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OZET

AKDENIZ BOLGESINE UYGUN EKMEKLIK BUGDAYLARDA
(Triticum aestivum L.) D-GENOMUNDAKI DEGISIMLERIN SSR
MARKORLERI YOLUYLA BELIRLENMESI

Bugday diinyada en yaygin ve Kkiiltiire aliman en 6nemli bitkilerden biridir.
Akdeniz Bolgesine uygun ekmeklik bugdaylarin D-genomundaki degisimlerin SSR
markorleri yoluyla belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada bitki materyali olarak
biri mutlak kislik olmak tizere 33 adet ekmeklik bugday, bir adet makarnalik bugday ile
D-genomu donéri olan Ae. tauschii kullanilmistir. Bugdaymn D-genomuna 6zel 7 adet
kromozomu temsilen 14 adet SSR markdriiniin kullanildigr populasyonda SSR’larin
timi en az bir bireyde PCR fiiriinii iiretmis ve polimorfik bulunmustur. Bunlardan 42
lokus ve her lokusta 40,93’lik ortalamayla toplam 573 adet bant elde edilmistir. En
fazla bant Greten primer WMC48 (137 adet) olurken, en az bant treten primer BARC98
(7 adet) olmustur.

Polimorfizm seviyesini goOsteren polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri 0,41
ortalamayla 0,217- 0,500 arasinda degiskenlik gdstermistir. Kullanilan populasyon igin
genetik benzerlik katsayis1 0,31 ile 0,98 arasinda degismistir. Bu c¢alismada, SSR
verilerine dayanarak yapilan UPGMA kiumeleme analizinde Ae. tauschii, makarnalik
Bagacak ve kiglik Bayraktar-2000 diger gesitlerden genetik olarak ayri gruplanmuistir.
Ekmeklik bugdaym D-genom donérii ayr1 bir grup olusturmus olup diger ¢esitlerden
ayr1 olarak smiflandirilmistir. Diger ¢esitler de 6 alt grupta kiimelenmis olup Amik
Ovasinda adapte olma yetenegine sahip cesitler 4 alt grupta toplanmistir. Bu sonuglara
gore birbirine en yakin gesitler Nurkent ve Tahirova—2000; Galil, Dariel ve Kasifbey—
95; Yiiregir-89 ve Cumhuriyet-75; izmir-85 ve Basribey-95 olmustur. Calisma
sonuglari, bugdayin D genomundaki varyasyonun goreceli olarak var oldugu ve bu
varyasyonun ekmek kalitesini artirmada kullanilabilecegini gostermistir.

2009, 41 sayfa

Anahtar Kelimeler: Genetik ¢esitlilik, bugday, D-genomu, dendogram, SSR



ABSTRACT

IDENTIFY VIA SSR MARKERS CHANGES IN D-GENOME OF
APPROPRIATE BREAD WHEATS (Triticum aestivum L.) TO
MEDITERRANEAN REGION

Wheat is one of the most widespread and cultivated crop plants. The objective of this
study was to determine genetic diversity of D-genome of bread wheat adapted to
Mediterranean Region of Turkey. The plant population was comprised of 32 alternative
or spring wheat cultivars, one winter wheat, one durum wheat and Aegilops tauschii D-
genome donor of bread wheat. The population was screened with 14 group D specific
SSR markers, representing 7 chromosomes. All the primers produced bands at least on
one sample and therefore all the primers were polymorphic. Fourteen primers produced
Forty-two loci and a total of 573 bands were obsreved with average of 40.93 per locus.
Most bands were produced by WMC48 while the least was by BARC98.

Polimorphism information content (PIC) values were ranged form 0.217- 0.500
with an average of 0.41. Genetic similarity value for the population used in this study
was ranged from 0.31- 0.98. Based on SSR results, UPGMA Cluster Analysis
drastically discriminated Ae. tauschii, Bagacak and Bayraktar-2000 from other bread
wheat cultivars. D-genome donor of bread wheat was separated from other cultivars.
Other cultivars were classified under 6 groups of which 4 involved those possible to
adapt to Amik Plain. According to D-genome SSR analysis, the closest cultivars were
Nurkent and Tahirova—2000, Galil and Kasifbey—95, Yiiregir—89 and Cumhuriyet-75,
Izmir-85 and Basribey—95. The results suggested that wheat population used in this
study was relatively diverse and it is possible to utilize them to increase the quality of
bread wheat.

2009, 41 pages

Key words: Genetic diversity, wheat, D-genome, dendogram, SSR
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1. GIRIS

Bugday diinyada en yaygin olarak bulunan 6nemli kultir bitkilerinden biridir.
Piring ve misirdan sonra Uretimde iicilincii olan bugdayin kiiresel tiiketimi gegtigimiz
yillarda siirekli artmistir (Foreign Agricultural Service, 2002). Bugday diinya niifusunun
% 35’e yakininin temel besin kaynagini olusturmaktadir. Besleyici, depolamasi ve
tagimasi kolay olup bir¢cok gida maddesinin de temel kaynagini olusturmaktadir. Gelisen
teknolojiyle birlikte biyoteknolojik yontemlerinde kullanilmasiyla bugdayda iiriin
siirlarinin artacagi diisiiniilmektedir (Dreisigacker ve ark. 2004).

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L., 2n= 6x= 42, AABBDD) allohekzaploid
bir tir olup ¢ farkli diploid genomun bir araya gelmesiyle meydana gelmistir
(Sekill.1). Bunlardan A-genomu dondrt Triticum urartu (AA, 2n=14, Dvorak ve ark.
1988, 1993), B-genomu dondru Aegilops speltoides (BB, 2n= 14; Dvorak ve Zhang,
1990), ve D-genomu dondrii Aegilops tauschii (DD, 2n=14, Dvorak ark. 1998) olarak
belirlenmistir. Ae. tauschii, hastalik, nematod, bocege dayaniklilik ve ekmeklik

kalitesini artiran genlerin dnemli bir kaynagidir (Naghavi ve ark. 2009).

Diploid Tetraploid Hexaploid
2n=2x=14 2n=4x =28 2n=6x =42
T. monococcum L. { AA) T. rurgidum L. (AABB) T. aestivam L. (AABBDD) [
T. wrartu (AA) J l T. speltoides (BB) ‘ ‘ T. tauschii (DD)

Sekil 1.1. Bugdayin genom yapisi (Heyns, 2005)’ten degistirilmistir.

Ekmeklik bugdayin orijinindeki “darbogaz” etkisi ve uzun bir 1slah siireci bu

tiirtin dar bir genetik zemine oturmasina yol agmistir (Talbert ve ark. 1998; Bryan ve



ark. 1999). ilave olarak, yaygin bir sekilde kullanilan iyi kombine olma yetenegine
sahip dolleyicilerle cesit gelistirme, modern kiiltiirlerde azalmis bir genetik varyasyona
yol agmaktadir (Rodgers ve ark. 1983). Dar bir genetik havuzdan seg¢ilme olasiligi bu
nedenle azalmakta, buna karsin iiriine karsi gelisen risk faktorleri artmaktadir. Bazi
endemik ¢esitler genetik tekdiizeliginden dolayr hastalik ve zararlilar gibi risk
faktorlerinden olumsuz olarak etkilenmektedir. Bu durum, bilim adamlarinin ekonomik
Ooneme sahip bitkilerin genetik zeminlerini gelistirmeye zorlanmaktadir. Tiirler i¢indeki
varyetelerin benzerlik veya farklilik tahminleri morfolojik ve biyokimyasal genetik
markorlere, nicelik 6zelliklerine veya soy agaci analizine dayandirilabilir (El-Kassaby,
1982). Soy agaci analizleri soy agact bilindiginde kendine dollenen bitkilere kolaylikla
uygulanabilir. Bugdayin genetigi iizerine birgok iilkede ¢alisma yapilmistir. Ulkemizde
de buna benzer c¢alismalar vardir. Bugday cesitlerinin genetik sicilinin daha iyi
anlasilmasi1 gelecek melezleme programini planlamaya ve g¢evresel faktorlerden dolay:
riski azaltmaya yardim edecektir (Zencirci, 1998).

Islah ¢alismalarinda temel amag, bitkilerin genetik yapilarinda gergeklestirilecek
degisiklik ile ortaya ¢ikacak varyasyondan yararlanarak yapilacak seleksiyon yoluyla
daha kaliteli, yiiksek verimli, hastalik ve zararlilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi
yiikksek olan yeni cesitlerin miimkiin oldugunca kisa siirede elde edilmesidir. Bitki
1slahinda melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun etkinligi artirilmaya
calisilmaktadir. Bunlar ¢ok uzun zaman alan, zahmetli ve yiiksek maliyet isteyen
islemlerdir. Bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun bi¢cimde yonlendirilmesi
acisindan son yillarda protein ve DNA markorleri gibi molekiiler markorlerin gerek
arastirma gerekse uygulamada kullanimi biiyiik 6nem kazanmakta ve bitki 1slahinda
bunlardan yararlanma olanaklar1 arastirilmaktadir. Molekiiler markorlerden genel olarak
kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slahinda siireyi kisaltarak maliyetleri diisiirmekte ve
seleksiyonda, genetik ve baglilik haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasi ve korunmasinda,
genotipler arasi uzakligin belirlenmesinde de yararlanilmaktadir (Bilgin ve Korkut,
2005). Bununla birlikte, Diinya’da ve tilkemizde yapilan 1slah ¢alismalariyla gelistirilen
cesitlerin iireticiye aktarilmasinda ve iireticinin ¢esit seciminde zorluklar yaganmaktadir.
Cesit tescil ve sertifikasyonunda, stabil yiiksek verimli ve kaliteli cesitlerin

belirlenmesinde tarla denemeleri ve laboratuar testleri yaninda molekiiler markorler



ozellikle DNA markorlerinin kullanilmasi ile bu sorunlar1 agsmak olasidir (Bilgin ve
Korkut, 2005).

Genetik ¢esitliligin tahmini i¢in gereken unsurlar; pedigri kayitlari, morfolojik
Ozellikler veya molekiiler markorler seklinde farklilasabilir. Bugdayla calisan pek c¢ok
bilim adami farkli molekiiler markor sistemlerinden Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ve DNA dizisinin
polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism=SNP) kullanarak bugdayin genetik
cesitliligini arastirmiglar, ancak bu sistemler Ozellikle kiiltiir hatlar1 veya cesitleri
arasindaki polimorfizmi diisik seviyelerde gostermis veya tekrarlanabilirlikleri az
bulunmustur (Salem ve ark. 2008; Naghavi ve ark. 2009). Fakat mikrosatellitler olarak
da adlandirilmakta olan basit dizi tekrarlar1 (SSR= Simple Sequence Repeat)
kromozomlarda yaygin bulunusundan, kromozoma 6zel oluslarindan ve cok allelli
(multiallel) olmalarindan dolay1 bugday ¢esit veya hatlar1 arasindaki genetik varyasyon
ve cesitliligin belirlenmesi i¢in en uygun markorlerden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Roder ve ark. 1998 a, b). Mikrosatellit markorler bugdayda markor destekli seleksiyon
(Marker Assisted Selection= MAS), nicelik o6zellikli bolgeler (Quantitative Trait
Locus= QTL)’in belirlenmesi ve dayaniklilik genlerinin etiketlenmesi i¢in
kullanilmaktadir. Bu markoérler ayn1 zamanda hekzaploid bugday cesitlerindeki kadar
ekmeklik bugdayin D- genomunun dondri olan Aegilops tauschii (Pestsova ve ark.
2000) ve tetraploid yabani bugday Triticum dicoccoides’in kalitiminda ve diploid tiirler
arasindaki polimorfizmi yiiksek derecelerde gostermektedir (Huang ve ark. 2002).

Amik ovasinda yetistirilen ekmeklik bugday ¢esitleri bir¢ok 1slah
programlarinda yer almasina ragmen bu ¢esitler arasinda genomik benzerlige molekiler
seviyede 1s1k tutacak calismalarin sayisi olduk¢a sinirlidir. Bugday genomuna ait SSR
markorlerin tarafindan tespit etmesiyle artik bu tiir ¢alismalarin hekzaploid bugdayda da
yapilmasi miimkiin olabilmektedir (Roder ve ark. 1998b). Bugday delesyon hatlarinda
(Endo ve Gill, 1996) SSR markorlerinin haritalanmasi sonucunda birgok SSR
markdriiniin fiziki lokasyonu belirlenmistir (Song ve ark. 2005). Bu ¢alismamizda,
Amik Ovasinda yaygin olarak yetistirilen ekmeklik bugday cesitlerinin, D-genomundaki
benzerlikler veya farkliliklar bugday D-genomunda fiziki konumu belirli SSR
markorleri kullanilarak ortaya konulacaktir. Calismada ayrica diploid dondr A. tauschii,

tetraploid durum bugday1 olarak Bagacak ¢esidi ve kislik olarak yetistirilen Bayraktar-



2000 cesidi de kullanilarak tiirler arasi benzerlikler de arastinnlmistir. Boylece
muhtemelen ekmeklik kalitesini gelistirebilecek varyasyonlarn gozlenmesi mimkin

olabilecektir.



2. ONCEKi CALISMALAR

Naghavi ve ark. (2009)’da SSR markorlerini kullanarak 52 T. aestivum ve
[ran’m cesitli bolgelerinden topladiklar1 13 Aegilops tiirii arasindaki D-genomunun
genetik iligkisini belirlemeye ¢alismislardir. Bu ¢alismalarinda 7 D-genomu kromozomu
tizerindeki ¢esitli lokasyonlardan elde ettikleri 21 SSR primeri ile polimorfizmi
belirlemislerdir. Toplam 273 adet allel belirlenmis ve en yiiksek genetik cesitlilik Ae.
crassa ile Ae.tauschii arasinda elde edilmistir. En diisiik genetik mesafe Ae. tauschii ile
Ae. cylindrica’da olmustur.

ZhongFu ve ark. (2003), bugdayda SSR markérleriyle belirlenen D-genomunun
genetik cesitliligi lizerine olan ¢alismalarinda 17 kislik ve 6 yazlik bugday kiiltiirli veya
hatt1 kullanilmistir. D-genomuna 6zel 23 SSR primeri secilmistir. Her lokusta 2.9 allel
ortalamasiyla 65 allel belirlenmistir. Kigslik bugday kiiltiirlerindeki ortalama genetik
mesafe (0,4504) ve belirlenen allellerin (60) sayis1 yazlik bugday kiiltiirlerininkinden
(48 ve 0,3449) daha yiiksek olmustur. D-genomunun genetik tabani oOzellikle 1D
kromozomundaki ¢ok kisitli oldugu belirlenmistir.

CIMMYT’ ten elde edilen hekzaploid bugdaydaki SSR markdrleriyle belirlenen
D-genomunun genetik ¢esitliligi {izerine yapilan baska bir ¢caligmada ZhongFu ve ark.
(2002) 26 hekzaploid bugdaydaki D-genomunun genetik ¢esitliligini arastirmislardir. D-
genomuna 0zel 23 primer se¢ilmis ve bunlarin 22’si polimorfik bant tiretmistir. Her
lokusta 4 allell, 23 lokusta toplam 92 allel belirlenmistir. Bulunan 92 allel Nei
(1972)’nin benzerlik indeksi ve genetik mesafesini hesaplamakta kullanilmistir.
Ekmeklik 26 bugday arasindaki genetik mesafe ortalama 0,496 olmustur.

Lelley ve ark. (2000), tarafindan uretilen mikrosatellitler kullanarak bugdayin D-
genomu ve Ae. tauschii arasindaki iliskinin belirlenmesini amagladiklar1 ¢alismalarinda;
60 Ae. tauschii ve 60 hekzaploid bugday c¢esidi ve 14 bugday SSR primeri
kullanmiglardir. Ae. tauschii ve bugdayda sirasiyla her lokusta 6,5 ve 4,0’lik
ortalamalarla allel sayilar1 belirlenmistir.

Bilgin ve Korkut (2005), baz1 ekmeklik bugday ¢esit ve hatlarinin genetik
uzakliklarinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismalarinda; 10 baz uzunlugunda 10

RAPD primerinden en iyi sonucu veren 5’ini degerlendirmislerdir. Primerler genel



olarak 2-11 adet arasinda bant iiretmistir. Ekmeklik bugday ¢esitleri arasinda en diisiik
benzerlik oran1 0,365 olurken, en yiiksek benzerlik orani 0,946 olmustur. Meydana
gelen dendograma gore Sana ve Flamura-80, Miryana ve ISWYN-29, ME-2 (51) ve
IBWSN-58, Prostar ve Pehlivan, IBWSN-69 ve Mv-17 ve ISWYN-24 ve Saraybosna
birbirine yakin akraba; Kate A-l ve IBWSN-62 en uzak akraba genotipler olmuslardir.

Hirvatistan orijinli 14 ekmeklik bugday hattinda RAPD teknigi kullanilarak
morfolojik &zellikler ve pedigri kayitlarint kullanarak, iki farkli bugday 1slah
merkezinde gelistirilen cesitlerin arasindaki genetik farkliligin ortaya ¢ikarilmasi
amaciyla Maric ve ark. (2004) tarafindan yapilan g¢alismada 36 RAPD primeri
denenmistir. Bu primerlerin polimorfik bulunanlarindan 14’ toplam 341 polimorfik
bant liretmistir.

Gen bankalarinda yanlis siniflandirilmis materyalin tespiti i¢in yapilan bir
calismada; RAPD markorleri kullanilmis ve teshis edilemeyen 12 T. macha veya T.
spelta genotipi ile kontrol olarak birer adet T. dicoccoides, T. monococcum ve T.
timopheevii’yi kullanmistir. Arastirma sonuglarina gore 5 genotipin T. dicoccoides
grubunda, 1 genotipin T.timopheevii grubunda ve 6 genotipinde T. monococum
grubunda oldugu belirlenmistir. Yine bu calismada 1 RAPD isaretleyicisinin D-
genomuna spesifik olarak bulundugu ve RAPD molekiler isaretleyicilerinin
Triticum’un alt tdrlerini birbirlerinden ayirt etmede kullanilabilecegi rapor edilmistir
(Cao ve ark. 1999).

Kohpayegani ve Behbahani (2008), tarafindan SSR mark®érleri kullanilarak iran
kavununun bazi populasyonlarinin genetik ¢esitliligi arastirilmis ve bu amagla 15 SSR
primeri kullanilmistir. Bu SSR primerleri yiiksek diizeyde polimorfizm (%87)
gostermistir. Altmis U¢ allel belirlenmis ve polimorfik bolgelerdeki etkili allellerin
sayist 1,25-8,19 arasinda degiskenlik goOstermistir. Bunlarin ortalamast ise 2,80
olmustur.

Medini ve ark. (2005), 34 Tunus durum bugday1 ve bugdaymn akrabasi 7 yabani
cesit kullanarak SSR ve AFLP markdrleriyle genetik c¢esitlilik calismas1 yapmuslardir.
15 SSR markorii tiim genotiplerde yiiksek derecede polimorfizm goéstermistir. Bu
calismada, 156 adet AFLP primeri kullanilmis ve 10,4’liikk ortalamayla 3-24 arasinda
degisen alleller meydana getirmistir. SSR markdrlerinin 2°si 34 durum bugday

cesitlerini gdstermede yeterli oldugu bulunmustur. AFLP primerlerinin 5 tanesi 293



bant iiretmis ve polimorfizm oran1 %31 olmustur. En yiliksek markor indeks (MI) degeri
AFLP i¢in 7,16 olurken, SSR icin PIC (polimorfik bilgi igerigi) degeri 0,68 olarak
gozlemlenmistir. Durum bugdaylar i¢in genetik benzerlik degerleri AFLP’de 31,3 ile
%81 arasinda olurken, SSR’da bu deger 3,6 ile % 72,7 arasinda degiskenlik
gostermektedir. UPGMA Cluster analizine dayanarak AFLP ve SSR verileri yabani
bugday tiirlerini durum bugday kiiltiirlerinden ayirmistir.

Bugday genomuna 6zel SSR markorleri kullanarak Polonya orijinli ekmeklik
bugdaylarinin genetik cesitliligi iizerine yapilan ¢alismada 53 yazlik ve kislik bugday
kaltura ve kontrol olarak Chinese Spring kullanilmistir. Bu amagla 24 SSR markorii
genetik ¢esitliligi belirlemede kullanilmistir. Markdr verisine gore genetik benzerlikler
hesaplanmis ve dendogram elde edilmistir (Stepien ve ark. 2007).

Rdder ve ark. (2002), SSR markorleri ile ekmeklik bugdayin germplazminin
genetik cesitliligini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢caligmada; 24 SSR markérii -her bir
kromozomu temsil eden en az bir markor- bes kitanin 68 {ilkesinden elde edilen 998
hekzaploid ekmeklik bugday c¢esidi kullanilmistir. Her lokus i¢in 18,1 allel
ortalamasiyla 470 allel belirlenmistir. Her lokus allellerinin en yiiksek sayis1 A ve D-
genomlariyla karsilastirildiginda sirasiyla 17,4 ve 16,5 olurken B-genomunda 19,9°la
olmustur. Yedi homolog grup arasinda her lokus icin en diisiik allel sayis1 4.grupta
gozlemlenmistir. En miikemmel c¢esitlilik kromozomlarin sentromerik bdolgelerine
kiyasla sentromerik olmayan bdlgelerde olmustur. Allel sayis1 mikrosatellitin tekrar
sayistyla artti1 ve gen cesitliligi allellerin sayisiyla iliskili oldugu bulunmustur.

Pestsova ve ark. (2000), Ae. tauschii’nin germplazminin mikrosatellit analizi
tizerine yaptiklar1 ¢alismada ise gen bankasindan elde ettikleri Ae. tuschii’nin farkli 113
cesit ve 18 mikrosatellit markorii kullanmiglardir. Her lokus igin allellerin sayist 11 ila
25 arasinda degismis ve toplam 338 allel belirlenmistir. Mikrosatellit markorleri i¢in en
yiikksek genetik ¢esitlilik Kafkas tilkelerinden elde edilen ¢esitlerde bulunmustur. En
diisiikleri ise Orta Asya iilkelerinden elde edilenlerde bulunmustur.

Morfolojik karakterler ve mikrosatellitler kullanarak bugdayin genetik
cesitliliginin belirlendigi calismada; Salem ve ark. (2008) 48 SSR markorii ve 7 bugday
cesidi kullanilmistir. Bugday SSR markdrleri 15 kromozom {izerinde yerlesik 15 bolge

belirlemistir. Her lokus icin 3,2 allel ortalamasiyla 48 allel meydana gelmistir. Her



lokus icin allellerin sayis1 2 ila 7 arasinda ve PIC degeri 0,548’lik ortalamayla Xgwm95
ve Xgwm437 icin 0,278 ve 0,816 arasinda degiskenlik gostermistir.

Ben Amer ve ark. (2001), Mikrosatellit markorlerini kullanarak Libya bugday
genotiplerindeki genetik cesitliligin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 aragtirmanin
sonuclarina gére 15 Libya bugday genotipi ve 24 bugday mikrosatelliti kullanilmistir.
Bugday mikrosatellileri ile 20 farkli kromozom iizerine yerlesen 26 lokus belirlenmistir.
Her lokus igin 4,5’lik ortamalayla 116 allel ortaya ¢ikmistir. 2DS ve 4DL Uzerindeki 2
markér monomorfik olmustur. B-genomu (5,9 allel) A ve D-genomlarina (4,1 ve 2,7
allel) gore daha degisken ¢ikmustir.

Bugdaydaki DNA polimorfizmi, genotip belirleme ve genetik cesitliligin
belirlenmesi amaciyla mikrosatellitlerin kullanimi iizerine yapilan calismada Prasad ve
ark. (2000) alt1 kitanin 29 iilkesinden elde edilen 55 elit bugday ve 20 mikrosatellik
markort kullanmistir. Mikrosatellit markorleriyle 21 lokusta 155 allel belirlenmistir.
Allellerin sayist her lokusta 1-13 arasinda degiskenlik gostermis ve 7,4’lik allel
ortalamasina sahip olmustur. PIC ve MI 0,71 ve 0,70 olarak tahmin edilmistir. Genetik
benzerlik 0,23’liikk ortalamayla 0,05 ila 0,88 arasinda degismistir.

Alamerew ve ark. (2004), yaptiklari ¢aligmalarina mikrosatellit markorleriyle
belirlenmis Etiyopya hekzaploid ve tetraploid bugday germplasmindaki genetik
cesitliligi arastirmiglardir. Arastirmada 22 bugday mikrosatelliti ile 69 T.aestivum, 54
T.aethiopicum, 12 T. durum Desf. kullanilmistir. Toplamda 286 allel tespit edilmistir.
Her lokus allelleri icin T. aestivum=9,9, T. aethiopicum=7,9 ve T. durum=7,9’luk allel
ortalamalarina sahiptir. Her lokus i¢in ortalama PIC degerleri analiz edilen 3 tiir igin
karsilastirilabilirdir. Genomlara gore her lokus igin allel sayist sirasiyla A-genomuda
10,1, B-genomunda 18,4 ve D-genomuda 8,2 olmustur. Tiirler arasindaki genetik

farklilik degerleriyle dendongram elde edilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, Akdeniz Bolgesinde yetistirmeye uygun 32 adet alternatif bugday
cesidi, ekmeklik bugdaym D-genomunun dondrl Ae. tauschii, bir adet kislik Bayraktar-
2000 ve bir adet makarnalik bugday (Bagacak) ¢esidi olmak zere toplam 35 adet bitki
materyali kullanilmistir. Materyal olarak kullanilan cesitlerin isimleri, tescil kurumlari,

Cizelge 3.1.de verilmistir.

3.1.1. Deneme Yeri

Arastirma Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri Bolimi
seralarinda ve laboratuarlarinda yiiriitiilmiistiir. Sera tel kafes olup dis ortamla baglantisi

bulunmaktadir.

3.1.2. Denemenin Planlanmasi

Denemede kullanilan bitkiler 3 L’lik saksilarda yetistirilmistir.

3.1.2.1. Saks1 Hazirhgi

Denemede 2-1-1 oraninda toprak-kum-torf karisimi yapilarak saksilara topraklar
birakilmistir. Baslangigta yaklasik her bir saksiya 4 g NPK (18-18-18) glbresi ilave

edilmistir.

3.1.2.2.  Ekim ve Sulama islemleri

Her bir saksiya bir ¢esit ve her ¢esitten de 4 bitki gelecek sekilde ekilip,
baslangi¢c sulamasi yapilmistir. Periyodik olarak saksilarin sulama islemi yapilmistir.
Saksilarda meydana gelen yabanci otlar elle temizlenerek uzaklastirilmistir.



Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan ve Akdeniz Bolgesinde yetistirmeye uygun ekmeklik bugdaylarin ¢esit isimleri, tescil kurumlar1 ve

ekmeklik kalite degerleri ve pedigrileri.

Cesit Adi Getirildigi Kurulus Ekmeklik Pedigri**
Kalitesi*
ADANA-99 CUKUROVAT.AE. Iyi PFAU/SERI-82//(SIB)BOBWHITE[2400][2850]
BASRIBEY-95 EGE T.AE. Iyi JUPATECO-73/(SIB)BLUEJAY//URES-81[1610][2850]
BAYRAKTAR- TARLA BITKILERI MERKEZ ARAST. ENST. Orta lyi
2000
CEYHAN-99 CUKUROVAT.AE. BLUEJAY (SIB)/JUPATECO-73[144]BLUEJAY (SIB)COCORAQUE-
) § ) 75[2400][2850]
COLFIORITO OZBUGDAY TARIM ISLETMELERI VE TOHUM. Iyi (S)AC-19-11[1665][1764]
AS.
CUMHURIYET-75 EGET.AE. Orta SONORA-64*2//TEZANOS-PINTOS-PRECOZ/YAQUI-54/3/ANDES-
64-Al4/2*FROCOR//Y AQUI/KENTANA[667][114][144][2406]
DARIEL TOROS GUBRE VE KIMYA ENDUSTRISI A.S. HORK/YAMHILL//KALYANSONA/BLUEBIRD[1281]
ESPERIA TASACO TARIM SANAYI VE TICARET A.S. Tyi
GALIL TOROS GUBRE VE KIMYA ENDUSTRISI A.S.
GOLIA TIGEM MANITAL/ORSO[1558][1619][1624][1764][2676]
GONEN-98 EGE T.AE. Iyi 11-8156-R/MARA//BLUEBIRD[2850]
GUADALUPE TIGEM
iZMiR-85 EGE T.AE. Iyi UNKNOW-SEL.FROM-ISWYNJ[1281]
KASIFBEY-95 EGE T.AE. HORK(SIB)/YAMHILL//KALYANSONA/BLUEBIRD[1610]
KATE A-1 TRAKYA T.AEE.
NEGEV TOROS GUBRE VE KIMYA ENDUSTRISI A.S.
PANDAS CUKUROVAT.AE. Iyi ORSO//BEZOSTAYA-1/S-1/3/GENEROSO-7/CONTO-
MARZOTTO[1558][1764]
PEHLIVAN TRAKYA T.AE. Yiksek  BEZOSTAYA-1/TEVERE/5/CENTRIFEN/BEZOSTAY A-

1//SUWEON-92/C1-13645/3/NAINARI-60/4/(SIB)EMU[1967]

0T



Cizelge 3.1. (Devami) Arastirmada kullanilan ve Akdeniz Bolgesinde yetistirmeye uygun ekmeklik bugdaylarin gesit isimleri, tescil
kurumlar1 ve ekmeklik kalite degerleri ve pedigrileri.

Cesit Adi Getirildigi Kurulus Ekmeklik Pedigri**
Kalitesi*

SAGITTARIO TASACO TARIM SANAYI VE TICARET A.S. Iyi ADAM/Z-282[1665][1764]

TAHIROVA-2000 SAKARYAT.AE. Iyi

YUNAK TRAKYA TARIM VE VETERINERLIK TiC. Yiksek

LTD.STI.

ZIYABEY-98 EGE T.AEE. Coklyi ~ ND/VG-9144//KALYANSONA/BLUEBIRD/3/YACO/4/VEERY-
5[2400]

DOGANKENT CUKUROVAT.AE. Iyi 4777*2/[FKN/GABO/3/VEERY-5/4/BUCKBUCK/(SIB)PAVON-
76[144]

BANDIRMA-97 SAKARYAT.AE. Yiksek BOBWHITE/PARULA[1857]

PAMUKOVA-97 SAKARYAT.AE. VEERY/PAJONAL[706][1857]

SEYHAN-95 CUKUROVAT.AE. Iyi JUPATECO-73/(SIB)BLUEJAY//URES-81[1610];

GENC-99 CUKUROVA UNIV. KATHADIN(SIB)/NACOZARI-76[2400]

KARACABEY-97 SAKARYAT.AE. VEERY-5/PAVON-76/3/GOLDEN-VALLEY/AZTECA-
67//MUSALA[1857];

NURKENT GUNEYDOGU ANADOLU T.A.E.

OSMANIYEM CUKUROVAT.AE.

MOMTCHIL SAKARYAT.AE. Iyi

SERI-82 CUKUROVAT.AE. KAVKAZ/(SIB)BUHO//KALYANSONA/BLUEBIRD[114][144]

YUREGIR-89 CUKUROVAT.AE. Orta

BAGACAK YEREL CESIT (GUNEYDOGU ANADOLU

BOLGESI)
Ae.tauschii

*Ekmeklik Kkalite olctitleri TIGEM’den alinmugtir (Anonim, 2009).

**Anonymous, 2009

1T
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3.1.3. Calismada Kullanilan Primerler

Calismada Roder ve ark. (1998b) tarafindan gelistirilen ve ekmeklik bugdayin

D-genomuna ait 7 kromozomun kollarini temsil eden 14 SSR primeri kullanilmistir.

Primerler 6zel olarak BioGen sirketine sentezlettirilmistir.

Cizelge 3.2. Ekmeklik bugdayin D-genomuna ait SSR Primerleri ve bulunduklari
kromozom kollari

PRIMER  ILERi PRIMER GERI PRIMER KROMOZOM
ADI KOLU
Xbarcl49 ATTCACTTGCCCCTTTTAAACTCT GAGCCGTAGGAAGGACATCTAGTG 1DS
Xbarc66  CGCGATCGATCTCCCGGTTTGCT GGGAAGAGGACCAAGGCCACTA 1DL
Xcfd43 AACAAAAGTCGGTGCAGTCC CCAAAAACATGGTTAAAGGGG 2DS
Xgwm301 GAGGAGTAAGACACATGCCC GTGGCTGGAGATTCAGGTTC 2DL
Xgwm161 GATCGAGTGATGGCAGATGG TGTGAATTACTTGGACGTGG 3DS
Xgwm314 AGGAGCTCCTCTGTGCCAC TTCGGGACTCTCTTCCCTG 3DL
Xbarc98  CCGTCCTATTCGCAAACCAGATT GCGGATATGTTCTCTAACTCAAGCAATG 4DS
Xwmc48  GCGACATGACCATTTTGTTG GATATTAAATCTCTCTATGTGTG 4DS
Xbarcl30 CGGCTAGTAGTTGGAGTGTTGG ACCGCCTCTAGTTATTGCTCTC 5DS
Xgwm583  TTCACACCCAACCAATAGCA TCTAGGCAGACACATGCCTG 5DL
Xcfds TGCCCTGTCCACAGTGAAG TTGCCAGTTCCAAGGAGAAT 6DL
Xgwm469 CAACTCAGTGCTCACACAACG CGATAACCACTCATCCACACC 6DS
Xgwm295 GTGAAGCAGACCCACAACAC GACGGCTGCGACGTAGAG 7DS
CGAGGCAGCGAGGATTT TTCTCCACTAGCCCCGC 7DL

Xgwm428




1D 2D 3D 4D 1B, 6D

Xbarcl30-3D08
Xwmed 5405
Xcfidd3-2DS Xowmlel-3D8

- o
Xbarcl49-1D5 Xbare98-4D5

Kbarett-1DL XowmiB3-iDL

Xgwm3I0l-2DL Xowm3l4-3DL

Sekil 3.1. Calismada kullanilan SSR primerlerinin bugdaymn D-genomu tzerindeki yerleri (Anonymous, 2009)

Xowmd 69-6105

Xefedi-6DL

7D

Xgwm2@3-TDE

Xgwmd 28-TDL

€T



14

3.2. Yontem

3.2.1. Cahsmada Kullamlan Kimyasallarin Hazirlanmasi

EDTA Hazirlanmasi (0.5 M, 200 mL)

EDTA [Merck ®] 37,22 g tartildi ve manyetik karigtirict lizerinde 200
mL saf su icerisinde ¢dzduruldu. pH:8,0’a ayarlandiktan sonra tizeri 200 mL ye
tamamlandi. Sivinin tam olarak berraklagsmasi i¢in NaOH kristalleri

kullanilmistir.

20X TBE Buffer Hazirlama (400 mL)
Tris [Merck ®] 43,29
Borik asit [Merck ®] 22,0 g
0.5MpH:8,0EDTA 8,0 mL
Borik asit ve TRIS tartilarak 200 mL manyetik karistirici tizerinde saf su
icerisinde ¢ozdurildi. 8 mL EDTA 6lguldi ve son olarak pH:8,0’a ayarlanarak

400 mL’ye tamamland:.

Tris Hazirlama (0.5 M, 200 mL)
Tris 12,11 g tartilarak manyetik karistiricit tizerinde 100 mL saf su
icerisinde ¢Ozduruldi. pH: 8,0’a ayarlandiktan sonra ftizeri 200 mL’ye

tamamlandi.

TE Buffer Hazirlama (1 M, 200 mL)
2 M pH:8,0 Tris 0,5mL
0.5M pH:8,0 EDTA 0,2 mL

Toplam hacim 200 mL’ye saf su ile tamamland.

NaCl Hazirlama (5 M, 1 L)
NaCl [Merck ®] *den 292,2 g tartilarak manyetik karistirici tizerinde 800
mL sivi igerisinde ¢6zdiiriildi ve saf su ile toplam hacim 1 L’ye tamamland:.

Yukaridaki soliisyonlar hazirlandiktan sonra otoklavlama yapildi.
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24:1 Kloroform:izoamilalkol Hazirlama
Fenol [Merck ®] 240 mL
Izoamilalkol [Merck ®] 10 mL
Ceker ocak icerisinde toplam hacim 250 mL c¢oOzelti elde edildi ve

otoklavlama yapilmadi.

DNA Izolasyon Cozeltisi (50 mL)
CTAB [Merck ®] 10 mL

1,4 M NaCl 14 mL
20 mM EDTA 20 mL
2M TRIS (pH:8,0) 25 mL
%2 PVP-10 18,5 mL (% 5.4 stok) ve direk olarak 10 g

CTAB Soliisyonu Hazirlama
CTAB 109
NaCl 419
Kat1 halde olan kimyasallar1 70 ml saf su igerisinde isitmali manyetik
karistirict iizerinde 55 °C’ ye kadar 1sitilir ve ¢ozdiiriiliir. Berraklasma oldugunda

toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

PVP-10 (polyvinyl pyrrolidone) Hazirlama (%5.4)
PVP-10 [Merck ®]’dan 5,4 g tartildi ve 70 mL saf su ile manyetik karistirici

Uzerinde ¢ozduruldu. Saf su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3.2.2. DNA Materyalinin Elde Edilmesi

Serada saksiya ekilen bugday ¢esitleri 3-4 kardes seviyesine geldikten sonra
bunlardan her bir saksida yetisen bitkilerin tiimiinden eden 7-10 geng yaprak alinarak
buz icerisinde muhafaza edilmis ve -80°C’ de tutularak DNA analizleri baslayincaya

kadar saklanmaistir.
3.2.3. DNA izolasyonu ve DNA’nin Elde Edilmesi

DNA izolasyonu Shagai-Maroof ve ark. (1984) protokoliindeki bazi

degisikliklerle asagida belirtilen asamalar halinde takip edilmistir izolasyon tamponu 50
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mL hazirlandi ve 65°C ye kadar su banyosunda isitilarak icerisine 100 pL pB-
Mercaptoethanol [Merck ®] eklendi. Orneklerin dokularmdan 0,05 g tartilarak 2,0
mL'lik eppendorfa birakildi. Sivi azot kullanilarak tiiplerin iginde bulunan yapraklar 1
mL’lik pipet ucu yardimiyla ezilerek &giitiildii. Ogiitiilmiis 6rneklere 600u | izolasyon
tampon cozeltisi eklendi ve su banyosuna birakildi. Yaklasik 60-80 dakika inkiibasyona
tabi tutulan drnekler, her 15 dakika da bir alt Ust edilerek karistirildi. Daha sonra
orneklerin Gzerine 600 pL kloroform: izoamilalkol (24:1) eklendi ve hafifce alt Gst
edilerek karigtirildi. Karigimi yapilan 6rnekler 10 dakika 5700 RPM’de santrifyj edildi.
Olusan ti¢ katmanin en Ustteki katmani (slipernatant) pipet yardimiyla alindi ve yeni bir
eppendorf tipine birakildi. Stpernatanta 600 uL isopropanol ( -20 °C) ilave edildi ve
hafifce alt st edilip DNA peletinin olusumu gézlendi. 10 dakika 5700 RPM’de santrifj
edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve kagit havlu {izerinde kurumaya birakildi. Kuruyan
orneklere 500uL %70 EtOH eklen di. Sekiz dakika 5700 RPM’de santrifiij edilip
temizlenen DNA cokeltildi. Etanolin (EtOH) tlplerden DNA’dan tamamen
uzaklastirilmast igin tiipler temiz bir kagit havlu {izerine ters dondiiriilerek, 20 dakika
stire bekletildi. Sonra 300 uLL TE tamponu eklenip ve +4 °C’ de 1 gece beklendi. 5700
RPM’de 5 dakika santriflij edildi. Kirli olan DNA’ y1 temizlemek i¢in her tiipe 20(QuL

5M NacCl ve toplam hacim kadar %100 saf Etanol eklenip, tampon cozeltisi alt Gst
edildi. 6000 RPM’ de 5 dakika santrifuj edilip siipernatant uzaklastirilarak hava
kurutmasi yapildi. 200 pL steril saf su bra kild1 ve +4 °C’ de 1 gun bekletildi. Peletler

saf su icerisinde tamamen eridikten sonra -20 °C’ de depoland:.
3.2.4. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA konsantrasyonu belirlemek amaciyla 5 pL stok DNA, 3 uL. DNA boyast
(Fermantas ®) ve 2 uL ddH,O bir tiipe koyularak vorteks yapilmistir. Hazirlanan
karisimdan 5 pL c¢ekilerek %1 °lik agaroz jele yiiklenmistir.

Hazirlanan 6rnekler %1°lik agarozda 90 voltta 1 saat yiiriitiilmiistiir. Daha sonra
PCR analizinde kullanilmak tlizere DNA konsantrasyonlart 10 ng/ug olacak sekilde

hazirlanmis kullanma agsamasina kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.5. PCR Analizi

Bu c¢alismada Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Roder ve ark. (1998) baz
alinarak yapilmistir. Her PCR karisimi 200 ul’lik steril PCR tipl iginde yapilmis, 1
unite Taq polimeraz enzimi, 200 mM dNTP bazlari, 1-2.5 mM MgCl,, 1X PCR
tamponu (100mM Tris HCI (pH 8.0), 500mM KCI, 1% Triton X-100) ve 30-50 ng
genomik DNA kullanilmistir. Toplam olarak 20 pL PCR karisimi1 hazirlanmigtir. PCR
reaksiyon sartlar tipik olarak 5 dk. 94 °C de 1 dongii, daha sonra 35 dongiide; ayrisma
(denaturasyon) icin 94 °C de 1 dk, eslesme (annealing) igin 50-55 °C de 30 sn dk, uzama
(extention) icin 72 °C de 1 dk ve 35 dongl bitiminde son olarak 72 °C de 5 dk
inkubasyon periyoduna tabi tutulmustur. PCR reaksiyonlar1 thermal cycler (Corbett
Research) ile yapilmustir.

3.2.6. Elektroforez islemi
3.2.6.1. Agaroz Jel Hazirlama (200 mL)

Agaroz jel 6 g tartildi ve 1X TBE tampon ¢6zeltisine birakildi. Yaklagik olarak 5
dakika mikrodalga firin igerisinde 1sitilarak kaynatildi. Tam bir homojenlik elde edilince

firindan ¢ikarildi. Sogutularak jel tankina bosaltildi.

3.2.6.2. Elektroforez

Elde edilen PCR urtinlerinden 20 pL alinarak 3 pL. DNA boyasi (Fermantas ®)
ve 7 uL seyreltilmis DNA ladder (Fermantas ®) jel iizerine eklenmistir. % 3’lUk agaroz
jel (Sigma ®) tizerinde 130 voltta 1,5-2 saat siireyle 1X TBE tampon ¢6zeltisi icerisinde
ve daha sonra jel 15 dakika 0,2 ng L™ etidyum bromid cézeltisinde boyandiktan sonra

jel goriintiilemesi yapilmistir. Jel goriintiileme cihazi ile bilgisayar kayitlar1 alinmistir.

3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Jelde goriintiilenen bantlar polimorfik olup olmamasina gore 1 (var) veya (0)
yok olarak smiflandirilip matris olusturularak genetik uzaklik ve yakinlik Nei (1972)’
ye gore hesaplanmistir. Ayni1 zamanda ¢ogaltilan her SSR primeri icin polimorfizm bilgi

icerigi (P1C) asagidaki formile gore hesaplanmistir:
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PIC: 1- £ P(i)? (Anderson ve ark. 1993).

Kimeleme analizi NTSYS-PC paket programini (Rohlf, 1998), allelerin gozlem
say1st (N, ), allelerin etkinlik sayisi (ne), Nei’nin gen gesitliligi (h) ve Shannon’un bilgi
indeksi (I) POPGEN32 programi (v3.2 Microsoft Windows-Based Freeware for
Population Genetics Analysis) (Yeh ve ark. 1999) kullanilarak yapilmis ve daha sonra
bunlarin dendogramlar1 ¢izilmistir. Toplam bant sayisi; ¢alismada kullanilan her bir
cesitte 14 primerden tarafindan olusturulan bantlarin sayisinin primer sayisina orani ile

elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

DNA analizleri sonucunda bugday cesitlerinde polimorfizmi saptamak amaciyla
32 alternatif veya yazlik ekmeklik bugday, bir kiglik ekmeklik bugday, bir makarnalik
bugday ve ekmeklik bugdayin D-genomu dondri olan Ae. Tauschii, 14 adet D
genomuna 6zel SSR primeri ile PCR islemine tabi tutulmus olup, olusan jel gériintiileri
degerlendirildiginde; cesitlere ait allel sayilari ve gesit basina diisen ortalamalar1 Cizelge
4.1’de verilmistir. Calismada arastirilan 35 adet genotipten toplam olarak 573 adet elde
edilmis ve bitlin cesitlerde amplifikasyon gorilmiistir. En fazla bandin Uretildigi
Seyhan-95 ¢esidi olup, en az bandin iretildigi ¢esit ise Bagacak makarnalik bugday1
olmustur. Buna karsilik ekmeklik bugdayin D-genomunun dondriinde toplamda 17 adet
allel gozlenmistir. Cesit basina diisen ortalama allel sayilarina bakildiginda 0,43 ile

makarnalik bugday ve 1,43 ile Seyhan-95 arasinda degistigi goriilmektedir.

Cizelge 4.1.’de calismada kullanilan SSR primerleri, D-genomu uzerinde
bulunduklar1 lokasyonlar, meydana getirdikleri polimorfik bant sayilar1 goriilmektedir.

Calismada kullanilan biitiin SSR primerleri bant {iretmistir.

Cizelge 4.2.’de ortalama olarak her bir lokusa diisen bant sayisi 40,93 olup,
toplamda 14 primer 573 adet bant iiretmistir. 137 adetle en yliksek bant iireten primer
Xwmc48 olup, en diisiik bant Ureten primer ise 7 bantla Xbarc98 olmustur. Bu iki primer
D-genomunun 4.kromozumun kisa kolunda bulunmaktadir ve toplamda 144 adet bant
tretmiglerdir. Polimorfik bilgi icerigine bakildiginda ortalama PIC degerinin 0,40
oldugu goriilmektedir. PIC degerinin en yiiksek oldugu primerler 0,500 degerleri ile
xbarc130 ve Xgwm428 olmustur. En diisiik deger ise 13 bant iireten ve 1DL’de bulunan
Xbarc66 primeri 0,217 degeri ile olmaktadir. Bazi primerlere ait bant goruntuleri
bulunmaktadir (Sekil 4.1.).
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Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan gesit ve turlere ait toplam ve ortalama bant sayilari

CESITLER Toplam Bant Sayisi Bant Ortalamasi
ZiYABEY-98 18 1,29
NURKENT 16 1,14
GOLIA 17 1,21
KATE A-l 18 1,29
ADANA-99 18 1,29
GUADALUPE 15 1,07
PAMUKOVA-97 17 1,21
OSMANIYE-2005 19 1,36
PANDAS 18 1,29
DOGANKENT 16 1,14
SAGITTARIO 13 0,93
BAYRAKTAR-2000 18 1,29
SEYHAN-95 20 1,43
ESPERIA 16 1,14
YUNAK 18 1,29
CEYHAN-99 14 1,00
DARIEL 16 1,14
YUREGIR-89 15 1,07
PEHLiVAN 18 1,29
iZMiR-85 18 1,29
SERi-82 18 1,29
GALIL 17 1,21
COLFIORITA 17 1,21
GENGC-99 16 1,14
KARACADAG-98 16 1,14
CUMHURIYET-75 16 1,14
NEGEV 15 1,07
BASRIBEY-95 17 1,21
GONEN-98 16 1,14
A.tauschii 17 1,21
MOMTCHIL 16 1,14
KASIFBEY-95 17 1,21
TAHIROVA-2000 15 1,07
BANDIRMA-97 15 1,07
BAGACAK 6 0,43
TOPLAM 573

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan primerlere ait kromozom lokasyonlari, bant sayilar
ve PIC degerleri

Tiim Cegsitler
Mikrosatellit Kromozom Lokasyonlari Polimorfik Bant Sayisi PIC
Xbarc66 1DL 13 0,188
Xbarcl149 1DS 28 0,320
Xgwm301 2DL 16 0,258
Xcfd43 2DS 30 0,490
Xgwm314 3DL 69 0,442
Xgwm161l 3DS 34 0,438
Xbarc98 4DS 7 0,320
Xwmc48 4DS 137 0,454
Xgwm583 5DL 65 0,497
Xbarc130 5DS 34 0,500
Xcfd5 6DL 64 0,496
Xgwm469 6DS 20 0,309
Xgwm428 7DL 35 0,500
Xgwm295 7DS 23 0,442

Ortalama 40,93 0,40
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Sekil 4.1. Xwmc48 primer (A), Xcfd5 primeri (B), Xbarc96 primeri (C), Xbarc130
primeri (D), Xgwm161 primeri (E), Xgwm469 primeri (F) ile g¢ogaltilan bugday
genotiplerine ait jel gorintileri. M: Markor (1 kb=1000 bg) [Fermantas ®], 1-36 bugday
genotipleri, K: Kontrol.
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Sekil 4.1. A ve B’de goriildigi gibi Xcfd5 ve Xwmc48 primerlerinin jel gortntilerinde
olusan iriinler bulunmaktadir. PCR {iriinleri xcfd5 primerinde 3 bant liretmis ve %100
polimorfik olan bu bantlar yaklasik olarak 100-300 bg¢ uzunlugunda, Xwmc48
primerinde ise iretilen 6 bandin tiimii polimorfik olup biiyiikliikleri 100-300 bc¢
uzunlugunda olmaktadir.

Cizelge 4.3. Ondort Mikrosatellit lokusuna dayanarak 35 bugday cesidi igin genetik
cesitlilik tahminleri (POPGENE32 programi ile hesaplanmistir).

Cesitler na* ne* h* I*

ADANA-99 2 1,960 0,490 0,683
A tauschii 2 1,930 0,482 0,675
BAGACAK 2 1,324 0,245 0,410
BANDIRMA-97 2 1,849 0,459 0,652
BASRIBEY-95 2 1,930 0,482 0,675
BAYRAKTAR-2000 2 1,960 0,490 0,683
CEYHAN-99 2 1,800 0,444 0,637
COLFIORIiTO 2 1,930 0,482 0,675
CUMHURIYET-75 2 1,893 0,472 0,665
DARIEL 2 1,893 0,472 0,665
DOGANKENT 2 1,893 0,472 0,665
ESPERIA 2 1,893 0,472 0,665
GALIL 2 1,930 0,482 0,675
GENGC-99 2 1,893 0,472 0,665
GOLIA 2 1,930 0,482 0,675
GONEN-98 2 1,893 0,472 0,665
GUADALUPE 2 1,849 0,459 0,652
iZMiR-85 2 1,960 0,490 0,683
KARACADAG-98 2 1,893 0,472 0,665
KASIFBEY-95 2 1,930 0,482 0,675
KATE A-I 2 1,960 0,490 0,683
MOMTCHIL 2 1,893 0,472 0,665
NEGEV 2 1,849 0,459 0,652
NURKENT 2 1,893 0,472 0,665
OSMANIYE-2005 2 1,982 0,496 0,689
PAMUKOVA-97 2 1,930 0,482 0,675
PANDAS 2 1,960 0,490 0,683
PEHLiVAN 2 1,960 0,490 0,683
SAGITTARIO 2 1,747 0,427 0,619
SERI-82 2 1,960 0,490 0,683
SEYHAN-95 2 1,996 0,499 0,692
TAHIROVA-2000 2 1,849 0,459 0,652
YUNAK 2 1,960 0,490 0,683
YUREGIR-89 2 1,849 0,459 0,652
ZiYABEY-98 2 1,960 0,490 0,683
ORTALAMA 2 1,895 0,470 0,662
STD.SAPMA 0 0,113 0,042 0,047

*n, = Allellerin gozlem sayisi
*ne = Allellerin etkinlik sayis1
*h = Nei’nin gen ¢esitliligi

*| = Shannon’un bilgi indeksi
Polimorfik lokus sayist = 42
Polimorfik lokus orani = %100
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Cizelge 4.3.’de on dort mikrosatellit lokusuna dayanarak olusturulan 35 ¢esidin
genetik ¢esitlilik tahminlerinde allellerin gézlem sayis1 ortalama olarak 2 bulunmustur.
Yine allellerin etkinlik sayis1 ortalama olarak 1,895 bulunup, en yiiksek deger Seyhan-
95’te 1,996 ve en diisiik deger Bagacak’ta 1,324 olmustur. Nei (1972)’nin gen
cesitliligine bakilirsa ortalamasi 0,470 bulunmus ve en diisiikk deger 0,245 ile Bagacak
makarnalik bugday c¢esidinde, en yiiksek deger ise 0,499’lik deger ile Seyhan-95
ekmeklik bugday ¢esidinde bulunmustur. Shannon’un bilgi indeksi degeri ise 0,662’10k
ortalama ile en diisik Bagacak’da 0,410 ve en yiksek Seyhan-95’de 0,692 ile
degiskenlik gostermektedir.

Cesitler arasinda yapilan Nei (1972)’ye gore hesaplanan genetik benzerlik
degerleri Cizelge 4.4.’de verilmistir. Ekmeklik bugdaylar i¢inde genetik benzerlik
katsayist 0,31 ile 0,98 arasinda degismektedir. Kullanmis oldugumuz primerlere gore
ekmeklik bugdayin D-genomu bazinda Ae. tauschii ile Bayraktar-2000 ve Seyhan-95
cesitleri 0,31 oraninda benzer bulunmustur (Cizelge 4.4). Buna karsilik Nurkent ve
Tahirova-2000; Galil, Kasifbey-95 ve Dariel; Yiiregir-89 ve Cumhuriyet-75; izmir-85
ve Basribey-95 arasindaki genetik benzerlik 0,98 oraninda olup benzerlik oranlari
yiikksek bulunmustur. Cesitlerin pedigrileri incelendiginde Kasifbey-95 ve Dariel’in
hemen hemen ayni atalar1 paylagtigi goriilmekte ayni zamanda kullanilan primerlere
gore %98 oraninda birbirine benzedikleri bulunmustur (Cizelge 3.1). Bu da c¢alismadaki

primerlerin gesitlerin benzerliklerini belirlemede yeterli olabilecegini gostermektedir.



Cizelge 4.4. Nei (1972)’nin genetik benzerligi

1 2 3 4 3 6 7 3 o 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 n 23 24 25 26 27 28 25 30 i1 32 33 34 35
1 **®*x 0857 0,786 0.810 0,205 0,643 0,786 0,786 0.762 0.833 0,837 0.738 0,667 0,762 0,667 0.667 0,762 0.810 0,786 0,714 0.714 0.833 0,786 0,762 0.857 0,762 0,786 0,738 0,857 0,405 0,857 0,881 0.714 0.61%
2 FEEE 601 0857 0,905 0,643 0,786 0,786 0,762 0529 0,810 0.786 0,667 0,714 0.762 0,714 0,810 0,905 0,833 0,714 0.857 52 0,829 0,833 0,905 0,852 0,810 0,881 0,881 0952 0452 0,852 0,976 0,837 0,667
3 F*E* 0601 0.738 0,667 0.762 0.810 0,786 0,667 0.786 0,762 0,595 0,786 0,601 0.691 0,738 0,643 0.810 0691 0,738 0.667 0,810 0,585 0.691 0,786 0.714 0,762 0,601 0,691 0,714 0,738 0,738
4 ##x¥ 0,810 0,738 0,529 0,833 0,857 0,881 0.810 0,714 0,810 0.810 0.762 0,810 0,857 0,881 0,810 0.857 5 0,881 0,833 0,810 0,857 0.857 0,833 0,881 0.810 3 0,857 0,833 0.857 0,667

3 *EEE ).643 0.786 0,881 0,762 0.928 0,762 0714 0,810 0.762 0.714 0,762 0,903 0,833 0,714 0.810 5 0.,52¢ 0,833 0,837 0.833 0,833 0,903 0,205 0.,82¢ 0.762 0.61%
& **EE 810 0,762 0,833 0,714 0.643 0, 0,691 0,595 0,786 0.881 0,738 0,601 0.881 0,738 0.714 0,810 0,643 0.667 0,762 0,643 0,691 0,667 0.738 0,738
7 *EEE 0,005 0929 0857 0,786 0, 0,691 0,786 0,881 0.833 0,881 0,833 32 0.881 0.881 0.857 0,903 0.833 0,929 0.810 0,905 0,784 0,833 0,810 0.881 0,738
8 **** 0,881 0.857 0,601 0,810 0,691 0,853 0,881 0.833 0,833 0,833 5 0,833 0,881 3 0,857 0,903 0.833 0,881 0.810 0,905 0,784 3 0,833 0,810 0,881 0,601

#*x* 0,833 0.762 0,833 0,667 0.714 0,805 0.857 0,810 0,810 0.857 0,837 0.833 0,929 0.810 0,805 0.786 0,881 0,762 52 0,810 0,786 0.857 0,714
10 *EEE () B33 0.762 0,691 0,786 0.833 0.786 0,786 0,976 0,786 0,833 1,000 0,857 0976 0,833 0.857 0,857 0,92% 0.876 0,832 0.833 0,643
11 *EEE 601 0.571 0,810 0,667 0.667 0,714 0,810 0.714 0,667 0.833 0,738 0.810 0,714 0.738 0,691 0,810 5 0,857 0,833 0,714 0,667
12 *EEE 0,643 0643 0,833 0,738 0,881 0,738 5 0,738 0.833 0.762 0,837 0.786 0.881 0.810 0,857 0,784 0,786 0,810 0.833 0,833
13 FEEE 0619 0619 0,762 0.667 0,714 0,714 0,714 7 0,681 0,691 0.714 0,762 0.786 0.691 0,714 0.667 0,681 0.667 0619
14 FEEE 0714 0667 0,714 0.762 0,714 0,714 2 0,786 0,738 70,762 0.714 0,738 0,738 0.714 0,762 0,738 0.714 0.61%
15 FxE 0,810 0,857 0,810 0.810 0,837 0.833 0,881 2 0,810 0.857 0,786 0,881 0.762 3 0,810 0,786 0.857 0,762
16 0,762 0,952 0,837 2 0,786 0,881 0.762 0.810 0.786 0,833 0,762 5 0,762 0.738 0,810 0,667
17 **Ex .810 0.881 0,810 0,837 2 0,786 0,881 0.810 0,857 0.881 0,881 0,810 3 0,810 0,833 0,905 0,810
18 *EEE 833 0.762 0.810 2 0.976 0,833 5 0,852 0,810 0,881 0,833 0,905 0,952 0.,82¢ 0.857 0,667
1% F*** 0833 0,928 3 0,857 0,952 0.881 0,876 0.857 0,932 0,833 0,833 0,857 0.881 0,785
20 FEEE 0,510 2 0,786 0,881 7 0,762 0.810 0,738 0,833 0,714 5 0,762 0,738 0,810 0,667
21 **EE (837 0,833 0,928 37 0,857 0905 0,881 0,976 0.857 5 0,810 0.833 0,905 0.714
pr *EEE 076 0,833 5 0,852 0,810 0,833 0.881 0,905 5 0,852 0.92¢ 0,857 0,619
23 *EEE 857 0976 0,833 0.857 0,857 0,92% 0.876 0,832 0.833 0,643

24 ek

0.881 0.92¢ 0,857 0.833 0,833 0,857 0.881 0,738

25 =xw% (005 0,762 0,881 0,905 S 0,857 0.881 0,810 0,667
26 wwEE () 857 (881 0,952 5 0,952 0,976 0,810 0,667
27 #EEE () B33 0,810 5 0,810 0,833 0,857 0,762
28 wwss () 857 0,920 0,881 0,903 0,881 0,738
29 wwsk (833 0,429 0,833 0.857 0,922 0,738
30 wxkk (105 0,852 0,976 0,810 0,667
a1 *+4% 0405 0,429 0,405 0,500

32 FEEE (876 0.857 0,667
33 **EE ).833 0,601
34 s 762
3

3 EE Y

q¢
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SSR verileri ile elde edinilen bilgilere dayanarak NTSYS-PC paket programiyla
olusturulan ve Nei (1972)’ye gore yapilan UPGMA kiimeleme analizi sonucu (Sekli
4.2.) 2 ana grup meydana gelmis ve bu 2 ana grubun bir kolunda Ae. tauschii ve diger
kolunda makarnalik bugdayinda bulundugu 34 ekmeklik bugday olusturmaktadir.
Ekmeklik bugdaylar ise kendi aralarinda 6 alt gruba ayrilmaktadir.

I.Ana grupta olusan alt gruplar;

1. Grup: Ziyabey ve Dogankent, Nurkent, Tahirova-2000, Gonen-98, Momtchil, Dariel,
Galil, Karacadag-98, Seri-82, Adana-99, Gen¢-99, Kasifbey-95

2. Grup: Negev ve Kate A-1, Pamukova-97, Yiiregir-89, Cumhuriyet-75, izmir-85,
Basribey-95, Colfiorito, Pandas, Osmaniye-2005, Esperia, Sagittario,
Ceyhan-99, Bandirma-97,

3. Grup: Guadalupe, Yunak ve Pehlivan,

4. Grup: Golia ve Seyhan 95,

5. Grup: Makarnalik bugday Bagacak,

6. Grup: Kislik ekmeklik bugday cesidi olan Bayraktar-2000 bulunmaktadir.

II.Ana grupta ise yalniz Ae. tauschii ile olusturmaktadir.

Xgwm428 (1 bant), Xgwm314 (1 bant), Xcfd5 (1 bant) ve Xwmc48 (3 bant) SSR
primerleri Bagacak makarnalik ¢esidinde toplam 6 adet bant meydana getirmistir.
Normalde secilen bugday SSR primerleri D-genomuna 06zel olmasina ragmen
makarnalik bugday ¢esidinde PCR iiriinii irettigi i¢in A ve B-genomunda da bulunmasi
muhtemeldir. Yapilan arastirmalar neticesinde Xgwmd428 hari¢ bu primerlere ait

allellerin bugdayin A ve B-genomu iizerinde bulunduklar1 anlagilmigtir (Anonymous,

2009).
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Salem ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismalarinda elde ettikleri sonuglara gore tim
genotipler arasindaki genetik gesitliligin genis bir araligin1 gozlemlemisler ve cluster
analizleriyle gosterdikleri gibi SSR markorlerini kullanarak en yiiksek genetik ¢esitlilik
icin hem genotipleri veya kultirleri secmek hem de elit genotiplerin genetik
cesitliliklerini  siniflandirmanin  miimkiin olacagini rapor etmislerdir. Yine ayni
calismada SSR markorlerinin genomik cesitlilik analizinde etkinliginin, yararinin ve
guvenirliginin  oldugunu da goOstermislerdir. SSR markdrleri  diger markor
sistemlerinden daha polimorfik olup hekzaploid bugdayda daha fazla bilgi vermektedir
(Roder ve ark. 1995; Bryan ve ark. 1997; Plaschke ve ark. 1995).

Bu ¢alismada 42 lokus i¢in 14 mikrosatellit markorii bugdaym D-genomu yonunden
genetik ¢esitliligi belirlemek amaciyla kullanilmis olup lokus icin 40,93’lik ortalamayla
toplam 573 adet bant elde edilmistir. 137 adetle en fazla bant iireten primer Xwmc48
olup, 7 bantla en diisiik bant {ireten primer ise Xbarc98 olmustur. Bu iki primer D-
genomu 4. kromozomunun kisa kolunda bulunmaktadir ve toplamda 144 adet bant
tretmiglerdir. Polimorfik bilgi icerigine bakildiginda ortalama PIC degerinin 0,40
oldugu goriilmektedir. PIC degerinin en yiiksek oldugu primerler 0,500 degerleri ile
Xbarc130 ve Xgwm428 olmustur. En diisiik deger ise 13 bant iireten ve 1DL’de bulunan
BARCG66 primeri olmaktadir. Prasad ve ark. (2000)’de yaptiklar1 ¢alismada 0,71°lik
ortalamayla 0,21-0,90 arasinda degisen PIC degerleri elde etmislerdir. Genetik ¢esitlilik
yoniinden elde edilen deger ortalama olarak 0,470 bulunmus ve en diisiik deger 0,245
ile Bagacak’da, en yiiksek deger ise 0,499 ile Seyhan-95 c¢esitlerinde bulunmustur.
Plaschke ve ark. (1995)’te yaptiklart ¢alismalarinda 0,71’lik ortalamayla 0,21-0,90
arasinda degismektedir. Buna benzer caligmalar olarak Bohn ve ark. (1999)’da PIC
ortalama degeri 0,36 olurken, genetik ¢esitlilik degeri 0,29-0,79 arasinda degismistir.
Lelley ve ark. (2000)’de yaptiklari ¢aligmalarinda farkli bolgelerden elde edilen Ae.
tauschii populasyonlarindaki 14 mikrosatellit primeri igin 90 farkl allel gbzlemlemistir
ve PIC degeri olarak 0,68 bulmus olup, bu ¢alismada bulunan PIC degerinden daha
fazla olmustur. Medini ve ark. (2005), 34 Tunus durum bugday1 ve bugdayin akrabasi 7
yabani c¢esit kullanarak SSR ve AFLP markorleriyle genetik cesitlilik ¢alismasi
yapmiglardir. Onbes SSR markoru tum genotiplerde yliksek derecede polimorfizm
gostermistir. Calismanin sonucunda elde edilen PIC degeri (0,68) tarafimizdan yapilan

calismadaki PIC degerinden daha fazla olmustur. ZhongFu ve ark. (2003), bugdayda
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SSR  markorleriyle belirlenen D-genomunun genetik ¢esitliligi  iizerine olan
caligmalarinda 17 kishk ve 6 yazlik bugday kiiltirii veya hatti kullanmilmistir. D-
genomuna 6zel 23 SSR primeri secilmistir. Her lokusta 2,9 allel ortalamasiyla 65 allel
belirlenmistir. Bilgin ve Korkut (2005)’te RAPD markoériiyle bazi ekmeklik bugday
cesit ve hatlarinin genetik uzakliklarinin belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda
Kate A-I ile Pehlivan g¢esitleri arasindaki genetik mesafeyi yaklasik olarak 0,150
bulmuslardir. Bugday SSR markoérleri kullanilarak yapilan bu ¢alismada ise D-genomu
baz alinarak olusturulan dendograma gore Kate A-1 ile pehlivan arasindaki genetik

mesafe 0,13 olarak bulunmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada Akdeniz Bolgesinde yetistirilen ekmeklik bugday ¢esitlerinin D-genomu
yoniinden incelemesi DNA seviyesinde SSR markorleri kullanilarak saptanmustir.

Elde edilen sonuglar agsagida 6zetlenmistir:

e D-genomu yoniinde ekmeklik bugday cesitlerinin incelenmesi amaciyla D-
genomunda bulunan 14 SSR markoérii kullanilmigtir. Bu SSR primerlerinin
hepsinden PCR {iriinii elde edilmistir.

e Kullanilan 14 SSR markdriiniin tiimii kullanilan populasyon uzerinde polimorfik
bulunmustur.

e Toplamda 14 SSR markdrii ile 573 adet bant iiretilmistir.

e D-genomunun dondrl olan Ae. tauschii baz alinarak yapilan genetik benzerlige
gore Ae. tauschii ile Bayraktar—2000 ve Seyhan—95 cesitleri birbirine daha uzak
(0,31 oraninda benzerlik), Nurkent ve Tahirova-2000, Galil, Dariel ve
Kasifbey-95, Yiiregir-89 ve Cumhuriyet—75, Izmir-85 ve Basribey-95 ¢esitleri
ise birbirlerine genetik olarak daha yakin (0,98 oraninda benzerlik) bulunmustur.

e SSR markorleri kullanilarak yapilan kiimeleme analizlerinde 2 ana grup elde
edilmis olup, bunlardan biri 6 alt gruba ayrilmistir.

e SSR markorleri genetik ¢esitliligi  belirlemede kullanilabilecek en etkin
polimorfik DNA markér sistemlerinden biridir.

e PCR temeline dayali SSR markoérleri kullanilarak ekmeklik kalitesini
gelistirebilecek muhtemel varyasyonlarin saglanmasi miimkiin olabilecektir.

e Ekmeklik bugdayla daha sonraki yapilacak olan 1slah ¢alismalarina ve ekmeklik

kalitesini belirlenmesinde yol gosterebilecek bir niteliktedir.
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