82
X- gwm -389 10 9 477 0,83 0,79
X-gwm -148 10 6 417 0,80 0,76
X-gwm -268 7 6 544 0,88 0,82
X-gwm -577 10 6 3,33 0,74 0,70
X-gwm -186 10 4 192 051 0,48
X- gwm -408 6 5 450 0,85 0,78
Ortalama 9 6 4,18 0,78 0,72
Stand.sap 1,41 1,34 0,13 0,12
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Cizelge E 2.6. L popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 10 10 0,95 0,90
X- gwm -601 10 10 870 093 0,89
X-gwm -312 6 8 720 0,94 0,86
X- gwm -389 10 10 870 093 0,89
X-gwm -148 10 8 4,65 0,83 0,79
X-gwm -268 6 6 6 0,91 0,83
X-gwm -577 10 12 11,11 0,96 0,91
X-gwm -186 10 10 10 0,95 0,90
X- gwm -408 6 5 4,50 0,85 0,78
Ortalama 8,5 8,78 7,88 0,92 0,86
Stand.sap 2,22 241 0,05 0,05
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Cizelge E 2.7. M popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 6 417 0,80 0,76
X- gwm -601 10 6 417 0,80 0,76
X-gwm -312 6 6 6 0,91 0,83
X- gwm -389 10 7 6,25 0,88 0,84
X-gwm -148 10 6 5 0,84 0,80
X-gwm -268 6 6 6 0,91 0,83
X-gwm -577 10 4 1,92 0,51 0,48
X-gwm -186 10 7 4,55 0,82 0,78
X- gwm -408 6 3 2,57 0,67 0,61
Ortalama 8,5 5,67 451 0,79 0,74
Stand.sap 1,32 152 0,13 0,12
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Cizelge E 2.8. N popiilasyonunun genetik ¢esitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 4 2,38 0,61 0,58
X- gwm -601 10 8 6,25 0,88 0,84
X-gwm -312 9 7 5,40 0,86 0,81
X- gwm -389 10 4 3,33 0,74 0,70
X-gwm -148 10 7 4,55 0,82 0,78
X-gwm -268 9 7 6,23 0,89 0,84
X-gwm -577 10 4 1,92 0,51 0,48
X-gwm -186 10 7 4,55 0,82 0,78
X- gwm -408 8 8 8 0,93 0,88
Ortalama 9,5 6,22 4,73 0,78 0,74
Stand.sap 1,72 1,97 0,14 0,13
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Cizelge E 2.9. P popiilasyonunun genetik cesitlilik verileri

Lokus N Na Ne He Nei
X-gwm-18 10 8 571 0,87 0,83
X- gwm -601 10 8 7,14 0,91 0,86
X-gwm -312 7 6 5,44 0,88 0,82
X- gwm -389 10 6 3,33 0,74 0,70
X-gwm -148 10 9 8,33 0,93 0,88
X-gwm -268 7 7 7,00 0,92 0,86
X-gwm -577 10 6 3,33 0,74 0,70
X-gwm -186 10 7 5,56 0,86 0,82
X- gwm -408 6 6 6 0,91 0,83
Ortalama 9 7 5,76 0,86 0,81
Stand.sap 1,12 1,66 0,07 0,07
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EK-3. Kullanilan kimyasal malzeme ve tampon ¢ozeltiler
DNA izolasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanisi
1M Tris-HCI (Tris-hidroklorik asit) Cozeltisinin Hazirlanisi

DNA izolasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilir. 12,11 g tris-base tartilir ve
100 mL'lik bir cam beherin i¢cinde 70 mL saf su ile ¢ozdiiriiliir. Cozeltinin pH'st
plastik bir pastor pipeti kullanilarak HCI ile pH 8’e ayarlanir ve son hacim 100
mL'yesaf su ile tamamlanir. Cozeltinin pH's1 son kez Olciiliir ve otoklavda steril

edilir. Cozelti stok olarak saklanir.

HACIM 100 mL
Tris-base 12,11 ¢
dH,0 70 mL

0,5 M EDTA (Ethylenediaminetetra-acetic acid disodium salt) Cozeltisinin
Hazirlamisi

DNA izolasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilir. 18,6 g EDTA tartilip 500
mL'lik bir cam beherin i¢ine konulur. Behere yaklasik 70 mL saf su eklenir. Beher
manyetik karistiricinin lizerine yerlestirilir.¢6zeltinin pH degerini 8’e ayarlamak i¢in
cozeltiye NaOH tabletleri eklenir. Eger NaOH eklenmezse EDTA ¢6zlinmez ve
bulanik beyaz renkli bir siispansiyon gibi goriiniir. pH 8’e yaklastiginda ¢ozelti
berraklasmaya baglar. pH kagitlar1 ile degeri arada bir dlcerek pH 8’e ayarlanir.
Cozelti tamamen berraklasinca ¢ézelti 100 mL'lik dereceli silindire bosaltilir ve son
hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlanir ve pH son kez dlgiiliir. Cozelti otoklavda

sterilize edilir ve stok ¢ozelti olarak saklanir.

HACIM 100 mL

EDTA 18,6 g
deO 70 mL
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5 M NaCl (Sodyum Kloriir) Cozeltisinin Hazirlanisi

DNA izolasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilir. 29,22 g NaCl tartilip 500
mL'lik bir cam behere konulur, iizerine 70 mL saf su eklenir. Manyetik karistiricinin
lizerine yerlestirilir ve biraz 1sitilarak ¢oziinmesi saglanir. Son hacim 100 mL

oluncaya kadar saf su eklenir. Cozelti otoklavda sterilize edilir ve stok ¢ozelti olarak

saklanir.

HACIM 100 mL
NaCl 29,22 g
dH,0 70 mL

DNA izolasyon Cozeltisinin Hazirlanisi

HACIM 100 mL

Sorbitol 0,35 M (12,75 g)
1 M Tris-HCI (pH 7,5) 0,1 M (20 mL)
0,5 M EDTA 5mM (2 mL)
dH,0 150 mL

Kloroform-izeamil Alkol (24:1) Karisiminin Hazirlanis:

DNA izolasyon basamaklarinda kullanilir. 1 L kloroform sisesi lizerine 42 mL

izoamil alkol eklenerek hazirlanir.

1XTE Cozeltisinin Hazirlanmisi

HACIM 100 mL
1 M Tris 100 mM (10 mL)
0,5MEDTA 10 Mm (2 mL)

dH,0 70 mL
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50X TAE Cozeltisinin Hazirlanisi

Hazirlanan bu ¢ozelti elektroforez isleminde elektroforez tamponu olarak kullanilir.
242 g Tris-base tartilir. Cam bir beherin iginde 500 mL dH,O ile ¢oziliir. Bu
¢ozeltiye 100 mL, 0,5 M EDTA (pHS) ve 57,1 mL glasiyel asetik asit eklenir. Beher
manyetik karistiricinin  ilizerine yerlestirilir ve karigimin tamamen ¢dziinmesi
beklenir. Karisim tamamen ¢o6ziindiikten sonra son hacim 1L’ye dH,O ile

tamamlanir. 1X seyreltilerek kullanilir.

HACIM 1000 mL
Tris 242 g
0,5MEDTA 100 mL
Glasiyel asetik asit 51,7 mL
dH,0 500 mL

Etidyum Bromidin Hazirlanis1 (sigma) (10 mg/mL)

Bu madde DNA’nin UV 15181 altinda goriintiilenmesini saglamak i¢in agaroz jel
¢ozeltinin icine eklenir. 100 g etidyum bromid, 100 mL dH,O icinde ¢ozdiiriiliir.

+4°C’ta siyah renkli veya tizeri aliminyum folyo ile kapl bir sisede saklanir.
Ornek Yiikleme Tamponunun hazirlamsi (6X LB)

Bu ¢ozelti DNA orneklerinin agaroz jel iizerinde hareketlerini gézlemek i¢in 6rnekle
karistirllarak kullanmilir. 50 mL'lik bir plastik tiipe 25 mL gliserol, 25 mL 1X TE
konulduktan sonra tiipe ¢cok az miktarda bromo fenol mavisi eklenir. Tiipiin kapagi
kapatilip hafifce c¢alkalanir. Bromofenol mavisinin homojen olarak dagilmasi

saglanir (% 50 gliserol/1X TE 1:1). +4°C’ta uzun siire saklanir.
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