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Insan beslenmesindeki énemi ve genis adaptasyon yetenedi sayesinde, diinyann en
onemli bitkilerinden biri olan bugdayin kurakliga bagli olarak veriminin azalmasi,
tarimsal tretimde siirdiiriilebilirligi ve diinya besin giivencesini tehdit etmektedir.
Kurakligin etkilerini en aza indirebilmek icin yapilan kurakliga dayanikli ¢esit 1slahinin
birinci asamasi, bugday genotiplerinin kurakliga tolerans bakimindan molekiiler ve
biyokimyasal karakterizasyonu ve siiflandirilmasidir.

Bu ¢alismanin amaci; Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ve farkli bolge kosullarina
adapte olmus ekmeklik bugday ¢esitleri ile baz1 ekmeklik bugday hatlarinin kurakliga
tolerans bakimindan karakterizasyonunun yapilmasidir. Bu amagla, genotiplere ait
DNA’lar, farkli kromozomlarda haritalanmis QTL’lerin varligi acgisindan molekiiler
markorlerle taranmistir. Kontrol gesitler arasinda yapilan taramalar sonucu incelenen 45
markdrden en polimorfik olan ve en net goriintii veren 15 adet DNA markorii (SSR)
belirlenerek calismada kullanilmistir. Arastirma sonucunda molekiiler markorlerle
yapilan taramalara gore kurakliga dayaniklilik bakimindan toleransli ve hassas kontrol
cesitleri ile genetik benzerlik gosteren ekmeklik bugday genotipleri belirlenmistir. SSR
temelli olusturulan dendograma gore incelenen genotipler kurakliga toleranslilik
bakimindan iki ana gruba ayrilmigtir. SSR primerleri ile yapilan molekiiler taramalar
sonucunda 0,14 ile 0,71 arasinda degisim gosteren genetik benzerlik katsayilarina gore,
kurakliga toleransli Gerek 79 kontrol ¢esidine en yakin genotiplerin 8 ve 11, en uzak
genotiplerin ise 16 numarali genotip ile kurakliga toleransl kontrol ¢esidi Sultan 95
oldugu belirlenmistir. Kurakliga tolerans bakimindan gruplandirilan genotiplerin ve
caligmada kullanilan SSR markoérlerinin - kuraklikla ilgili molekiiler ve 1slah
caligmalarinda yararl bilgiler saglayacagi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekmeklik Bugday, Kuraklik, Molekiiler Markor, QTL, Triticum
aestivum.
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CHARACTERIZATION OF SOME BREAD WHEAT GENOTYPES WITH
DNA MARKERS FOR DROUGHT TOLERANCE

Begiim TERZI

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
January, 2017, 94 pages

Thanks to ability to adapt a wide range of areas and importance in human nutrition,
wheat is one of the most important crop in the word but yield of wheat has been reduced
by drought stress. It threatens sustainability and world food security in agricultural
production. The first stage of drought tolerant variety breeding is molecular and
biochemical characterization and classification of wheat genotypes in terms of tolerance
to drought.

The aim of the present study was characterization of widely grown bread wheat
cultivars and some breeding lines for drought tolerance which adapted to different
regions in Turkey. DNAs of the genotypes were screened for the presence of QTLsS
mapped to different chromosomes. Results of the molecular studies identified and
detected 15 polymorphic DNA markers (SSRs) which gave the clearest images among
the control genotypes. In the end of the research, bread wheat genotypes which show
tolerance or sensitivity to drought and have genetic similarity with control varieties
were determined by molecular markers. According to SSR based dendogram, two main
groups were obtained for drought tolerance. End of the molecular screening with SSR
primers genetic similarity coefficients were obtained that ranging from 0,14 to 0,71.
Number of 8 and 11 were the closest genotypes to drought tolerant cultivar Gerek 79
and the furthest genotypes of this cultivar were number of 16 and drought sensitive
cultivar Sultan 95. Genotypes that were grouped in terms of tolerance to drought and
SSR markers are expected to provide a useful information for drought related molecular
breeding studies.

Key words: Bread Wheat, Drought, Molecular Marker, QTL, Triticum aestivum.
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1. GIRIS

Kuraklik, giiniimiizde bitkisel tiretimi ve verimi sinirlayan en onemli gevresel stres
faktorlerinden biridir. Bitkiler kuraklik, tuzluluk, asir1 yagis ve sicaklik gibi abiyotik
stres kosullarina maruz kalmakta bu durum bitkinin gelisimini ve biiyiimesini olumsuz
etkilemekte, bunun yaninda bitkide metabolik ve fizyolojik degisimlerin olusmasina
neden olmaktadir. Kiiresel 1sinmanin sebep oldugu hava degisimlerinden kaynaklanan
kurakligin etkilerini en aza indirmek icin kurakliga toleranshi bitkilerin iiretimine
yonelik ¢alismalarin oncelikli olarak devam ettirilmesi gerekmektedir. Abiyotik stres
kosullariin bitkide meydana getirdigi bu etkiler olduk¢a karmasik 6zelliklere sahiptir
bu nedenle anlasilmalar1 konusunda ¢ok sayida ¢aligma yiriitiilmektedir. Klasik 1slah
yaklagimlarinin yaninda kurakliga toleransli yabani tiirlerin genotipik mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 adina genetik miihendisligi ¢alismalar ile markor teknolojilerinin birlikte

kullanilmas1 gerekmektedir.

Genis adaptasyon yetenegi ve insan beslenmesindeki 6nemi nedeniyle diinyanin en
onemli bitkilerinden biri olan bugdayda kurakliga bagli olarak verimin azalmasi,
tarimsal {retimde siirdiiriilebilirligi ve diinya besin giivencesini tehdit etmektedir.
Kiiresel bugday tiretimi, iklim degisimlerinin artmasi ile tekrarlanan kuraklik sebebiyle
gittikge azalmaktadir (Li ve ark., 2009; Mwadzingeni ve ark., 2016). Kurakliga
toleransli gesitler, esas anlamiyla kurakligin koti  etkilerine karst  koruyucu
mekanizmalara sahip ¢esitlerdir. Ancak kuraklik, her biri kii¢iik etkili ¢ok sayida gen
tarafindan kontrol edilen kompleks bir 6zelliktir (Bernardo, 2008). Bugdayda var olan
biiyiikk genetik gesitlilik, bugdayin kokeni ve gesitlerinden tiireyen germplasmlari ile
yabani akrabalardan kiiltiire alinmig bugday c¢esitleri ve 1slah stoklar1 kuraklik toleransi
acisindan biiyiik oranda zengin bir genetik ¢esitlilik saglamaktadir (Dodig ve ark., 2010;
Nevo ve Chen, 2010; Drovak ve ark., 2011; Yildirim ve ark., 2011a; Ates Sonmezoglu
ve ark., 2012). Ciinkii bitki ayn1 ¢esitten olsa bile kurakliga tolerans bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Aymi tiirtin farkli c¢esitleri arasinda kurakliga tolerans
bakimindan farklilik goriilebilir. Bu sebeple ayni tiiriin kurakliga toleransh gesidinin
kullanilmast kuraklik kosullarinda daha iyi verim ve daha yiiksek iiretim saglayacaktir.
Klasik 1slah ile yetistirilen bitkilerin ¢ogu verimlerinin arttirilmasi amaciyla uygun

kosullardaki tarim arazilerine ekilmekte ve buna adapte olacak sekilde



yetistirilmektedir. Bu sebeple tarimsal iiretim amaciyla kullanilan ¢esitlerin ¢ogu
kurakliga karsi toleranshi degildir (Oztiirk, 2015). Uretimde biiyiik oranda pay sahibi
olan, bolge kosullarina adapte olmus kurakliga toleranshi bitkilerin gelistirilmesi

amaciyla biyoteknoloji ve 1slah ¢alismalarinin hizla devam etmesi ¢ok 6nemlidir.

Kurakligin etkilerini en aza indirebilmek i¢in yapilan arastirma ¢alismalarinin basinda
gelen kurakliga dayanikli ¢esit 1slahinin birinci asamasi bugday cesit ve hatlarinin
kurakliga tolerans bakimindan molekiiler ve biyokimyasal olarak karakterizasyonu ve

siiflandirilmasidir.

Bu calismanin amaci; Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ve farkli bolge kosullarina
adapte olmus ekmeklik bugday cesitleri ile Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitiisinde gelistirilmis baz1 ekmeklik bugday hatlarinin  kurakliga tolerans
bakimindan genetik karakterizasyonunun yapilmasidir. Bu amagla molekiiler
taramalarda farkli arastirmacilar tarafindangelistirilen ve haritalanankurakliga tolerans
ile baglantili olan mikrosatelit (SSR), tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), rastgele
cogaltilmig parga polimorfizmleri (RAPD) markarleri kullanilmigstir. Kontrol genotipler
arasinda polimorfik oldugu belirlenen 15 adet SSR markorii kullanilarak ekmeklik
bugday genotiplerinin kuraklia tolerans bakimindan karakterizasyonu yapilmistir.
Kullanilan SSR primerlerine gore c¢alismada incelenen ekmeklik bugday cesit ve
hatlarindan birbirine en yakin genotiplerin 0,71 benzerlik katsayisi ile 8 ve 10 numarali
genotipler oldugu, birbirine en uzak genotiplerin ise 0,14’ liik benzerlik orani ile 9 ve 17
numarali genotipler oldugu tespit edilmistir. Ayrica kurakliga hassas ve toleransh
kontrol gesitleri arasindaki genetik benzerlik oraninin % 23,5 oldugu da saptanmistir.
Kurakliga toleransh kontrol ¢esidi Gerek 79 ile en yakin genotiplerin 8 ve 11 numarali
genotipler oldugu, en uzak genotiplerin ise 16 numarali genotip ile Sultan 95 kontrol
¢esidi oldugu belirlenmistir. Kontrol cesitler ile olan genetik benzerlik oranlar1 ve
olusturulan dendogram ile kurakliga dayaniklilikla ilgili ileride yapilacak olan 1slah
caligmalar1 ve genetik arastirmalara bir 6n veri olusturulmustur. Ayrica ¢alismada
kullanilan SSR markdrlerine ait bulgularin da kuraklikla ilgili genetik karakterizasyon
aragtirmalart  ve genetik  kaynaklarin  etkin  kullaniminda faydali olacag:

diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Bitkilerde biiylime, gelisme ve metabolizmayi etkileyen ya da engelleyen durumlara
stres adi verilmektedir. Stres bitkilerin biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal
fonksiyonlarin1 degistirir ve bitkinin dliimiine yol agabilecek zararlara neden olabilir
(Lichtenhaler, 1996; Giirel ve Avcioglu, 2001; Yilmaz ve ark., 2011). Fizyolojik ve
biyokimyasal nedenli stres etkisi sebebiyle gen ifadesinde modifikasyonlar meydana
gelmektedir. Bu genlerin tanimlanmasi ve tespit edilmesi, toleransli bitkilerin
gelistirilmesi acisindan temel olusturmaktadir. Cevre degisimlerinin organizmada
olusturdugu etkilerin transkripsiyonel seviyede incelenmesi eksprasyon profilinin
olusturulmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir (Molina ve ark., 2008; Nemat ve ark.,
2015).

Stres faktorleri, kokenlerine gore abiyotik ve biyotik stres faktorleri olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Virlis, bakteri ve funguslar1 iceren patojenler, bdcekler ve
herbivorlar biyotik stres faktorleridir. Abiyotik stres faktorleri ise soguk, sicak,
Kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, gesitli kimyasallar, riizgar ve toprakta besin
yetersizligi gibi ¢evresel faktorlerdir (Mahajan ve Tuteja, 2005; Yilmaz ve ark., 2011).
Abiyotik stres diinya genelinde bitki kaybina neden olan en 6nemli etmendir ve 6nemli
kiltlir bitkilerinin % 50’den fazlasinda verimi azaltmaktadir (Boyer, 1982; Esmail ve
ark., 2012). Abiyotik stres temel besin maddelerinin basinda gelen bugdayda, bitki
gelisimini, verimi ve tane kalitesini etkilemektedir. Dort temel abiyotik stres kaynagi
icinde (kuraklik, sicaklik, tuzluluk, metal toksisitesi) kuraklik, tek basina besin
giivenligini oldukga tehdit etmektedir (Dreisigacker ve ark., 2016). Kiiresel 1sinmanin
sonucu olarak yagis azalmakta, buharlagsma artmaktadir bu durum diinya genelinde
abiyotik stres faktorleri arasinda olan kuraklik donemlerinin artmasma sebep
olmaktadir. Abiyotik stres kaynaklar1 i¢inde kurakligin bitki verimini % 50 oraninda
azaltmasi tarim toplumlar1 agisindan biiylik bir ekonomik kayba neden olmaktadir
(Akpinar ve ark., 2013; Budak ve ark., 2015). Kuraklik diinyanin bir¢ok {iilkesinde
bitkisel iiretimi sinirlayan en etkili abiyotik stres kaynagidir ve yetersiz yagis ve/veya
degisen yagis modellerinden kotii sekilde etkilenen en Onemli c¢evresel stres

faktorlerinin basinda gelmektedir (Toker ve ark., 2007; Mir ve ark., 2012). Kurakligin



sebep oldugu hasar etki siiresine, zamanina ve siddetine baghdir (Serraj ve ark., 2005).
Y1l i¢indeki yetersiz ve/veya diizensiz yagis ile yliksek sicaklik kurakliga neden olan
temel faktorlerdir. Kuraklik bitkinin biiylime kosullari, fizyolojisi, genotipi ve gelisim
evresi gibi gesitli faktorlerden etkilenen ¢ok yonlii bir 6zellik olmasi nedeniyle kuraklik
tolerans1 mekanizmasi ¢esitli gen ekspresyon modelleri ve kompleks sinyal sistemlerini
icermektedir (Kantar ve ark., 2011; Akpinar ve ark., 2013). Kuraklik ¢ogunlukla yiiksek
sicaklikla birlikte meydana gelmekte bu durum su kaybimi arttirmakta ve fotosentetik
kinetigi etkilemektedir (Mir ve ark., 2012). Kuraklik diinya iizerinde ekilebilir alanlarda
goriilen stres faktorleri arasinda % 26’lik payla en biiylik orana sahiptir (Blum, 2006;
Kutlu, 2010). Kuraklik stresi bitkilerde ¢ok sayida fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler olaya neden olmakta, bunun sonucu olarak bitkiler, sinirlanan g¢evresel
kosullara uyum saglayacak tolerans mekanizmalar1 gelistirebilmektedirler (Arora, 2002;
Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005; Kutlu, 2010). Ayrica bu strese tepki, hiicresel gen ifade
profilinin degismesi ve bu tiir kosullara maruz kalmis ¢ok sayida genin indiiklenmesi

sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Ameen, 2013).

Bitki gelisiminin farkli evrelerinde kuraklik toleransi, hiicresel ve organizma diizeyinde
cok sayida fizikokimyasal siireci igeren kompleks bir 6zellige sahiptir (Kadam ve ark.,
2012). Kurakliga dayaniklilik, her biri mindr etkiye sahip ¢ok sayida gen tarafindan
kontrol edilir, bitki fizyolojisinde farkliliklara yol agabilir ve ¢evre sartlarinin etkisi
altinda kalabilmesi bakimindan kompleks ve kantitatif 6zelliktedir (Barnabas ve ark.,
2008; Fleury ve ark., 2010). Kuraklik toleransi, transkripsiyon faktorleri (TS),
mikroRNA (miRNA), hormonlar, proteinler, kofaktorler, iyonlar ve metabolitler ile
cesitli genlerin etkisi ile gerceklesmektedir. Son zamanlarda, tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) de aralarinda oldugu bazi molekiiler markéorler ve kantitatif
karakter lokuslarinin (QTL) kuraklik sinyali mekanizmasindan sorumlu genlerle iligkili
oldugu belirtilmistir (Budak ve ark., 2015). Kuraklikla ilgili baz1 genler genomda,
eklemeli ve eklemeli olmayan etkilere sahip kantitatif karakter lokuslar1 (QTLs) olarak

yerlesim gostermislerdir.

Kurakliga toleransin iyilestirilmesiyle bitki cesitlerinin gelistirilmesi, artan insan
niifusuna kars1 bitki verimi ve gida giivenliginin saglanmasi agisindan siirdiiriilebilir ve

ekonomik olarak uygulanabilir bir yaklasim olarak diisiiniilmektedir. Onceleri



geleneksel 1slah yontemleriyle kurakliga karsi dayanikli bitki gesitleri gelistirme
cabalar1, kuraklik sartlar1 altinda verim gibi 6zelliklerin genotip x ¢evre etkilesimleri
nedeniyle engellenmekteydi (Blum, 1988; Passioura, 2012; Langridge ve Reynolds,
2015). Ancak son zamanlardaki molekiiler ve genomik teknolojilerdeki ilerlemeler, pek
cok bitkide kullanilabilen tanimlayici molekiiler markorlerin gelistirilmesini ve bu
sayede kantitatif karakter lokuslarmin (QTL) belirlenmesini saglamistir (Salvi ve
Tuberosa, 2015).

DNA markor teknolojileri uygulamalari, seleksiyon sirasinda poligenik 6zellikler
acisindan c¢evre tarafindan karigikliga sebep olan etmenleri elimine etmekte bunun
yaninda bitkinin herhangi bir donemdeki gelisim evresine bagli kalmaksizin seleksiyon
yapilabilmesine imkan saglamaktadir. Bu konuda ¢ok sayida molekiiler markor
kullanilmaktadir. Bu markorler arasindan en dikkat c¢ekenleri Polimeraz Zincir

Reaksiyonuna (PCR) dayali DNA markorleridir (Mwadzingeni ve ark., 2016).

ABA birikimine dayali kurakliga toleransla ilgili onemli bir QTL bugdayda 5A
kromozomunda bulunmaktadir ve kaynak genotipleri “Ciano 67” ile “SQ1” ¢esitleridir
(Quarrie ve ark., 1994). Ayrica ¢ok sayida transkripsiyon faktorii ailesi de bitkide stres
toleransi ile iliskilidir. Bunlar i¢inde bZIP, Dreb, WRKY, bHLH, MYB ve NAC
transkripsiyon faktorleri bugdayda stres toleransina karsi tespit edilen diizenleyici
genlerin bazi 6nemli gruplarini temsil etmektedir. Bu genler i¢in sinirlt sayida markor

gelistirilebilmistir.

Wei ve ark. (2009), Dreb-B1 geni i¢in fonksiyonel bir markor gelistirmis ardindan bu
markér CIMMYT ve Chang ve ark. (2013) tarafindan da test edilerek TaSAP-A1 genine
yakin bagli markor olarak tanimlanmistir. Genomun kapsamli haritalanmasini saglayan
haritalama yaklasimlar1 kullanilarak yapilan uluslararasi ¢aligmalarda belirtilen QTL’ler
sayesinde kuraklik stresi kosullart altinda tahil veriminde basarili gelismeler
yasanmistir. Fleury ve ark. (2010) yiiriittiikleri ¢alisma sonucunda bugdayda kuraklikla
alakali 20’den fazla QTL o6zetlemislerdir. Ormek verilecek olursa; kromozom 3BL
tizerinde sicaklik ve kuraklik kosullari altinda tane verimi ile bitki ortiisii (kanopi)

sicaklig1 varyansinin % 22’sini agiklayan QTL tespit edilmistir (Bennett ve ark., 2012).



Ayni kromozom (3B) iizerinde Bonneau ve ark. (2013) ile Sukumaran ve ark. (2015)

tarafindan da kuraklik stresi altinda tane verimi ¢aligmalar1 yapilmistir.

Bolgesel 1slah havuzlarina yeni gen ve gen kombinasyonlarinin girmesi ¢evre agisindan
genis iirlin adaptasyonu ihtiyacit olusturmakta iken; dar genetik cesitlilik kuraklik
tolerans1 gibi abiyotik stres kosullarinin iyilestirilmesini kisitlamaktadir. Bu yiizden,
bugday genotip koleksiyonlar1 boyunca gelecekteki bugday islah programlari igin
genetik varyasyonu arttirmak adina o6zellikle kuraklik gibi 6nemli stres faktorleri ile
ilgili genetik cesitliligin karakterize edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Huang ve ark.,

2002; Dodig ve ark., 2010).

Markor destekli  seleksiyonla bugdayda kuraklik toleransinin iyilestirilmesi tam
anlamiyla heniiz basarilabilmis degildir. Bunun sebepleri arasinda, kuraklikla ilgili
genlerin poligenik Ozellikleri, bugdayin karmasik yapisi ve biiylikk genom boyutu
verilebilir (Paux ve ark., 2006; Berkman ve ark., 2012; Mwadzingeni ve ark., 2016).
Tohum verim stabilizasyonunda molekiiler mekanizmanin anlasilmasindaki eksiklikler
nedeniyle hem klasik 1slah hem de modern genetik yontemler kullanilarak yapilan
kurakliga toleransh tahillarin gelistirilmesinde sinirlamalar mevcuttur (Passioura, 2010;
Sinclair, 2011). Kuraklik tolerans mekanizmasinin anlasilmasindaki eksiklikler ve
bugdaymn kuraklikla ilgili gen bolgelerinin kalittmindaki karmasiklik sebebiyle
kurakliga dayanikli ¢esit 1slah1 kolay degildir. Ciinkii, gozlemsel morfolojik verilere
dayali klasik bitki 1slah1 yolu ile yapilan seleksiyonun basarisi, mevsimsel yagistaki
degisim, genotipik adaptasyon ile bunlarin miktar ve dagilimi ile dogrudan iliskilidir

(Cooper ve ark., 2001; Passioura, 2006; Tomar ve ark., 2016).

Fakat, son yillarda, kurakliga dayanikli yabani tiirlerden faydalanma ve molekiiler
biyolojideki hizli ilerlemeler ile fonksiyonel genomik ve transgenik teknolojiler
kuraklikla ilgili ¢alismalar1 hizlandirmis, molekiiler agidan ilgili genlerin tespiti ve gen
bolgelerinin tanimlanmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Budak ve ark., 2013;
Yildirnm ve ark., 2013). Kurakliga dayaniklilikla ilgili molekiiler mekanizmanin da
dahil oldugu markor destekli bitki 1slahina iligkin ¢ok sayida arastirma yapilmigtir
(Patnaikt ve Khurana, 2001; Rellegrineschi ve ark., 2002; Chen ve Gallie, 2004,



Rampino ve ark., 2006; Zhao ve ark., 2008; Wei ve ark., 2009; Ashraf, 2010; Ates
Sonmezoglu ve ark., 2010a; Huseynova ve Rustamova, 2010).

Insan beslenmesinde en 6nemli temel gida iiriinlerinden biri olan bugday iiretimi ve
verimi kurakliktan olumsuz etkilenmektedir. Diinya niifusunun yaklasik % 35’inin
temel besin maddesi olan bugday, diinyada ve Tiirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir
bitkisidir (Ates Sonmezoglu ve ark., 2012; Esmail ve ark., 2012). Kiiresel 1sinmanin
getirdigi kuraklik ve hizli niifus artis1 gibi nedenlerden dolayr bugday gibi temel besin
maddelerine olan talep her gegen giin artmaktadir. Genis adaptasyon yetenegi ve insan
beslenmesindeki 6nemi nedeniyle, diinyanin en énemli bitkileriden biri olan bugdayin
kurakliga bagli olarak veriminin azalmasi, tarimsal liretimde siirdiiriilebilirligi ve artan
diinya niifusunun besin ihtiyacinin karsilanmasini tehlikeye sokmaktadir. 2015/16
USDA (Birlesik Devletler Tarim Departmani) verilerine gore Tiirkiye diinya bugday
tiretiminde 19,5 milyon tonla dokuzuncu sirada yer almaktadir. Diinya tiretiminde
onemli bir yere sahip olan Tiirkiye, kiiresel iklim degisimlerinin etkisi ile artan yiiksek

sicaklik ve azalan yagislarin sebep oldugu kuraklik riski altindadir.

Kurakligin mevcut etkilerinin azaltilmas1 amaciyla ilk olarak mevcut gesitlerin kuraklik
tolerans1 bakimindan karakterizasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir. Kurakliga
dayanimi 1iyi olan genotiplerin se¢imi ve kuraklia dayanimi iyi olan c¢esitlerin
gelistirilmesi calismalarinda etkili seleksiyon kriterlerinin belirlenmesi, lizerinde ¢ok
calisilan bir konu haline gelmistir. Kurakliga toleransi yiiksek g¢esitlerin ortaya
cikarilmasi ic¢in Oncelikle genotiplerin sulu ve kuru kosullar altindaki performanslarinin
belirlenmesi gerekmektedir (Clarke ve ark., 1992; Kutlu, 2010). Ancak kurak kosullar
altinda sadece verim bakimindan yapilacak seleksiyonun basarisi, tane veriminin
kaliim derecesinin diisiik olmasi nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle stres
kosullar1 altinda verim azalmalarin1 engelleyen belirli baz1 6zelliklerin, tane verimiyle

kombine edilmesi gerektigi ileri stiriilmistiir (Sharma ve Thakur, 2004).

Mardeh ve ark. (2006), degisen cevre kosullar altinda kurakliga dayanikli genotipleri
belirlemek i¢in kuraklik duyarlilik indeksi (KDI), stres tolerans indeksi (STI), ortalama
verimlilik (OV), geometrik ortalama verimlilik (GOV), verim indeksi (VI), verim

stabilite indeksi (VSI), tolerans (TOL) gibi seleksiyon indekslerinin kullanilabilirlik



diizeyini arastirmisglardir. Arastirmacilar 11 ekmeklik bugday hattin1 iki farkli
lokasyonda iki y1l yetistirmisler, ¢alisma sonucunda yillar, lokasyonlar ve uygulamalar
arasinda Onemli farkliliklar oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri sonuglar
dogrultusunda 1liml stres kosullar1 altinda, OV, GOV ve STI’nin etkili birer seleksiyon
kriteri oldugunu; siddetli stres kosullar1 altinda ise KDI'nin kurakliga dayanikliligi
yiiksek genotipleri ayirmada daha etkili oldugunu ifade etmislerdir.

Baser ve ark. (2005), sekiz ekmeklik bugday cesidi ve 19 ileri ekmeklik bugday hatti
ile, genotiplerin kuraga dayaniklilik oOzelliklerindeki degisimleri ve bunlarin tane
verimiyle olan basit ve ¢oklu iligkilerini belirlemek amaciyla iki yillik bir ¢alisma
yiirlitmiisler ve bugday genotiplerinin bagaklanma giin sayisi, tane dolum siiresi, bitki
boyu, bayrak yaprak alani, mumsuluk orani, stoma sayist ve yapragin su tutma yetenegi
gibi 6zelliklerini incelemislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 korelasyon ve path analizleri
sonucuna gore; yaprak su tutma yetenegi, tane dolum siiresi ve bayrak yaprak alaninin
kurakliga dayaniklilik bakimindan yapilacak seleksiyon i¢in dnemli 6lgiitler oldugunu
belirlemisler, mumsulugun tane verimi iizerinde olumlu bir etkisinin

gozlemlenmedigini ifade etmislerdir.

Naserian ve ark. (2014), Iran bugday genotiplerinde, abiyotik stres etmeni olarak
kuraklik ve tuzlulugun bazi kantitatif 6zellikler iizerinde etkilerini arastirmislardir.
Kuraklik sartlarinda hektolitre agirligi, fertil basak, verim ve hasat indeksi bakimindan
en verimli bitkilerin secilerek tane protein igeriginin arttirilabilecegini bildirmislerdir.

Morfolojik markorlerin kullanildigi fenotipik analizlerin basta ¢evre, kalitim ve genlerin
sayisindan  etkilenmeleri, yapilan ¢aligmalarin  gilivenilirligini  kisitlamaktadir.
Biyokimyasal markoérlerin ise az sayida olmalari ve belli gelisme donemlerinde 6zel
dokularda analiz edilmeleri gibi devavantajlari vardir. Islah ve genetik karakterizasyon
calismalarinda molekiiler markérlerin  kullanim1  morfolojik ve  biyokimyasal
markorlerin bu tiir kisitlamalarin1 en aza indirmektedir (Ates Sénmezoglu ve Balkan,
2014). Molekiiler markdrlerin ¢evreden etkilenmemeleri sayesinde daha gilivenilir
fenotip tahmini ve ko-dominant markdrlerle genotiplerin daha dogru ve etkili segilimi
yapilabilmektedir (Botstein ve ark., 1980; Helentjaris ve ark., 1985; Williams ve ark.,
1990). Molekiiler markorler; fenotipik ve biyokimyasal markorlere gore; cevreden

etkilenmemeleri, tekrarlanabilirlik, genomda birden fazla bolgenin belirlenebilmesine



imkan saglamalari, tek dokuya 6zgii olmayip tiim dokularda tanimlanabilmeleri, ko-
dominant yapilar1 ve genis varyasyon gdstermeleri gibi avantajlart sayesinde, bitkilerde
molekiiler karakterizasyon, genetik teshis ve filogenetik analizlerde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Yildirim ve ark., 2011b; Ates S6nmezoglu ve Balkan, 2014). DNA
markdrleri kullanilarak tiirlerin taksonomik tanimlanmasi yapilabilmekte, filogenetik
olarak akrabalik dereceleri belirlenebilmektedir (Rafalski ve ark., 1996; Lowe ve ark.,
1996, Ates Sonmezoglu, 2006; Yildirnm ve ark., 2011a; Ates Sonmezoglu ve Kiitiik,
2014).

Gilintimiizde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) temelli molekiiler markorler bugdayda
genetik karakterizasyon ve molekiiler bitki 1slahinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Williams ve ark., 1990; Wei ve ark., 2009; Ameen, 2013). Molekiiler markorler,
calisilan Ornekler icin bitki dokusunun veya cevre etkisinin altinda kalmadan, bitki
gelisiminin ¢ok erken donemlerinde cesit tespiti ve karakterizasyon caligsmalarinda
kullanilmaktadir (Manifesto ve ark., 2001). Bugdayda genetik karakterizasyon
calismalarinda; cogaltilmis parca uzunluk polimorfizimleri (AFLP) (Barrett ve Kidwell,
1998), dizisi etiketlenmis mikrosatellit bolgeleri (STMSs) veya genel olarak (SSR)
(Prasad ve ark., 2000) ve kloroplast spesifik mikrosatellit markdorleri (cpSSR) (Tomar
ve ark., 2013) gibi PZR temelli molekiiler markorler kullanilmaktadir. Bugdayda
yapilan molekiiler caligmalarda; genomda ¢ok sayida bulunmalari, ko-dominat yapilari,
lokus spesifik olmalari, tekrarlanabilirlikleri ve yiiksek bilgi igerigi gibi iistiin 6zellikleri
nedeniyle SSR markorleri sik¢a kullanilmaktadir (De Loose ve Gheysen, 1995; Roder
ve ark., 1998; Yildirim ve ark., 2009).

Basit dizi tekrarlari (SSR) olarak da bilinen mikrosatellit markoérleri, multiallelik
dogalari, kromozom spesifikligi, yiiksek polimorfizm orani ve bugday genomu boyunca
genis dagilimi gibi ozellikleri sayesinde bugdayda genetik karakterizasyon g¢alismalari
i¢in en uygun molekiiler markorlerdir (Prasad veark., 2009; Dodig ve ark., 2010; Ates
Sonmezoglu ve ark., 2010a; Yildirim ve ark., 201 1a; Ates Sonmezoglu ve ark., 2012).

Ekmeklik bugday, % 90’1 tekrarli dizilerden meydana gelmis olduk¢a karmagsik ve
biiyiik genom boyutuna (ortalama 16x10° be) sahip bir bitkidir (Li ve ark., 2004; Nemat
ve ark., 2015). Bugdaymm bu karmasik yapisina ek olarak standardize fenotipik



tekniklerin eksikligi de kuraklik toleransi ¢alismalarini kisitlamaktadir. Bu sebeple, ileri
fenotipik ve genomik teknolojilerin birlikte kullanilmasi genomik karakterizasyon,
genomik seleksiyon, molekiiler markdr tespiti, QTL haritalama ve aday genlerin kesfi
gibi caligmalarda basar1 sansmi arttirmaktadir. Markor teknolojileri uygulamalari,
seleksiyon sirasinda poligenik 6zellikler agisindan cevre tarafindan karigikliga sebep
olan etmenleri elimine etmekte bunun yaninda bitkinin herhangi bir donemdeki gelisim
evresine bagl kalmaksizin seleksiyon yapilabilmesine imkan saglamaktadir. Bu konuda
cok sayida molekiiler markor ¢esidi kullanilmaktadir. Bu markdrler arasindan en dikkat
cekenleri dizi temelli DNA markérleridir. Ozellikle tek niikleotid polimorfizmleri
(SNPs) ve mikrosatellitlerin (SSRs) bu konuda olduk¢a popiiler olmalar: ile birlikte,
kalitimsal varyasyon ile yiiksek baglant1 gostermeleri bakimindan kompleks 6zelliklerin
incelenmesinde de avantajli olacaklar1 beklenmektedir (Gupta ve ark., 2011; Berkman

ve ark., 2012; Mwadzingeni ve ark., 2016).

Bugdayda fenotipik olarak kurakliktan sorumlu ¢ok sayida o6zelligin kromozom
tizerindeki QTL bdlgelerinin muhtemel yerlerinin belirlenmesi molekiiler markorler
yardimiyla miimkiin olmustur (Ibrahim ve ark., 2012; Ahmad ve ark., 2014). Ancak
kuraklik toleransi ile alakali QTL’lerin tanimlanmasinda, bu 6zellige bir¢ok genin etki
etmesi, baz1 QTL bolgelerinin kararsiz olmasi, bugday genomunun ¢ok biiyiik olmasi ve
epistatik QTL interaksiyonlar1 gibi kisitlayic1 etmenler de etki etmektedir (Ashraf ve
ark., 2010; Kumar ve ark., 2010; Sharma, 2013). Dahas1 genin varliina dair bir bilgi de
olmayabilir. Eger gen ifade edilmiyorsa (non-expressed gen) ekspresyon seviyesi
belirlenemeyebilir veya kompleks bir 6zelligi etkiliyor olabilir, ayrica baska bir 6zelligi
ilgilendiren diger genler iizerinde de bir etki gosterebilir. Tiim bu nedenlerden dolay:
kuraklik gibi kompleks ozelliklerde ¢ok sayida ve farkli kromozom boélgelerinden

molekiiler markdrler kullanilmalidir (Mwadzingeni ve ark., 2016).

Markor destekli seleksiyon (MAS) bitki 1slahin1 hizlandirmak ve giivenilir seleksiyonu
saglamak i¢in kullanilan bir tekniktir (Wei ve ark., 2009; Ates Sonmezoglu ve ark.,
2010b; Huseynova ve Rustamova, 2010; Yildirnm ve ark., 2013). Geleneksel olarak,
cesitlerin seleksiyonu morfolojik 6zellikleri temel alinarak yapilmakta ve bunun sonucu
olarak poligenik karakterlerin analizi zor olmaktadir. Bu tiir kisitlamalar ilgilenilen

Ozellik bakimindan markor destekli seleksiyon kullanilarak asilmaktadir (Ameen,
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2013). Markor destekli 1slah yoluyla, daha 6nce miimkiin olmayan, su stresi altindaki
bir bitki germplasminin binlerce genomik bdlgesinin yararliligini incelemek miimkiin

olabilmektedir (Ashraf, 2010; Huseynova ve Rustamova, 2010).

Kurakligin etkilerini en aza indirmek amaciyla yapilan arastirmalar (sulama ve diger
kiiltiirel iglemler) arasinda en onemlilerinden biri kurakliga dayanikli cesit 1slahidir.
Mahsullerin verim stabilitesini artirmak i¢in en umut verici ve ekonomik ¢oziimlerden
biri yliksek verimli ¢esitlerin kuraklik toleransi ile ilgili genlerinin ve genomik
bolgelerinin tiirler arasi melezleme (introgression) ile genetik acidan iyilestirilmesidir
(Blum, 2006; Nevo ve Chen, 2010; Kadam ve ark., 2012). DNA markdrlerinin
kullanima ile yiiksek yogunluklu molekiiler baglant1 haritasinin gelistirilmesi, kantitatif
karakter lokuslar1 (QTL) iceren kompleks dzelliklerin genomik iligkilendirme boyunca
genetik temellerinin parcalara ayrilarak incelenmesi i¢in olanak saglamaktadir (Kadam

ve ark., 2012).

Bugdayda stres faktorleri ile ilgili diinya genelinde ¢ok sayida genetik c¢esitlilik
arastirmalar1 yapilmaktadir (Dodig ve ark., 2010; Esmail ve ark., 2012; Ameen, 2013).
SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) markorleri molekiiler ¢alismalarda genis bir
kullanima sahiptir. Ozellikle ekmeklik bugday, hekzaploid genom yapisi sebebiyle diger
tahillara oranla daha yiiksek SNP oranina sahiptir (Ates Sonmezoglu ve ark., 2010c;
Shavrukov, 2016a). Shavrukov ve ark. (2016b) Kuzey Kazakistan boélgesinin kurak
sartlarinda kurduklar1 denemede, 89 bdlgesel ticari ekmeklik bugday cesidini 19
Ampliflour SNP markérii araciligiyla taramislar ve kurakliga duyarl genler icin allelik
varyasyonlar elde ettiklerini bildirmislerdir. SNP markoérii Katu 48’in, Dreb 2
(Dehydration responsive element binding factor 2) tipi gen olan TaDREB5 geni i¢in
kullanilan ¢esitler boyunca diizgiin bir allelik dagilim gosterdigi, incelenen genotiplerin
kuraklik kosullar1 altinda diisiik ve yiiksek verimli olmak {izere iki ana gruba ayrildig:

ifade edilmistir.

Kuraklikla iligkili gen bolgeleri veya molekiillerin tanimlanmasi agisindan ilgili gen ve
proteinlerinklonlanmasive detayli karakterizasyonu kurakliga toleransh bitkilerin
gelistirilmesinde temel adimi olusturmaktadir. Kuraklik calismalari genellikle ABA

(Absisik asit)-bagimli ve ABA-bagimsiz olan DREB (Dehidrasyondan sorumlu
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baglayic1 elementler) yolaklar1 olmak iizere iki transkripsiyonel diizenleyici dongiliyii
icermektedir (Budak ve ark., 2013). ABA, dehidrin gen ekspresyonunda onemli bir
indiikleyici olup, kurakliga tolerans ve dormansinin korunmasinda oOnemli rollere
sahiptir (Busk ve ve ark., 1997; Suakar, 2012). ABA-bagimli stres iliskili en temel sinifi
MYB Transkripsiyonu olusturmaktadir. Son yillarda ekmeklik bugdayda kurakliga
dayanimla iliskili agiga ¢ikarilmis ABA-bagimli MYB tip bilinen kuraklik sinyalleri;
R2R3 ve MYB3R’dir. ABA-bagimsiz DREB yolaklarindan Dreb-1 TFs genellikle
soguk stresine karsi duyarli iken, Dreb-2 TFs kuraklik stresine kars1 duyarhdir (Cai ve
ark., 2011). Dreb-1B, Dreb-1C ve Dreb-1A proteinleri dehidrasyondan (kurumadan)
sorumlu elementi (DRE) tastyan gen ekspresyonlarinda diisiik sicaklikta indiiklenerek
aktive olurlar (Shinozaki ve Shinozaki, 2000). DRE elementleri ayni zamanda
kurakliga ve kurumaya spesifik transkripsiyon faktorleri (Dreb-2A ve Dreb-2B) ile ilgili
bir aile olarak da tanimlanmaktadir (Liu ve ark., 1998; Suakar, 2012). Bugdayda ¢ok
sayida DREB homologu tanimlanmis olsa da, DREB2 kaynakli kurakliga tolerans

tepkileri heniliz tamamen aydinlatilamamastir.

Huseynova ve Rustamova (2010) calismalarinda; toleranshi, orta toleranshi ve
toleranssiz 12 bugday genotipinde kurakliga dayanikliligi belirlemek icin RAPD ve
fonksiyonel primerleri kullanarak kromozom 3A, 3B ve 3D kromozomlarinda
molekiiler markor taramalari yapmislardir. Yapilan galigmada bugdayda Dreb genleri
bes spesifik primer ile incelenmistir. A genomunda P21F/P21R ve P25F/PR primerleri,
B genomunda P18F/P18R primerleri, D genomunda P20F/P20R ile P22F/PR primerleri
kullanilmistir. Kuraklhiga yari dayanikli Tale-38 genotipi harig, incelenen kurakliga
dayanikli ve kurakliga duyarli diger tiim genotiplerde Drebl (Dehydration Responsive
Element Binding Proteins) geninin 3A kromozomunda bulundugu tespit edilmis, bu
bolgeyi cevreleyen primerlerin kurakliga dayaniklilikla ilgili taramalarda basariyla

kullanilabilecegi ifade edilmistir (Huseynova ve Rustamova, 2010).

Farkli bir aragtirmada (Wei ve ark., 2009) yapilan molekiiler taramalarda, SNP S770
Dreb-B1 i¢in Xfbb 117 ve Xmwg 818 markdrleri arasinda kromozom 3BL {izerinde
tanimlanmistir. Edae ve ark. (2013) ise sicaklik stresi, bitki artis indeksi ve biyokiitle

icin Dreb-1A, bayrak yaprak genisligi, hasat indeksi, yaprak genisligi i¢cin ERA1-B ve
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ERA1-D, verim ve bin tane agirlig1 i¢in 1-FEH-A ve 1-FEH-B olmak iizere 5 sinyal geni

iceren kuraklik ve verimle alakali yolaklar i¢in tanimlanmustir.

Tomar ve ark. (2016) kuraklik stresi kosullarinda morfolojik ve agronomik karakterlerin
korelasyon analizini yapmislar, 31 bugday genotipi arasindaki filogenetik iliskiyi SSR
markdrleri araciligiyla belirlemislerdir.Basit dizi tekrarlart (SSR) olarak bilinen
mikrosatellit markorleri; multi-allelik dogalari, kromozom spesifikligi, yiiksek
polimorfizm orani ve bugday genomu boyunca genis dagilim gostermeleri bakimindan
bugdayda genetik karakterizasyon ve markor destekli 1slah ¢alismalar i¢in tercih edilen

molekiiler markorlerdir (Prasad ve ark., 2009).

Farkli bir calismada, kuraklik bakimindan degisiklik gosteren Israil ve civarindaki
bolgelerden 25 popiilasyonla temsil edilen 145 yabani tip bugdaydan olusan bir
koleksiyon i¢inde, bu yabani tip bugdaylarin lokuslarindaki allelik ¢esitlilik bakimindan
54 mikrosatellit analiz edilmistir. Popiilasyonlarda genotipler boyunca % 56 oraninda
genetik cesitlilik bulunurken, popiilasyonlar arasinda % 44 oraninda varyasyon
bulundugu ve SSR’larin bugdayda genetik cesitlilik ¢alismalarinda oldukga yararl ve
kullaniglt markorler oldugu bildirilmistir (Peleg ve ark., 2008).

Bugdayda kurakliga tolerans i¢in 4B kromozomunun kisa kolundaki genomik iliskilerin
incelendigi bir ¢calismada, 6zellikle kurakliga dayanikli aday genler iizerinde durulmus,
farkli sekilde ifade edilmelerinin ve genomik bolgelerdeki yerlerinin tespiti
aragtirtlmistir (Kadam ve ark., 2012). Bugdayda kurakliga tolerans i¢in markor destekli
1slahta kullanilmak tizere 6nemli bolgelerle siki baglantili markorlerin kullanilabilecegi

bildirilmistir.

Kiiltiir bugdaylarinda ve yabani tip bugdaylarda kuraklik toleransinin incelendigi bir
diger arastirmada, modern ¢esitlerin yabani akrabalarmin, Ozellikle de
T. dicoccoides’ in kurakliga toleransi icin yiiksek potansiyele sahip oldugu
belirlenmistir (Budak ve ark., 2013). Yapilan calismada tiirler aras1 melezleme aracilig1
ile modern bugday ¢esitlerinde kuraklikla ilgili aday genleri karakterize etmisler ve bu

genlerin iglevlerini molekiiler ¢aligmalarla teyit etmislerdir.
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Kuraklik tolerans1 agisindan bugday genotiplerinde biyokimyasal ve molekiiler
markdrler kullanilarak yapilan bir genetik karakterizasyon ¢aligmasinda (Esmail ve ark.,
2012), bugday genotiplerinin genetik benzerlik ve farkliliklarinin tespit edilmesi
amaciyla biyokimyasal (SDS-PAGE) ve molekiiler markdrler kullanilmistir. Yapilan
fenotipik analizler sonucu, 25 bugday genotipinde ¢imlenme yiizdeleri arasinda biiyiik
farkliliklar bulundugu ve incelenen cesitlerden yedisinin kurakliga daha toleransh
oldugu tespitedilmistir. SDS-PAGE ve RAPD-PCR analizlerinin  birlikte
degerlendirildigi sonuglara gore incelenen bugday genotipleri kurakliga dayaniklilik

bakimindan ii¢ ana gruba ayrilmistir (Esmail ve ark., 2012).

Genotip koleksiyonlarinda genetik c¢esitliligin arastirilmasinda kullanilan molekiiler
markorler i¢in tiim allel sayisinin ve sirasiyla bunlarin kombinasyonlarindaki PIC
(Polymorphism Information Content; Polimorfizm Bilgi Icerigi) verilerinin
degerlendirilmesinin daha sonra yapilacak karakterizasyon caligmalar1 i¢in faydali
bilgiler saglayacagi tespit edilmistir (Hao ve ark., 2006). Hao ve ark. (2006),
inceledikleri tim genotipler igin lokus basina PIC sayismnin O6nemli bir bilgi
olugturdugunu ve her lokustaki allelerin sayisi ile pozitif korelasyon gosterdigini
bildirilmigler, Huang ve ark. (2002) ile Hai ve ark. (2007) da yaptiklar1 ¢alismalarda
ifade edilen bulgularla uyumlu ve birbirini destekler nitelikte sonuglar elde etmislerdir.
Bu tez calismasinda da kullanilan markorlerin PIC ve allel sayilart hesaplanmais, boylece

daha sonra yapilacak caligmalara 6n veri saglanmistir.

Bibi ve ark. (2010) tarafindan bugday genotiplerinde kurakliga tolerans aragtirmak igin
molekiiler markor destekli seleksiyonun kullanildigi bir calisma ylriitiilmiistiir.
Arastirmada toplam 100 allel, % 78 oraninda polimorfik ve % 22 oraninda monomorfik
olarak rastgele 15 primer ile amplifiye edilmistir. Caligmada 14 genotip, bugday
genomunda kurakliga tolerans ile ilgili spesifik bolgeler bakimindan F2R2 primeri ile
13 genotip ise yine genomda spesifik bolgeler (Dreb dizisi) bakimindan F3R3 primeri

ile igaretlenmistir.

Ekmeklik bugdayda kurakliga toleransin molekiiler markorlerle incelendigi farkli bir
aragtirmada, alti bugday genotipi, RAPD primerleri kullanilarak taranmig; dort

genotipin kurakliga toleransl, iki genotipin ise hassas oldugu belirlenmistir (Ameen,
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2013). Elde edilen sonuglara gore kurakliga toleransli bugday genotiplerinin
belirlenmesinde kullanilan RAPD primerlerinden yedisinin basariyla kullanilabilinecegi

tespit edilmistir.

Kislik ve yazlik ekmeklik bugday cesitlerinin kuraklifa tolerans bakimindan genetik
cesitliliginin fenotipik goézlemler ve basit dizi tekrarlari (SSR) ile incelendigi bir
calismada, genotipler kuraklik toleransina (yiiksek, orta, diisiik) ve kaynak bolgelerine
gore gruplara ayrilmistir (Dodig ve ark., 2010). Yapilan molekiiler varyans analizleri,
kurakliga tolerans ile cografi gruplar (bolgeler) arasindaki baglantinin % 96 oraninda
toplam varyasyon ile aciklanabilecegini gostermistir. Yiiksek derecede kurakliga
toleransli genotipler arasindaki genetik cesitliligin, kurakliga toleransi olduk¢a az olan
genotiplerden fazla oldugu goriilmiistiir. Altt bolgesel grup arasinda yapilan
karsilagtirmali SSR analizleri sonucu Kuzey Amerika’daki genotiplerin diger
bolgelerdeki genotiplere oranla daha fazla genetik cesitlilik gosterdigi saptanmistir

(Dodig ve ark., 2010).

Azaltilmis nem kosullarinda 4A kromozomunun tane verimi iizerinde etkili QTL
bolgesi SSR ve STS markdrleri kullanilarak haritalanmistir (Kirigwi ve ark., 2006).
Incelenen QTL’nin; tane verimi, tane doluluk orani, basak yogunlugu, m?deki tane
sayis1, biyokiitle verimi, biyokiitle verim orani ve kurakliga hassaslik indeksi (DSI) ile
de iliskili oldugu ifade edilmistir. Caligmada kullanilan bu 6zelliklerle baglantili olan
molekiiler markorler, kromozom 4A {izerinde sirasiyla % 20, 33, 15, 23, 30, 26 ve 41
oranlarinda fenotipik varyasyonla ifade edilmistir. Xwmc 89 mikrosatellit markoriiniin
incelenen QTL’ye 7,7 cM’lik uzaklikta oldugu ve fenotipik varyasyonu en net sekilde
gosterdigi bildirilmistir. Calisma sonucunda Xwmc 89’un kuraklik toleransini arttirmak
amactyla yapilacak 1slah caligmalarinda markdr destekli seleksiyonda giivenilir bir
sekilde kullanilabilinecegi belirtilmistir. Bu tez calismasinda da Xwmc 89 primeri

molekiiler taramalarda kullanilmistir.

Pakniyat ve Tavakol (2007), kurakliga tolerans ile iliskili RAPD markoérleri kullanarak
20 ekmeklik bugday cesidinin genetik c¢esitliligini arastirmiglardir. Arastirmada
kullanilan ¢esitlerden alt1 tanesinin kurakliga toleransli oldugu bilinmektedir. Kullanilan

RAPD primerlerinden P6 ve P7’nin kurakliga toleransh ¢esitlerde sirasiyla, 920 ve 750
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be (baz ¢ifti) biiyiikliiklerinde bant verdikleri, kurakliga toleransli olmayan ¢esitlerde ise
bu aralikta bant vermedikleri goriilmiistiir. Sonug olarak bu baz ¢ifti biiyiikliiklerine dair

bulgularin ekmeklik bugdayda kurakliga toleransla iligkili olabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Al-Kordy ve ark. (2013) tarafindan yapilan c¢alismada, 109 bugday genotipinin
kurakliga tolerans bakimindan incelenmesi amaciyla spesifik iki tip markor (AFLP ve
ISSR) kullanilmis, genotipler arasinda yiiksek oranda polimorfizm tespit edilmistir. ki
tip markor ¢esidine ait 49 adet primer kurakliga tolerans acisindan incelenmistir. Basit
tekrarli diziler aras1 polimorfizm (ISSR) analizlerinin sonuglarina goére ekmeklik bugday
cesitleri arasindaki genetik cesitliligin tespitinde bu markdr tipinin yararli ve
kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Her iki tip markor analizleri de markor destekli
seleksiyonun ekmeklik bugdayda kurakliga tolerans agisindan islah g¢aligmalarinda

basariyla kullanilabilecek bir yontem oldugunu bir kez daha gostermistir.

Wei ve ark. (2009), Chinese Spring cesidinde 3A, 3B ve 3D kromozomunda yer alan
Drebl genlerini genoma spesifik primerler kullanarak incelemislerdir. iki adet SNP
(S646 and S770) markorii kullanilarak Opata 85 ve W7984 ailelerinde Dreb-B1 geni
acisindan polimorfizm belirlenmis, ancak Dreb-Al ve Dreb-D1 agisindan farklilik tespit
edilememistir. Farkli bir ¢caligmada (Dodig ve ark., 2010), allel spesifik SNP primeri
P40 ile 115 adet rekombinant saf hat (RIL) taranmis, 3BL kromozomu iizerindeki Dreb-
Bl geni, Xmwg 818 ve Xfbb 117 markérleri ile haritalanmistir. 3B kromozomu
lizerinde haritalanan Dreb-B1l geninin, kuraklik toleransinin iyilestirilmesi amaciyla
yapilacak bugday 1slah1 ¢aligmalarinda MAS ile etkin bir sekilde kullanilabilecegi ifade

edilmistir.

Nachit ve ark. (2000), CIMMYT/ICARDA kurak bolge 1slah programi igerisinde,
bugdayin yabani akrabalar1 arasinda molekiiler markorler kullanarak kurakliga tolerans
arastirmasi yapmislardir. Bu ¢alismada tane verimi, tane igerigi ve bazi fizyolojik stres
Ozellikleri molekiiler RFLP markorleriyle iligkilendirilmistir. Sonuglar kullanilan
markorlerin tane 6zellikleri, tane icerigi ve fiziksel stres 6zellikleri ile yakindan iligkili
oldugunu gostermistir. Ayrica bu markorlerin makarnalik bugdayda kuraklik toleransini

gelistirmek i¢in markor destekli seleksiyon araciligr ile kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Diab ve ark. (2008), makarnalik bugday hatlarinda 12 bilinen gen ve 103 farkli ifade
edilmis dizi etiketleri (EST) kullanarak 55 adet polimorfizm saptamislardir. Kuraklik
stresi ile ilgili gen bolgelerinin tespiti amaciyla tek nokta analizi ve birlesik aralik
haritalamasi kullanilmistir. Kuraklik toleransi 6zelligi agisindan QTL ile iliskili 6 aday
gen ve 19 dEST’yi de igeren 178 markdr kullanilmistir. Sonuglar makarnalik bugdayda
kuraklik toleransininin gelistirilmesi ¢aligmalar1 i¢in molekiiler markdrlere dayali
markor destekli seleksiyonun kullanilmasinin kurakliga dayanikliligin gelistirilmesinde

onemli katkilar saglayacagini gostermistir.

Kuraklik stresinden farkli oranlarda etkilenen ekmeklik bugday hat ve cesitleri
arasindaki genetik ¢esitliligin c¢ogaltilmigs parga uzunluk polimorfizmi (AFLP)
kullanilarak arastirildigir bir calismada cesitlerin kuraklik stresi altinda agronomik
performans: da incelenmistir (Esmacilzadeh ve ark., 2004). Toplam 28 genotipin
incelendigi calismada 14 adet Iran cesidinin fenotipik gozlemleri Iran’da, 14 adet
CIMMYT’den gelen ¢esidin fenotipik verileri ise Meksika’da alinmistir. On AFLP
primer c¢ifti ile 28 c¢esidin molekiiler taramalarindan 335 polimorfik bant tespit
edilmistir. fran’dan alman materyalin AFLP markérleri ile yapilan genetik cesitlilik
analizine gore kurakliga toleransh altt genotip belirlenmistir. CIMMY T den alinan
materyallerde ise agronomik performans ve AFLP markorleri kullanilarak yapilan
taramalar sonucunda genetik c¢esitlilik bakimindan énemli bir farklilik gézlenmemistir.
Calismadan elde edilen sonuglara gore, genotipler ile benzer agronomik performans ve
farkli genetik yapmin kombine edilerek incelenmesinin 1slah programinda kuraklik

stresine toleransin gelistirilmesi agisindan avantaj olusturdugu ifade edilmistir.

Golabadi ve ark. (2011), mikrosatellit markdrlerini kullanarak kantitatif karakter
lokuslarini; bin dane agirligi, basaktaki dane agirligi, basaktaki dane sayisi, m?deki
basak sayisi, basak agirligi, basak hasat indeksi ve hasat indeksi gibi verim igerikleriyle
iliskilendirmiglerdir. ~ Calismada  kurakliga  dayanikli  Oste-Gata  arasindaki
melezlemelerden iiretilen 151 bireyden olusan F3 ve F4 hat populasyonlar1 ve kurakliga
hassas Massara-1 durum bugdaylar1 kullanilmistir. Ekmeklik bugdayda A ve B
genomlarinda belirtilen iki yiiz mikrosatellit markor parental polimorfizm analizlerinde
kullanilmis ve 30 polimorfik SSR markorii F2:3 ailesinin 151 bireyinde denenmistir.

QTL analizlerinde tek markor regresyon analizi (SMA) ve birlesik aralik haritalamasi
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(CIM) kullanilmistir. SMA sonuglarina gore yaklasik % 20 fenotipik varyasyon
saptanmig, hasat indeksi ve bin dane agirhgmin Xcfd 22-7B ve Xcfa 2114-6A
markdrleri ile baglantili oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Xgwm 181-3B, Xwmc
405-7B, Xgwm148-3B ve Xwmc 166-7B markoriiniin basak hasat indeksi ve basaktaki
dane agirligi ile baglantili oldugu saptanmustir. incelenen tiim 6zellikler ile baglantili
toplam 20 adet mindr ve major QTL belirlenmistir. QTL haritas1 10 markor ile
iliskilendirilmistir. Sabit ve sabit olmayan kuraklik stresi altinda, QTL’ nin % 49,5
orantyla fenotipik varyasyonla agiklanabilecegi ortaya konmustur (Golabadi ve ark.,

2011).

Shaha ve ark. (2009), hekzaploid ve kurakliga toleransli 53 bugday genotipi arasinda
molekiiler markorlere dayali tanimlama calismasi yapmislar ve bu amacgla molekiiler
taramalar icin farkli RAPD primerleri kullanmislardir. Incelenen genotipler arasinda en
yiiksek amplifikasyon degerini OpG-2 primeri gostermistir. Ug set materyal arasindaki
genetik uzaklik ve benzerlik katsayist UPGMA (Unweighted Pair Group of Arithamatic
Means) fonksiyonu kullanilarak hesaplanmstir. Incelenen genotipler ve elit Pakistan
ekmeklik bugday ¢esitleriyle kiyaslandiginda Ulusal Tarim Arastirma Merkezi (NARC)
biinyesinde gelistirilen genotipler % 69,70 ile ¢ok daha yiiksek polimorfizm
gostermistir. Calismada kullanilan genotiplerden NARC’a ait olanlar arasinda kurakliga

toleranslilik bakimindan yiiksek oranda varyasyon bulundugu tespit edilmistir.

Rashed ve ark. (2010) DNA markoérlerini kullandiklart ¢alismalarinda, kuraklik
sartlarinda yetistirilen 20 ekmeklik bugday cesidi arasindan kurakliga en dayanikli
(Sahel 1 ¢esidi) ve hassas olan (hat 13) genotipleri kuraklik duyarlilik indeksine gore
secmisler, kuraklik stresine kars1 zit 6zellik gosteren bu iki ¢esidin melezlenmesiyle
elde edilen F1 bitkilerinin kendilenmesi sonucu F2 bitkilerini elde etmislerdir. Segilen
iki anag¢ ¢esit ve bunlarin F1 ile F2 bitkileri kuraklikla iligkili 6zellikleri bakimindan
degerlendirilmis, her iki gruptan (F1 ve F2) 5’er bitki 9 adet RAPD primeri ile taranarak
bugdayda kuraklikla iligkili —markdrlere dayali molekiiler karakterizasyon
gerceklestirilmistir. Sonuglara gore 4 pozitif ve 2 negatif RAPD markoériiniin ekmeklik
bugdayda kuraklik calismalari acisindan giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi
belirtilmistir. Ayrica, elde edilen sonu¢ ve bulgular Nachit ve ark. (2000) tarafindan

yapilan bugdayda molekiiler markorler araciligi ile tane verimi, verim igerikleri ile

18



fizyolojik stres oOzelliklerinin incelenmesi c¢alismasindaki molekiiler markdrlerin
kullanimi1 ile ilgili sonuglar bakimindan birbirlerini desteklemektedir. Yapilan ¢ok
sayida calismada molekiiler 1slah araciligi ile abiyotik strese toleransl bitkilerin markor
destekli seleksiyonu calismalari icin bu 0&zelliklerle ilgili potansiyel markorlerin
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Celtik (Naqvi ve ark., 1995; makarnalik bugday
(Penner ve ark., 1996; misir (Abdel-Tawab ve ark., 1998) ve ekmeklik bugday (Penner
ve ark., 1996) gibi pek ¢ok bitki i¢in markor destekli seleksiyonda molekiiler markorler

ile calisilmustir.

Faheem ve ark. (2015), SSR markorlerini kullanarak kurakliga tolerans bakimimdan D
genom temelli genetik cesitlilik aragtirmasi yapmiglardir. Toplam 23 SSR markorii
kullandiklar1 ¢aligmalarinda Polimorfizm Bilgi Igerigi (PIC) degerlerini ortaya koymus
ve genetik kiime analizi olusturmuslardir. Sonug olarak elde ettikleri veriler, calismada
kullanilan genotiplerin 6zellikle yar1 kurak ve kurak g¢evre sartlari icin bugday islah
programlarinda kullanilabilmesi ve SSR markdrlerinin bu amagla kullanilabileceginin

gosterilmesi bakimindan bilgi verici olmustur.

Bugdayda c¢imlenme ozellikleri ve molekiiler analizlere dayali olarak kuraklik ve
sicaklik toleransinin degerlendirildigi bir ¢alismada (El-Rawy ve Youssef, 2014), 14
bugday hatt1 arasinda kuraklik ve sicaklik toleransinin degerlendirilmesi agisindan
deneylerde polietilen glikol ve hiicre zar stabilitesi (HZS) kullanmislardir. incelenen
tim fide Ozellikleri i¢in Onemli bir varyasyon oldugu gozlenmistir. Test edilen
karakterler arasinda, farkli seviyelerde kalitim ve genetik ilerleme oldugu bulunmus ve
karakterin eklemeli veya eklemesiz gen etkisiyle kontrol edilip edilmedigi
belirlenmistir. Kuraklik, kok ve siirgiin boylarinda énemli bir diisiise neden olurken,
kuraklik stresi altindaki kok ve siirglin capinda artis gézlenmistir. Kuraklik kosullart
altinda, kok boyu kurakliga duyarlilik indeksi (KDI) ile 6nemli o&lgiide negatif
korelasyon gostermistir. Fide 6zelliklerine gore kiimeleme analizi KDI ve HZS agirlikli
hatlara ayrilmistir. Baz1 hatlar diisitk KDI ve yliksek HZS altinda kuraklik ve sicaklik
tolerans1 gostermislerdir. Molekiiler taramalara gore dizi iligkili cogaltilmis polimorfizm
(SRAP) markdrlerinden toplam 135 bant ¢ogaltilmus, test edilen 30 hat arasinda % 86
oraninda polimorfizm goriilmiistir. SRAP markorleri kiimeleme analizinde bugday

genotipleri arasinda etkili bir ayrim gdstermistir. Tiim yiiksek DSI hatlar1 bir alt kiime
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olusturmug, SRAP markdrleri sirasiyla yiiksek ve diisiik KDI’I1 hatlar i¢in 10 ve 3 adet
spesifik bant olusturmustur. Bu sonuglarin ve bant bityiikliiklerinin ileride yapilabilecek
kuraklik toleransi ile ilgili caligmalarda SRAP markorlerinin bagarili bir sekilde

kullanilabilecegi bildirilmistir (EI-Rawy ve Youssef, 2014).

Farkl1 bir arastirmada, kuraklik ve sicakliga direncin gelistirilmesi ¢alismalarinda, yerel
bugday genotiplerinin 1slah programlarina dahil edilmesinin 6nemli oldugu ve
molekiiler markdrlerin  her genotipin haplotipini  belirlemede kullanilabilecegi
bildirilmistir (Quarrie ve ark., 2003). Fenotipteki varyasyonla iliskili markor ile allelik
varyasyon iligkilendirme testi yapilarak, stres direnci gelistirilmis karakterlerin
etiketlenmesi miimkiindiir, bdylece bu yeni c¢esitler daha verimli sekilde 1slah
programlarina dahil edilmis olur. Quarrie ve ark. (2003) c¢alismalarinda, kurakliga
dayaniklilik dahil olmak {izere cok sayida o6zellik bakimindan fenotipik olarak
gozlenmis 96 katilimli genis bir bugday genetik kaynagi kullanmiglardir. Caligmada
allelik varyasyonlari, fenotipik varyasyonla iligkilendirmek i¢in 47 mikrosatellit (SSR)
markorii belirlenmistir. Onemli allel iliskilendirmeleri, cigeklenme zamani ve sap
uzunlugu, fotoperiyot (Ppd), vernalizasyon (Vrn) ve temel ciicelik geni (Rht-D1) ile
lokus yakinligi olan SSR markorleri ile tanimlanmistir. Kromozom 6D’de bulunan
ciceklenme zamani psp32300 SSR markdrii ile de yiliksek derecede iliskilendirilmisgtir.
Genotiplerin alt grubunda ise 6AL kromozomu iizerindeki psp 3071 markord,
Gilineydogu Sirbistan’da kuraklik altindaki verim denemelerinde 6nemli derecede iligki
gostermistir. Bu sartlar altinda verimle en c¢ok iliskilendirilen bilesen tane agirligi
olmustur. Calisma sonucunda kurakliga direncin gelistirilmesi hedefli 1slah
programlarinda, bu markérlerin anag genotiplerinin belirlenmesinde ve markor destekli

seleksiyonda giivenilir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir.

Kuraklik toleransinin arastirildigi bir calismada, 1960’larda Hindistan'da yetistirilen
kurakliga en toleranshi ekmeklik bugday ¢esidi olan ‘C306’ kullanilmistir. Kumar ve
ark.(2012) yaptiklart bu c¢alismada, gesitler aras1 haritalama popiilasyonu olusturmak
amaciyla rekombinant kendilenmis hatlar1 ‘C306’ ile melezlemis, 9 adet ‘HUW206’
kurakliga tolerans icerikleri, stres altinda fotosistemin potansiyel kuantum etkisi (PS) II
(Fv/Fm), klorofil igerigi (Chl), bayrak yaprak sicakligi (Lt) ve bitki basina tane verimi

(Gyp) bakimindan degerlendirmislerdir. Iyi sulama ve su stresi sartlar1 Kansas State
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Universitesi’nin (USA) sera ve biiyiime kabinlerinde saglanarak birbirinden bagimsiz ii¢
deney kurulmustur. Toplam 560 mikrosatellit markorii kullanilarak tiim genom boyunca
aileler arasindaki polimorfizm izlenmistir. Stres altinda diisiik bayrak yaprak sicakligi
icin QTL (QLt.ksu-1D)’nin 1D kromozomunun kisa kolunda, Xbarc 272 ve Xgwm
337 markdrleri arasinda, 3,5 LOD, % 37 fenotipik varyasyonla bulundugu bildirilmistir.
Stres altinda Fv/Fm (QFv/Fm.ksu-3B) ve Chl (QChl.ksu-3B) PS 1I’nin kuantum etki
kontrolii ile klorofil igerigi icin QTL, kromozom 3B {izerinde birlikte yerlesmis, Xbarc
68-Xbarc 101 markorleri arasinda her 6zellik i¢in, % 35-40’lik fenotipik varyasyonla
aciklanmistir. Gyp i¢in QTL (QGyp.ksu-4A), 4A kromozomu iizerinde bulunmus, 3,2
LOD degeri ve % 16,3 fenotipik varyasyonla agiklanmistir. QTL’ler, Fv/Fm igin
kromozom 3A, 6A, 2B, 4B ve 4D’de; Chl i¢in 3A, 6A, 2B ve 4B’de ve Lt i¢in ise 1A,
3A, 6A, 3B ve 5B kromozomlarinda gozlenmistir. Calisma sonuclarinda belirlenen QTL
bolgeleri, C306 ¢esidinin kuraklik toleransinin genetik mekanizmasini anlamak igin
bilgi verici olmus ve tarla denemeleri kullanilarak markor-fenotip baglantisi

aciklanabilmistir (Kumar ve ark., 2012).

Tomar ve ark. (2016) kuraklik stresi kosullarinda morfolojik ve agronomik karakterlerin
korelasyon analizini yapmislar, 31 bugday genotipi arasindaki filogenetik iliskiyr SSR
markdrleri araciligiyla belirlemislerdir. Calisma sonucunda SSR  markoérlerinin
bugdayda kuraklik tolerans: ile ilgili genetik karakterizasyon ¢alismalarinda basarili ve
etkin bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu tez calismasinda da incelenen
bugday genotiplerinin kuraklifa tolerans bakimindan genetik karakterizasyonunun

yapilmast anaciyla SSR markorleri kullanilmastir.

Ramya ve ark. (2015) kuraklik ve sicaklik toleransi icin 1slah c¢aligsmalarinda
kullanilmak tizere 24 modern bugday genotipinin fizyolojik ve genetik karakterizasyon
caligmasini yapmuglardir. Popiilasyon analizine gore genotipler 7 ana gruba ayrilmis
molekiiler taramalar sonucu toleransli ve hassas gruplar arasinda yiliksek polimorfizim

orani tespit edilmistir.

Bitki verimi, ¢esitli iklimsel olaylarin gittikge artmasi ve degisim gdstermesi sebebiyle
azalmakta ve bu durum kiiresel besin giivenligini tehdit etmektedir (Mickelbart ve ark.,

2015).Yirmi birinci yiizyilda kiiresel 1sinma dolayisiyla artan iklim olaylarinin sebep
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oldugu tarima elverisli aranan kalite ve yeterlilikte ekilebilir arazilerin azalmasina
ragmen, siirekli artan insan popiilasyonunun besin ihtiyacini karsilayacak miktarda
iiretimin yollar1 aranmaktadir. Bu degisen iklim olaylarinin seller, kuraklik ve asiri
sicakliklarin normal olus sikliginda artisa sebep olacagi tahmin edilmektedir (Bailey-
Serres ve ark., 2012; Boyer ve ark., 2013; Hirabayashi ve ark., 2013; Pryor ve ark.,
2013; Bita ve ark., 2013). Tamamlanmis iklim degisimi ve bitki {iretim modellerine
etkisi misir, bugday ve piring gibi 6nemli tahillarda verimi azaltmaktadir. Bu yiizyil
boyunca bu verim azalmalarinin kiiresel besin tiretimi i¢inde diger bitkisel liriinlerde de

dallanmasi beklenmektedir (Rosenzweig ve ark., 2014; Lizumi ve ark., 2013).

2015-2016 yili verilerine gore Tiirkiye 19,5 milyon tonluk iiretimle diinya bugday
iiretiminde dokuzuncu sirada yer almaktadir. Diinya {iretiminde 6nemli bir yere sahip
olan Tiirkiye de kiiresel iklim degisimlerinin etkisi ile artan yiiksek sicaklik ve azalan
yagislarin sebep oldugu kuraklik riski altindadir. Kurakligin mevcut etkilerinin
azaltilmast yani tarimsal anlamda tarlada ekilmis olan bitkinin gelisme donemlerinde
koklerinden alabildigi su miktarin1 arttirmak adina etkin sulama stratejilerinin
gelistirilmesi gerekmektedir; ancak, mevcut su kaynaklarinin limitli olmas ile kiiresel
iklim degisimlerinin sebep oldugu yagis azalmalart nedeniyle mevcut olan su
rezervlerinin de diismesi beklenmektedir (Tuberosa, 2012; Turner ve ark., 2014; Oztiirk,

2015).

Markér teknolojileri uygulamalari, seleksiyonda karigikliga sebep olan gevre etklerini
elimine etmekte, bunun yaninda bitkinin geligsim evresine bagli kalmaksizin seleksiyon
yapilabilmesine imkan saglamaktadir. Bu konuda kullanilan molekiiler markorler
arasindan en dikkat ¢ekenleri dizi temelli DNA markérleridir (Mwadzingeni ve ark.,
2016).

Bu tez calismasinda molekiiler taramalarda farkli arastirmacilar tarafindan gelistirilen
kurakliga tolerans ile baglantili basit dizi tekrarlar1 (SSR) kullanilmistir. SSR markdrleri
kullanarak ¢aligmada incelenen ekmeklik bugday cesit ve hatlarinin kurakliga tolerans

bakimindan genetik karakterizasyonu yapilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada materyal olarak, kurakliga toleransla ilgili fizyolojik testler sonucu 6ne
cikan 9 adet tescilli ekmeklik bugday cesidi ile Eskisehir Gegit Kusagr Tarimsal
Aragtirma Enstitlistinde (GKTAE) gelistirilmis 10 adet ekmeklik bugday hatti
kullanilmistir (Cizelge 3.1). Kontrol gesit olarak kurakliga oldukg¢a toleransli oldugu

bilinen Gerek 79 ¢esidi ile hassas Sultan 95 ¢esidi kullanilmaistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan ekmeklik bugday cesit ve hatlari

No | Gelistiren | Cesit/ Hat Ad1 Fizyolojik A¢idan Onemli
Kurum Parametre

1 GKTAE HAYMANA79/ALTAY2000 Tane Doldurma

2 | GKTAE | GRK/CTY//MESA/3/RL6043/4*NAC/4/MNCH irekr?gimpatma’ Oransal Su

3 | GKTAE | T 98-9//VORONA/HD2402 Erekreigi'(apatma’ Oransal Su

4 | GKTAE | ATTILAJAGRI/NAC/3/ESKINA-8 IEgrekr?giKapatma’ Oransal Su

5 | GKTAE | SMZ01/BEZ1 Bitki Ortiisii Sicakligi,
Oransal Su Igerigi

6 GKTAE PASTOR/DEMIR2000//MUFITBEY Yesil Kalma Siiresi

7 GKTAE TRK13 RESEL//TRAP#1/BOW/4/EKG15// Biyokiitle, Metrekarede Tane

TAST/SPRWY/3/2*1D800994.W/VEE/5/SOYERO02
8 GKTAE CALIBASAN/MUFITBEY Biyokiitle, Metrekarede Tane
9 GKTAE PM MEL1 IRR_S-5/2*Y AKAR99 Biyokiitle, Metrekarede Tane
PM ME1 IRR_S- Yesil Kalma Siiresi

10| GKTAE 32//[TMP64/YY305/3/MUFITBEY

11 | BDUTAE | KARAHAN Biyokiitle, Erken Kapatma

12 | GKTAE SONMEZ 2001 Erkencilik, Biyokiitle

13 | TTAE KATE-1 Erke_nf:|I|I_<, Membran
Stabilitesi

14 | GKTAE | ALTAY 2000 Biyokiitle, Sap Ozelligi

15 | TARM BAYRAKTAR Erkencilik, Biyokiitle

16 | GKTAE HARMANKAYA 99 Yiiksek Klorofil Orani

17 | GKTAE | izGi2001 Biyokiltle, Erken Kapatma,
Erkencilik
Yiiksek Kardeslenme

18 | GKTAE GEREK 79 Kapasitesi, Erkencilik

19 | GKTAE SULTAN 95

GKTAE: Eskigehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii
BDUTAE: Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
TTAE: Trakya Tarimsal Aragtirma Enstitiisii

TARM: Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
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Bugday tohumlar1 petrilerde ¢imlendirilerek iki yaprakli doneme gelen bitkiler viyollere
sasirtilmistir  (Sekil 3.1). DNA izolasyonu i¢in uygun biyiiklikteki en geng

yapraklardan 6rnekler alinmis ve DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.

iy
-
oS

s
-

B
(L
e

N

Sekil 3.1. DNA izolasyonundan kullanilan bugday 6rnekleri

Caligmada incelenen bugday genotiplerinin  DNA  markorleriyle — genetik

karakterizasyonu her bir ¢esitte {i¢ farkli bitkide {i¢ tekerrirlii olarak yapilmistir.

3.2. DNA izolasyonu

Iki-li¢ yaprakli doneme gelen gesitlerden alinan yaprak &rneklerinde DNA izolasyonu
yapilmistir. Baz1 degisikliklerle standardize edilerek modifiye edilen DNA ekstraksiyon
metodu agagida verilmistir (Doyle ve Doyle, 1990).

a) 1,5 cm boyundaki (100 mg) bugday yaprag likit nitrojen i¢inde 6giitiiliir ve tizerine
500 pL buffer ilave edilir.
* 100 ml buffer hazirlamak igin;

» 65 ml ddH,0,

» 10ml 1M Tris (pH: 7.5),

> 14ml 5M NaCl
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> 10ml 0,5M EDTA (pH: 8.0) kanistirilarak 65 °C’de 1sitilir.
> 1grCTABIile
» 1 ml 14 M Beta Merkapto Etanol (BME) eklenir.

b) Bir iinite Proteinase K eklendikten sonra (bir iinite 20 ul) vortekste karistirilir.

c) 40 ul % 20 SDS (veya 80 ul % 10 SDS) eklenerek 65 °C’de su banyosunda 1 saat

tutulur ve ara sira alt list ederek karigtirilir.

d) Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2 / 3 hacim (400 ul) kloroform:isoamil alkol (24:1)
eklenir. 5-10 dakika alt uist edilerek karigtirilir.

e) 10.000 g’de 15 dakika santrifiij edilir.

f) Stipernatant 2 / 3 hacim yani 300 pl 2-propanol igeren yeni bir tiipe alinir. Alt iist
edilerek DNA gozle goriiliir hale getirilir.

g) 15 dakika 10.000 g’de santrifiij edilir.

h) Sivi dékiiliir. Pelet kuruduktan sonra 500 pl 1 x TE eklenir. Su banyosunda 65 °C’de
2 saat tutulur.

1) Her bir tiipe 10 mg / ml RNase ¢ozeltisinden 1 pl eklenir. DNA 65 °C’de su

banyosunda 1 saat bekletilir.

7) 400 pl kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenir. Tiipler 10-15 dakika alt iist edilerek
karistirilir.

k) 15 dakika 10.000 g’de santrifiij edilir.

1) Siipernatant 80 ul 1,2 M NaCl (veya 26 pl 5 M NaCl ) igeren yeni bir tiipe alinir ve
hafifce karistirilir.

m) Tiiplere 800 pul % 96’lik soguk etil alkol ilave edilir. Alt st edilip karigtirilarak
DNA ¢okeltilir.
n) 10.000 g’de 20 dakika santrifiij edilir ve s1v1 dokiiliir.

0) Pelet 1.200 ul % 70 soguk etil alkol ile dikkatlice yikanir. Tipler ters ¢evrilmis
halde 2 saat kurutulur.

p) Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’de ¢oziiliir. Sonugta toplam 20 pg civarinda DNA elde
edilebilir.
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izole edilen DNA’lar agaroz jelde kosulmus ve goriintiilenmistir (Sekil 3.2). DNA

miktar1 yetersiz olan g¢esitlerde izolasyon islemi tekrarlanmaistir.

Sekil 3.2. Agaroz jelde goriintiilenen DNA’lar

DNA ornekleri 24 ml 5 x TBE, 96 ml ddH,O, 1,2 gr Agaroz (Sigma, Lot#
SLBN6401V) ve 8 pul Etidyum Bromiir (10 mg/ml) igeren 120 ml % 1’ lik Agaroz
jellerde kosulmustur. DNA ve PZR orneklerinin yiiriitiilmesinde Thermo Scientific EC
1000 XL Power Supply Elektroforez Sistemi, DNA ve PZR iiriinlerinin yiriitildiga
jellerin goriintiilenmesinde ise BIO-RAD ChemiDOC MP Goriintilleme Sistemi
kullanilmistir (Sekil 3.3 ve 3.4).

Sekil 3.3. Calismada kullanilan agaroz jel elektroforezi
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Sekil 3.4. UV goriintiileme cihaz1

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kontrol genotiplere ait DNA’lar, farkli kromozomlara haritalanmis QTL varlig

acisindan taranmistir. Bu amagla, birgok arastirict tarafindan haritalanan ve kurakliga

toleranshilik ile baglantili olan mikrosatelit (SSR) (Cizelge 3.2), tek niikleotid
farkliliklar1 (SNP) verastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) markérleri (Cizelge
3.3) kullanilmugtir.

Cizelge 3.2. Taramalarda kullanilan SSR primerlerine ait bilgiler

SSR Kromozom Primer Dizisi Genetik Harita
Primerleri (523 Kaynagi
Xawm 550 1B F- CCCACAAGAACCTTTGAAGA Somers ve Isaac,
g R- CATTGTGTGTGCAAGGCAC 2004
wme 105 6B F- AATGTCATGCGTGTAGTAGCCA Somers ve Isaac,
R- AAGCGCACTTAACAGAAGAGGG 2004
XWMe 78 38 F- AGTAAATCCTCCCTTCGGCTTC Somers ve Isaac,
R- AGCTTCTTTGCTAGTCCGTTGC 2004
F- CGATACAAGGAAGACCAGCC Somers ve Isaac,
Xwmc 304 2A R- GGTTCGTCTGGTTCGCAAGT 2004
F- CGACAATGGGGTCTTAGCAT Réder ve ark.,
Xgwm 108 3B R- TGCACACTTAAATTACATCCGC 1998
F- AGAATTAGCCCTTGAGTTGGTC Somers ve Isaac,
Xwmc 118 5B R- CTCCCATCGCTAAAGATGGTAT 2004
Xgwm 99 A F- AAGATGGACGTATGCATCACA Réder ve ark.,
R- GCCATATTTGATGACGCATA 1998
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Cizelge 3.2. Taramalarda kullanilan SSR primerlerine ait bilgiler (devam)

SSR Kromozom Primer Dizisi Genetik Harita
Primerleri (5°2>3) Kayna@
Xgwm 357 1A F- TATGGTCAAAGTTGGACCTCG Roder ve ark.,

R- AGGCTGCAGCTCTTCTTCAG 1998
Xgwm 11 1B F- GGATAGTCAGACAATTCTTGTG Roder ve ark.,
R- GTGAATTGTGTCTTGTATGCTTCC 1998
Xgwm 337 1D F- CCTCTTCCTCCCTCACTTAGC Korzun ve ark.,
R- TGCTAACTGGCCTTTGCC 1997
Xgwm 458 1D F- AATGGCAATTGGAAGACATAGC Roder ve ark.,
R- TTCGCAATGTTGATTTGGC 1998
Xpsp 3088 oA F- GTGGTGTTACTTTGTAGGTTTCTCC Bryan ve ark.,
R- GGACCATTGGTATGTTTTCTAGTC 1997
Xgwm 257 2B F- AGAGTGCATGGTGGGACG Roder ve ark.,
R- CCAAGACGATGCTGAAGTCA 1998
Xgwm 484 2D F- ACATCGCTCTTCACAAACCC Roder ve ark.,
R- AGTTCCGGTCATGGCTAGG 1998
Xgwm 155 3A F- CAATCATTTCCCCCTCCC Dodig ve ark.,
R- AATCATTGGAAATCCATATGCC 2010
Xgwm 369 3A F- CTGCAGGCCATGATGATG Dodig ve ark.,
R- ACCGTGGGTGTTGTGAGC 2010
Xgwm 389 3B F- ATCATGTCGATCTCCTTGACG Roder ve ark.,
R- TGCCATGCACATTAGCAGAT 1998
Xwme 56 3B F- TTCGTCCCCATCCCAGACTAAC Dodig ve ark.,
R- AGAGATATCGATTCGGGGGTGC 2010
Xwmec 89 4A F- ATGTCCACGTGCTAGGGAGGTA Somers ve Isaac,
R- TTGCCTCCCAAGACGAAATAAC 2004
Xgwm 3 3D F- GCAGCGGCACTGGTACATTT Fu ve ark.,
R- AATATCGCATCACTATCCCA 2007
Xgwm 161 3D F- GATCGAGTGATGGCAGATGG Réder ve ark.,
R- TGTGAATTACTTGGACGTGG 1998
Xgwm 165.2 4B F- TGCAGTGGTCAGATGTTTCC Korzun ve ark.,
R-CTTTTCTTTCAGATTGCGCC 1997
Xgwm 192.2 4B F-GGTTTTCTTTCAGATTGCGC Rader ve ark.,
R- CGTTGTCTAATCTTGCCTTGC 1998
Xpsp 3078 4B F- TTTGCAGCTTGACATATAGGTAG Bryan ve ark.,
R- AAAAGCGGCAAGATGCACCTTG 1997
Xgwm 603 7A F-ACAAACGGTGACAATGCAAGGA Roder ve ark.,
R-CGCCTCTCTCGTAAGCCTCAAC 1998
Xgwm 186 5A F- GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG Dodig ve ark.,
R- CGCCTCTAGCGAGAGCTATG 2010
Xgwm 540 58 F- TCTCGCTGTGAAATCCTATTTC Dodig ve ark.,
R- AGGCATGGATAGAGGGGC 2010
Xwme 73 58 F- TTGTGCACCGCACTTACGTCTC Somers ve Isaac,
R- ACACCCGGTCTCCGATCCTTAG 2004
Xgwm 190 5D F- GTGCTTGCTGAGCTATGAGTC Roder ve ark.,
R- GTGCCACGTGGTACCTTTG 1998
Xgwm 292 5D F- TCACCGTGGTCACCGAC Réder ve ark.,
R- CCACCGAGCCGATAATGTAC 1998
Xpsp 3071 6A F- CGTGCCCTACACCTCCTTTTCTCTC Bryan ve ark.,
R- TCCGTACATACTCCGGGAGACC 1997
Xgwm 626 6B F- GATCTAAAATGTTATTTTCTCTC Roder ve ark.,
R- TGACTATCAGCTAAACGTGT 1998
Xgwm 325 6D F-TTTCTTCTGTCGTTCTCTTCCC Korzun ve ark.,
R- TTTTTACGCGTCAACGACG 1997
Xpsp 3200 6D F- GTTCTGAAGACATTACGGATG Bryan ve ark.,
R- GAGAATAGCTGGTTTTGTGG 1997
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Cizelge 3.2. Taramalarda kullanilan SSR primerlerine ait bilgiler (devam)

SSR Kromozom Primer Dizisi Genetik Harita
Primerleri (5’23 Kaynad
xwme 177 A F-AGGGCTCTCTTTAATTCTTGCT Somers ve Isaac,
R-GGTCTATCGTAATCCACCTGTA 2004
XPsp 3030 7B F- GATCGGCTGAGAAAAGAGGC Bryan ve ark.,
R- TTGTTGACTTGGTCAGTCGG 1997
Xgwm 295 7D F- GTGAAGCAGACCCACAACAC Roder ve ark.,
R- GACGGCTGCGACGTAGAG 1998
Xpsp 3123 7D F-AGATTAGATGGCATAAGCAAAGAGC Bryan ve ark.,
R-GATTAATCACCGCCCTTGGTCC 1997

F: Forward, R: Reverse

Cizelge 3.3. Kontrol ¢esitlerinin molekiiler taramalarinda kullanilan SNP ve RAPD markérleri

SNP ve RAPD K romozom Primer Dizisi Genetik Harita
Markorleri 52> 3) Kaynag

Huseynova ve
P6 1A TCGGCGGTTC Rustamova, 2010

Huseynova ve
p7 1A CTGCATCGTG Rustaraova, 2010

P18F 3B CCCAACCCAAGTGATAATAATCT Huseynova ve
Rustamova, 2010

P18R 3B TTGTGCTCTCATGGGTACTT Huseynova ve
Rustamova, 2010
P40 3B ATATGGATTGCCTTGATGCA Wei ve ark., 2009

P20F 3D TCGTCCCTCTTCTCGCTCCAT Huseynova ve
Rustamova, 2010

P20R 3D GCGGTTGCCCCATTAGACATAG Huseynova ve
Rustamova, 2010

P21F 3A CGGAACCACTCCCTCCATCTC Huseynova ve
Rustamova, 2010

P21R 3A CGGTTGCCCCATTAGACGTAA Huseynova ve
Rustamova, 2010

P22F 3D CTGGCACCTCCATTGCCGCT Huseynova ve
Rustamova, 2010

P25F 3A CTGGCACCTCCATTGCTGCC Huseynova ve
Rustamova, 2010

PRa 3A AGTACATGAACTCAACGCACAGG Huseynova ve
ACAAC Rustamova, 2010

Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR), her bir primer i¢in kaynak makalelerinde
gosterilen  sartlarda  yapilmistir.  Her bir reaksiyonda; 250 nM  primer,
deoksiniikleotidlerin her birinden 0,2 mM, 2 mM MgCI; bir iinite Taq Polimeraz enzimi
ve 50-100 ng kalip DNA kullanilmistir.
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Bir PZR islemi; 94 °C’ de 5 dakika 6n denatlirasyondan sonra; 37 dongiliden (cycle)
olusan 94 °C’ de bir dakika denatiirasyon, primere bagli olarak 50 - 60 °C’ de bir dakika
baglanma (yapisma), 72 °C’ de bir dakika uzatma (sentez) basamagini takiben 72 °C’de

bes dakika son uzatma asamalarindan olusmustur.

Toplam 45 adet primer (Cizelge 3.2 ve 3.3) ile kontrol ¢esitler arasinda molekiiler
taramalar yapilarak en polimorfik olan ve en net goriintii veren 15 adet SSR markori
belirlenmis ve ¢alismada kullanilmistir. Bu primerlere ait 37 dongiiden olusan PZR

kosullar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan polimorfik primerlere ait PZR kosullar1

. Baglanma
Primer Sicakhig PZR Kosullar
Xgwm 99 . Denatiirasyon: 94 °C 1dk
Xgwm 389 >0°C Baglanma: 50 °C 1 dk
Xgwm 626 Uzama: 72 °C 1 dk
Xgwm 484 59 °C Denavturasyon: 94 °C 1dk
Baglanma: 52 °C 1 dk
Uzama: 72 °C 1 dk
Xgwm 357 Denatii : 94 °C 1dk
Xpsp 3200 54 °C eneiturasyon.
Baglanma: 54 °C 1 dk
Uzama: 72 °C 1 dk
Xwmc 89 . Denatiirasyon: 94 °C 1dk
Xgwm 186 5 °C Baglanma: 55 °C 1 dk
Xgwm 337 Uzama: 72 °C 1 dk
Xgwm 118 o Denatiirasyon: 94 °C 1dk
58 °C
Xgwm 304 Baglanma: 58 °C 1 dk
Uzama: 72 °C 1 dk
Xgwm 11 Denatiirasyon: 94 °C 1dk
Xgwm 78 61°C ;“*}1“rasyf";'l o 1 d
Xgwm 603 aglatima:
Uzama: 72 °C 1 dk
Xgwm 108 63 °C Denziturasyon: 94 °C 1dk
Baglanma: 63 °C 1 dk
Uzama: 72 °C 1 dk
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Elde edilen PZR iiriinleri % 2’ lik agaroz jellerde [220 ml % 2’lik agaroz jel; 2,2 gr
agaroz (Lonza SeaKem® LE Agarose, 50004), 44 ml 5 x TBE, 176 ml ddH,0 ve 16 pl
Etidyum Bromiir (10 mg/ml)] veya % 4’liik ultra saf agarose jellerde [120 ml % 4’liik
ultra saf agaroz jel; 4,8 gr ultra pure agaroz (Invitrogen Ultra Pure™ Agarose, 16500-
100), 24 ml 5 x TBE, 96 ml ddH,0 ve 10 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml)] kosulmustur.
PZR islemi, BIO-RAD C1000 Touch Thermal Cycler kullanilarak gerceklestirilmistir
(Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Calismada kullanilan 1s1 dongiisii cihazi

Arastirmada kullanilan ekmeklik bugday genotiplerine ait PZR iiriinlerinin tiim jellerde

yiirlitiilme siras1 Cizelge 3.5°deki gibidiizenlenmistir.
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Cizelge 3.5. PZR iiriinlerinin jele yliklenme sirast

Sira No | Cesit Ad1

1 Ladder

2 Sultan 95*

3 Gerek 79*

4 Karahan

5 Sonmez 2001

6 Kate-1

7 Altay 2000

8 Bayraktar

9 Harmankaya

10 Izgi 2001

11 HAYMANAT79/ALTAY2000

12 GRK/CTY//IMESA/3/RL6043/4*NAC/4/MNCH

13 T 98-9//VORONA/HD2402

14 ATTILA//AGRI/NAC/3/ESKINA-8

15 SMZ01/BEZ1

16 PASTOR/DEMIR2000/MUFITBEY

17 TRK13 RESEL//TRAP#1/BOW/4/EKG15//
TAST/SPRW/3/2*1D800994.W/VEE/5/SOYER02

18 CALIBASAN/MUFITBEY

19 PM ME1 IRR_S-5/2*YAKAR99

20 PM ME1 IRR_S 32//TMP64/YY305/3/MUFITBEY
*Kontrol Cesit

Jel imaj sisteminde gorintiilenen jellere ait fotograflar Biorad ChemiDoc MP

programinda ac¢ildiktan sonra kuyucuklar (lane) isaretlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Kuyucuklari isaretlenmis jel fotografi
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“Detect bants” imgesi ile bantlar otomatik olarak isaretlenmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Bantlar isaretlenmis jel fotografi

Ladder’n baz ¢ifti (bg) bakimindan bant biiytikliikleri ve bulundugu kuyucuk numarasi
girilmistir (Sekil 3.8). Calismada 100 bg ve 50 bgLadder (Thermo Scientific, SM0321
veSMO0371) kullanilmustir.

Sekil 3.8. Ladder’lar isaretlenmis jel fotografi

Programin “Reports” imgesi kullanilarak bantlarin gruplandirildig: tablo kaydedilmistir
(Cizelge 3.6). Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesinde jelden kaynaklanan hatalarin 6niine
gecebilmek i¢in biitiin jeller ayrica resimler tizerinde manuel olarak farkli arastirmacilar
tarafindan gozle de skorlanmistir. Tiim skorlamalar karsilastirilarak yanlis okumalarin
Oniline gecilmeye calisilmistir. Analizler bant biiytlikliikleri tiim primerlerin bantlarini
iceren tabloya yazildiktan sonra yapilmistir. Bant biiyiikliikleri tabloya yazilirken,
polimorfik olup olmamasina bagli olarak bant yoksa 0 varsa 1 yazilarak matriks

olusturulmustur.

33



Cizelge 3.6. Program tarafindan skorlanan bir jelin bant biiytiklikleri

Bant
No

Lane 1

Lane 2

Lane 3

Lane 4

Lane5

Baz cifti (bg)

Baz cifti (bg)

Baz cifti (bg)

Baz cifti (bg)

Baz cifti (bg)

50.0

165

155

165

170

100.0

150.0

200.0

g |~ |IN]| -

250.0

3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada kontrol ¢esitler arasinda polimorfik oldugu belirlenen 15 adet primerlerin
tiim bantlarini igeren tabloya skorlamalar sonucu elde edilen baz ¢ifti birimindeki bant
biiytikliikleri yazilmistir. Dendogram tablosu hazirlanirken olan bant biiyiikliikleri
yerine 1, olmayan bant biiyiiklikleri yerine O yazilarak olusturulan matriksler
(Nei ve Li, 1979). UPGMA
dendogramminolusturulmasinda DendroUPGMA programi (D-UPGMA) kullanilmistir

kullanilmistir Genotip  analizlerde
(Anonim, 2016a). Incelenen genotipler arasindaki genetik benzerlik ve uzakliklar
Jaccard (1908)’1n genetik benzerlik katsayisina gore hesaplanmistir. Polimorfizm bilgi
igerigi (PIC)Botstein ve ark. (1980)’a gore, heterezigotluk degeri (He)iseLiu (1997)’ya
gore hesaplanmistir. PIC ve He degerlerinin hesaplanmasinda PICCalc programi

kullanilmigtir (Nagy ve ark., 2012, Anonim 2016b).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada kullanilan 17 adet ekmeklik bugday genotipi ve iki kontrol ¢esit, farkl
arastirmalar tarafindan gelistirilen ve farkli kromozom bdlgelerine haritalanan kuraklik
toleransi ile baglantili toplam 45 adet SSR, SNP ve RAPD markérleri ile taranmistir. Bu
amacla 45 adet markor kullanilarak kontrol c¢esitler arasinda polimorfizm taramalari
yapilmistir (Sekil 4.1 — 4.4). Taramalarda incelenen genotiplerin kurakliga tolerans
bakimindan genetik karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla kontrol c¢esit olarak
kullanilan Gerek 79 ve Sultan 95 arasinda en polimorfik 6zellik gosteren 15 markor
(Xgwm 11, Xgwm 78, Xgwm 99, Xgwm 108, Xgwm 118, Xgwm 186, Xgwm 304,
Xgwm 337, Xgwm 357, Xgwm 389, Xgwm 484, Xgwm 603, Xgwm 626, Xpsp 3200,

Xwmc 89) secilerek genotiplerin molekiiler karakterizasyonunda kullanilmistir.

G wS .G. S

Xewm 16] Xewm 257 Xewm 922 Xowm 458 . Xwmc 177 Xgwm 78

Sekil 4.1. Xgwm 161, Xgwm 257, Xgwm 192.2, Xgwm 458, Xwmc 177 ve Xgwm 78 primeri
ile yapilan molekiiler taramalar

(G: Kurakliga dayanikli Gerek 79, S: Kurakliga hassas Sultan 95 ¢esidi)

G S G ) (€] ) (€] S G ) (€] ) G S -
Xgwm 292  psp 3030 psp 3088 Xgwm 540 Xgwm 3 Xgwm 186 Xgwm 458 !
e
——
L

Sekil 4.2. Xgwm 292, Xpsp 3030, Xpsp 3088, Xgwm 540, Xgwm 3, Xgwm 186 ve Xgwm 458
primerlerine ait polimorfizm taramalari
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Xgwm 304 Xgwm 192.2 Xwmc 89

Sekil 4.4. Xgwm 304, Xgwm 192.2 ve Xwmc 89 primerlerine ait jel goriintiisii

Gerek 79 ve Sultan 95 kontrol ¢esitleri arasinda polimorfizm gostermeyen primerler
(Xgwm 3, Xgwm 155, Xgwm 161, Xgwm 465.2, Xwmc 177, Xgwm 190, Xgwm 193.2,
Xgwm 257, Xgwm 292, Xgwm 295, Xgwm 325, Xgwm 357, Xgwm 369, Xgwm 458,
Xgwm 540, Xgwm550, Xpsp 3030, Xpsp 3088, Xpsp 3123, Xwmc 56, Xwmc 73,
Xwmec 105, Xpsp 3071, Xpsp 3078, P6, P7, P18, P20, P21, P22, P25) ekmeklik bugday
genotiplerinin kuraklik toleransi agisindan yapilan taramalarda kullanilamamustir.
Molekiiler taramalarda polimorfizm gostermeyen P18, P22, P25, Xgwm 3 ve Xgwm

540 primerlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.5 — 4.9°da verilmistir.

Kontrol ¢esitler arasi polimorfizm gostermedigi belirlenen P18, P22 ve P25 SNP
markorlerinin incelenen tim genotiplerde yapilan molekiiler taramalarinda da farklt
biiyliklikte bantlara rastlanmamig, sirasiyla her bir genotipte beklenen bant
biiyiikliiklerine ait bantlar (717, 596 b¢) gostermistir (Sekil 4.5 — 4.7)

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.5. Cesitler arasi polimorfizim géstermeyen P18 primerinin agaroz jel goriintiisii
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Sekil 4.6. P22 SNP markdriine ait molekiiler taramalara iligkin jel goriintiisii
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Sekil 4.7. Incelenen genotiplerin P25 primeri ile yapilan molekiiler taramalar1 sonucu
polimorfizm gozlenmeyen jel goriintiisii

Xgwm 3 ve Xgwm 540 SSR markorleri bazi gesitler arasinda farkli baz gifti
biiyiikliiklerinde bantlar vermis olsa da ¢aligmalarda kullanilan ve kurakliga tolerans
bakimindan farkli 6zellikler gdsteren kontrol ¢esitler aras1 polimorfik bulunmadig i¢in

calismada kullanilmamustir (Sekil 4.8 ve 4.9).

10 11 12 13 14 15 16 17

13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.9. Kontrol ¢esitler arasi polimorfik bulunmayan Xgwm 540 primeri ile genotiplerin
taranmasi
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Kontrol ¢esitler arasinda polimorfizm gosteren ve bu tez calismasinda incelenen
ekmeklik bugday genotiplerinin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan 15 adet SSR
primerlerinden (Xgwm 11, Xgwm 78,Xgwm 99, Xgwm 108, Xgwm 118, Xgwm 186,
Xgwm 304, Xgwm 337, Xgwm 357, Xgwm 389, Xgwm 484, Xgwm 603, Xgwm 626,
Xpsp 3200, Xwmc 89) elde edilen PZR firtinlerinin % 2’lik agaroz jelde yiiriitilmesine
ait jel gortntiileri Sekil 4.10 — 4.24’de verilmistir.

Calismada kullanilan 15 adet polimorfik primerin isimleri bulunduklar1 kromozom

bolgeleri ve baz dizileri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Molekiiler taramalarda kullanilan polimorfik primerler

Primer Kromozom Primer Dizisi
(5> 3)
Xgwm 11 1B F- GGATAGTCAGACAATTCTTGTG

R- GTGAATTGTGTCTTGTATGCTTCC

Xgwm 78 3B F- AGTAAATCCTCCCTTCGGCTTC
R- AGCTTCTTTGCTAGTCCGTTGC
F- AAGATGGACGTATGCATCACA

Kgwm 99 1A R- GCCATATTTGATGACGCATA
Xgum 108 B F- CGACAATGGGGTCTTAGCAT
R- TGCACACTTAAATTACATCCGC
e 118 5 F- AGAATTAGCCCTTGAGTTGGTC
R- CTCCCATCGCTAAAGATGGTAT
Xgum 186 A F- GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG
R- CGCCTCTAGCGAGAGCTATG
o 308 A F- CGATACAAGGAAGACCAGCC
R- GGTTCGTCTGGTTCGCAAGT
Xgum 337 o F- CCTCTTCCTCCCTCACTTAGC
R- TGCTAACTGGCCTTTGCC
Xgum 389 . F- ATCATGTCGATCTCCTTGACG
R- TGCCATGCACATTAGCAGAT
Xgum 434 . F- ACATCGCTCTTCACAAACCC

R- AGTTCCGGTCATGGCTAGG
Xgwm 603 7A F-ACAAACGGTGACAATGCAAGGA
R-CGCCTCTCTCGTAAGCCTCAAC
F- GATCTAAAATGTTATTTTCTCTC

Xgwm 626 o8 R- TGACTATCAGCTAAACGTGT
Xpsp 2200 6D F- GTTCTGAAGACATTACGGATG
R- GAGAATAGCTGGTTTTGTGG
F- ATGTCCACGTGCTAGGGAGGTA
Xwmc 89 4A

R- TTGCCTCCCAAGACGAAATAAC
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Genotiplerin polimorfik primerlerle molekiiler taramalarina ait PZR {iriinlerinin agaroz

jellere yiiklenme siralar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2.Genotiplere ait PZR firtinlerinin agaroz jellere yiiklenme sirasi

Sira No | Cesit Adi
1 Sultan 95*
2 Gerek 79*
3 Karahan
4 Sénmez 2001
5 Kate-1
6 Altay 2000
7 Bayraktar
8 Harmankaya
9 fzgi 2001
10 HAYMANAT79/ALTAY2000
11 GRK/CTY//MESA/3/RL6043/4*NAC/4/MNCH
12 T 98-9//VORONA/HD2402
13 ATTILA//AGRI/NAC/3/ESKINA-8
14 SMZ01/BEZ1
15 PASTOR/DEMIR2000//MUFITBEY
TRK13 RESEL//TRAP#1/BOW/4/EKG15//
o TAST/SPRW/3/2*ID800994.W/VEE/5/SOYER02
17 CALIBASAN/MUFITBEY
18 PM ME1 IRR_S-5/2*Y AKAR99
19 PM ME1 IRR_S 32//TMP64/YY305/3/MUFITBEY

*: Kontrol gesit

Kontrol cesitler arasinda polimorfizm gosteren Xgwm 78 primeri ile yapilan PZR
tiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiilerine gore (Sekil 4.10), 9, 12 ve 15 numaral
genotipler kurakliga hassas oldugu bilinen Sultan 95 kontrol ¢esidi ile benzer
biiyiikliikkte ve ¢ift bant profilindebant verirken, 4, 5, 6, 7, 8,11, 13, 14, 17, 18 ve 19
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numaralt genotipler kurakliga toleransli kontrol ¢esit Gerek 79 ile benzer bant
biiyiikliikleri gostermistir. Ayrica 3, 10 ve 16 genotipleri agaroz jelde 3’lii bant profili
gostermislerdir. Xgwm 78 ile elde edilen PZR iiriinleri 130 ile 175 bg arasinda degisen

bant profili ile yedi ana gruba ayrilmistir.

Sekil 4.10. Xgwm 78 primeri ile yapilan molekiiler taramalar

Xgwm 99 polimorfik SSR primeri ile yapilan PZR firiinlerine gore 6, 8, 10 ve 18
numarali ¢esit ve hatlar kurakliga karsi hassas kontrol ¢esidi Sultan 95 ile benzer
biiyiikliiklerde bant verirken, 4, 5, 7, 12, 13, 15 ve 19 numarali genotipler kurakliga
toleransli Gerek 79 kontrol cesidi ile benzer bant araliklart gdstermistir (Sekil 4.11).
Incelenen genotiplerden 9, 11 ve 14 genotipleri benzer biiyiikliiklerde 2’li bant
gostermistir. Xgwm 99 primeri kontrol gesitler ve incelenen genotipler agisindan 120 ile

165 bg arasinda degisen bant profili ile alt1 gruba ayrilmistir.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Xgwm 99

Sekil 4.11. Xgwm 99 primerine ait % 2’lik agaroz jel goriintisii
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Xgwm 108 primeri ile yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiillmesi sonucu tiim
cesit ve hatlar 150 ve 170 bg arasinda degisen tek bant profili gostermistir (Sekil 4.12).
Incelenen genotiplerden 6, 7, 8, 10, 15 ve 17 numarali hat ve gesitler kurakliga
toleransh kontrol ¢esidi Gerek 79 ile benzer bantlar verirken, 9 ve 12 numarali genotip
harig diger gesit ve hatlar (3, 4, 5, 11, 13, 14, 16, 18) Sultan 95 kontrol ¢esidi ile benzer
biiyiikliiklerde bant dagilimi gostermistir. Kontrol ¢esitler de dahil olmak iizere biitiin
genotipler yakin baz ¢ifti araliginda dagilim gosterirken (~10 bg), 9 ve 12 numarali
genotipler bu primer igin jelde diger tiim genotiplere oranla en yiiksek baz ¢ifti degerini
(170 bg) vermislerdir.

12 13 14 15 16 17 18 19

Xgwm 108

Sekil 4.12. Xgwm 108 primerinin molekiiler taramalarina ait jel 6rnegi

Xgwm 118 polimorfik SSR primeri, PZR amplifikasyonu sonucu 110 ve 130 bg
arasinda degisen bant biiyiikliikleri gostermistir (Sekil 4.13). Elde edilen % 2’lik agaroz
jel goriintiilerine gore, 6, 12 ve 18 nolu genotipler kurakliga hassas kontrol ¢esidi Sultan
95 ile benzer bant profili verirken, diger bugday cesit ve hatlar1 kurakliga toleransh

Gerek 79 gesidi ile benzer biiyiikliiklere sahip bant dagilimi gostermistir.

'y

Xgwm 118

s

100 bg

Sekil 4.13. Xgwm 118 primeri ile yapilan molekiiler taramalar
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Xgwm 186 primeri ile yapilan molekiiler taramalarda genotipler tekli bant profiline
sahip olup, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 17, 18 ve 19 genotipleri kurakliga toleransl kontrol
cesidi Gerek 79 ile ayn1 bant araliklar1 gostermistir (Sekil 4.14). incelenen ekmeklik
bugday ¢esit ve hatlar1 arasindan 7, 12, 13 ve 16 numarali genotipler bu primerle
yapilan molekiiler taramalar i¢in en yiiksek baz cifti degerinde (140 bg) bant verirken,
hatlar (14, 15) benzer biiyiikliiklerde (110 bg¢) bant dagilimi gosterirken, 9 numarali
genotip ise digerlerinden farkli (125 bg) bir biiylikliikte bant gostermistir. Bu primerle
taranan ¢esit ve hatlar ile kontrol genotipler 105 ve 140 bg arasinda degisen bant

profilivermistir.
e L b v e e Ll A R

Xgwm 186

L
-
-—
100 bg

Sekil 4.14 Xgwm 186 primerinin molekiiler taramalarina ait agaroz jel goriintiisi

Bir diger polimorfik SSR primeri olan Xgwm 304 ile yapilan molekiiler taramalarda
tiim genotipler tekli bant profili gdstermis, elde edilen bant aralifinin 200 ile 230 bg
arasinda dagilim gésterdigi belirlenmistir (Sekil 4.15). Incelenen cesit ve hatlardan 3 ve
9 numaral1 genotiplerin hassas kontrol ¢esidi Sultan 95 ile benzer baz ¢ifti araliklarinda
bant profili verdigi, 6, 7, 11, 12, 15, 16, 18 ve 19 genotiplerinin kendi aralarinda benzer
bant biiytikliigline sahip olduklari, 8, 13 ve 14 numarali genotiplerin kurakliga toleransh

kontrol ¢esidi Gerek 79 ile benzer bant araliklarinda dagilim gosterdigi gozlemlenmistir.

8 on 10T T 127 T ISE A R ST 6T e D

I
I |
L}

LT

Xgwm 304

|
]

Sekil 4.15. Xgwm 304 primerine ait molekiiler taramalar
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Xgwm 337 primeri ise tiim genotipler i¢in 180 ile 210 bg arasinda degisen genis aralikli
baz ¢ifti biiyiikliiklerinde dagilim gostermistir (Sekil 4.16). Elde edilen PZR f{iriinlerinin
yiiklendigi agaroz jel goriintiilerine gore 6 ve 7 numarali genotiplerin Kurakliga
toleranslilik bakimindan Gerek 79 kontrol ¢esidi ile benzer araliklarda bant dagilimi
gosterdigi belirlenmistir. 9, 13 ve 17 numalar1 genotipler Sultan 95 kontrol ¢esidi ile
benzer biiyiikliiklerde bant verirken diger ¢esit ve hatlar 180 ve 210 bg arasinda degisen

bant profilleri gostermislerdir.

8 9 10 11 Q2B TE B AR O N1 60 1175 18 19

Xgwm 337
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Sekil 4.16. Incelenen ekmeklik bugday genotiplerininXgwm 337 primeri ile molekiiler
karakterizasyonu

Xgwm 484 primeri ile yapilan molekiiler taramalara gore tiim genotipler 155 ve 190 bg
arasinda degisen bant profilleri ile alt1 ana grupta toplanmistir. Bu primer i¢in yapilan
molekiiler taramalara gore incelenen genotipler ¢esitli ve degisken biiytikliiklerde bant
profili gostermistir (Sekil 4.17). Incelenen cesit ve hatlardan 4, 6 ve 18 numarali
genotiplerin Sultan 95 kontrol c¢esidi ile benzer bant araligina sahip olduklar

belirlenmistir.

3 45825 6 7 8 on R0 ETIs gy SISEERIAs 15 46, .17+ 18 19

Xgwm 484
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Sekil 4.17. Xgwm 484 primeri ile elde edilen PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisti
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Xgwm 603 primeri ile yapilan molekiiler taramalarda tiim genotipler tekli bant profili
gostermis, elde edilen bant araliinin 100 ile 130 b¢ arasinda dagilim gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.18). Calismada incelenen c¢esit ve hatlardan 5, 6, 11 ve 12
numarali genotiplerin hassas kontrol ¢esidi Sultan 95 ile benzer bant araliklari
gosterirken 3 ve 7 numarali genotiplerin kurakliga toleransh kontrol ¢esidi (Gerek 79)
ile benzer bant profillerindedagilim gosterdigi tespit edilmistir. Incelenen ekmeklik
bugday genotipleri arasinda 15 ve 17 numarali genotipler bu primer i¢in en yiiksek baz
cifti degerinde (130 bg) bant verirken, 8, 9, 10, 13, 14 ve 16 numarali genotipler
calismada kullanilan biitiin molekiiler taramalar i¢inde en diisiik baz ¢ifti aralifinda

(100 bg) bant profili gostermislerdir.

Xgwm 603

[y

Sekil 4.18. Xgwm 603 primeri ile yapilan molekiiler taramalar

Xgwm 626 primeri ile yapilan molekiiler taramalarda incelenen tiim genotiplerden110-
140 bg arasinda de@isen tekli bant profilielde etmistir (Sekil 4.19). Incelenen
genotiplerden, 15, 18 ve 19 numarali ekmeklik bugday ¢esit ve hatlar1 hassas kontrol
cesidi Sultan 95 ile 3, 4, 16 ve 17 cesit ve hatlar1 ise toleransh kontrol ¢esidi Gerek 79
ile benzer bant desenleri gétermistir. Bu primer agisindan incelenen diger ¢esit ve hatlar
% 2’lik agaroz jelde 100 ve 135 bg arasinda degisen bant goriintiileri vermistir.
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Xgwm 626

Sekil 4.19. Xgwm 626 primerine ait PZR iiriinlerinin molekiiler taramalari
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Xpsp 3200 primeri ile yapilan molekiiler taramalarda 165 ve 195 bg arasinda degisen
tekli bant profilleri gdzlenmistir (Sekil 4.20). Calismada kullanilan ekmeklik bugday hat
cesitlerinden 8, 10 ve 12numarali genotiplerin kurakliga tolerans bakimindan Sultan 95
kontrol g¢esidi ile benzer bant profiline sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu ii¢ genotipin
disindaki 3, 4, 5, 6, 7, 9 ve 11 genotipleri ise Gerek 79 kontol ¢esidi ile benzerlik
gdstermistir. Incelenen diger genotipler Xpsp 3200 primeri igin 190-195 b¢ arasinda

degisen bantlar vermislerdir.
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Sekil 4.20. Xpsp 3200 primerinin molekiiler taramalarina ait agaroz jel goriintiisii

Genotiplerin Xwmc 89 primeri ile taramalarina ait PZR firlinlerinin yiiriitildigijel
gorlintiilerinde ¢ift bantprofili gézlenmistir (Sekil 4.21). Elde edilen bantlarin yakin baz
cifti biiyiikliiginden dolay1 jeller uzun siireli kosturulmus, bu nedenle bantlar biraz
siliklegse de otomasyon sisteminde net okumalar yapilabilmistir. Genotiplerin baz cifti
dagilimina gore, 3, 6, 12, 13, 15, 16 ve 17 numarali hat ve ¢esitlerin kurakliga hassas
kontrol ¢esidi (Sultan 95) ile benzer bant profiline sahip olduklari belirlenmistir.
Otomasyon sisteminde kontrollii olarak yapilan okumalar sonucu 8, 9, 10, 11, 18 ve 19
numarali genotiplerin kurakliga toleransli kontrol ¢esidi Gerek 79 ile benzer bant
profiligosterdikleri belirlenmigtir. Xwmc 89 primeri, incelenen genotipler bakimindan

155 ile 205 bg arasinda bant profili ile sekiz gruba ayrilmistir.

Xwmc 89

Sekil 4.21. Xwmc 89 primerine ait PZR iirlinlerinin yiiritiildiigii agaroz jel gortintiisii
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Xgwm 357 primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucu 120 ve 135 bg arasinda
dagilim gosteren bant profili elde edilmistir. Kontrol g¢esitler arasinda ¢ok kiigiik baz
cifti (5 bg) araliginda bir polimorfizm oldugu goriilmustiir. Elde edilen sonuglara gore 5,
7, 8, 9 ve 11 numarali genotiplerin kurakliga toleranshi kontrol ¢esidi Gerek 79 ile
benzer biiyiikliikteki baz ¢ifti araliginda bant verdikleri belirlenmistir. incelenen 3, 10,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ve 19 numaraligenotiplerin ise Sultan 95 ile benzer biiyiikliikte

bant deseni gosterdikleri saptanmustir.

Xgwm 357

Sekil 4.22. Xgwm 357 primeri ile yapilan molekiiler taramalar

Incelenen genotiplerin Xgwm 389 primeri ile yapilan molekiiler taramalarina gore 130
ve 145 bg arasinda degisen bant profilleri gozlenmistir (Sekil 4.23). Bu primere gore 17
numarali genotipe ait bantin kurakliga toleransli kontrol ¢esidi (Gerek 79) ile benzer
biiyiikliikte oldugu belirlenmistir. Calismada incelenen 3, 7, 9, 11, 12, 13, 14 ve 16
numarali genotip hassas kontrol ¢esidi Sultan 95 ile benzer aralikta bant verirken, 4, 5,

6, 8, 10 ve 15 nolu genotipler benzer biiytikliiklerde ¢iftli bant profili gostermislerdir.

9" S10E-F1% 420 G188 $14%8 $158 16, 74 418 19
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Sekil 4.23. Xgwm 389 primerine ait agaroz jel goriintiisii
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Genotiplerin Xgwm 11 primeri ile taranmasindanelde edilen PZR fiiriinlerinin agaroz jel
goriintiilerine gore 180 ve 209 bg araliginda amplifikasyon iiriinleri belirlenmistir (Sekil
4.24). Kontrol ¢esitler arasinda birbirlerine yakin biiyiikliikte bant araligi (5 bg)
gozlenirken, 7 ve 15 numarali genotipler ciftli ve birbirine benzer bantlar vermis, 13

nolu genotip icin de ¢ift bant profili gézlenmistir.

Sekil 4.24. Bugday genotiplerinin Xgwm 11 primeri ile molekiiler taramalar1

Her bir primerdenelde edilen bant biiyikliiklerinin tespiti i¢cin UV transmilator
sisteminde goriintiilenen jeller Biorad ChemiDoc MP programinda skorlanmistir.
Calismadaki molekiiler taramalar ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir. Incelenen 19 adet
bugday genotipi i¢in her bir primerden elde edilen ve okumalar sonucu belirlenen bant
biiytikliiklerine ait 100-230 bg arasindaki baz ¢ifti dagilimlar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
Kullanilan SSR markoérleri ile yapilan molekiiler taramalar sonucu her bir primerden
elde edilen allel sayisi, major allel sayisi, belirlenen bant araliklari, heterezigotluk

degerleri (He) ve polimorfizm bilgi igerikleri (PIC) de Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Ekmeklik bugday genotiplerininl5 adet SSR primerleri ile amplifikasyonu sonucu

elde edilen major allel frekansi, allel sayisi, allel araligi, He ve PIC degerleri

Primer Major Allel Araliklarn | Heterezigotluk PIC
Ad1 Allel Allel Sayis (bg) (He) Degeri Degeri
Frekansi

Xgwm 11 0,23 8 180 - 209 0,84 0,82
Xgwm 78 0,31 7 130 - 175 0,81 0,79
Xgwm 99 0,29 6 120 - 165 0,78 0,75
Xgwm 108 0,47 5 150 - 170 0,68 0,64
Xgwm 118 0,37 4 110 - 130 0,73 0,68
Xgwm 186 0,58 5 105 - 140 0,60 0,56
Xgwm 304 0,42 5 200 - 230 0,71 0,68
Xgwm 337 0,30 6 180 - 210 0,80 0,78
Xgwm 357 0,37 5 120 - 135 0,75 0,72
Xgwm 389 0,56 5 130 - 145 0,58 0,51
Xgwm 484 0,31 6 155 - 190 0,78 0,75
Xgwm 603 0,31 6 100 - 130 0,78 0,75
Xgwm 626 0,26 7 100 - 135 0,80 0,78
Xpsp 3200 0,37 6 165 - 195 0,76 0,73
Xwmc 89 0,30 7 155 - 205 0,80 0,77

Toplam - 88 100 - 230 - -
Ortalama 0,34 59 - 0,75 0,71

Calismada incelenen 19 adet ekmeklik bugday genotipinin 15 adet polimorfik SSR
primeri ile molekiiler taramalari sonucu toplam 88 allel tespit edilmistir. SSR primerleri
ile elde edilen PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jelde gozlenen allel sayilarinin
primere gore farklilik gostermekle birlikte 4-8 arasinda oldugubelirlenmistir (Cizelge
4.3). Ortalama allel sayisinin ise 5,9 oldugu hesaplanmistir. Allel sayilar1 bakimindan
incelendiginde Xgwm 11 primeri 8 allel ile en fazla allel sayis1 verirken, Xgwm 118
primerinden 4 allel ile en az sayida allel elde edilmistir. Incelenen genotipler i¢in Xgwm
78, Xgwm 626 ve Xwmc 89 primerlerinde 7 allel, Xgwm 99, 337, 484, 603 ve Xpsp
3200 primerlerinde ise 6 allel gozlenmistir. Geriye kalan primerlerden Xgwm 108, 186,
304, 357 ve 389’dan elde edilen amplifikasyon iiriinlerine gore farkl biiytikliikte 5 adet
allel tespit edilmistir.
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Allellerin incelenen lokuslardaki dagilimlarina bakildiginda, her bir primer igin en
yiiksek allel frekanslari; Xgwm 603 ve Xgwm 626 i¢in 100 baz ciftinde, Xgwm 186
primeri i¢in 105 baz ¢iftinde, Xgwm 99 primerinde 120 baz ¢iftinde, Xgwm 118’de 125
baz ciftinde, Xgwm 78, Xgwm 357 ve Xgwm 389 i¢in 130 baz c¢iftinde, Xgwm 106 i¢in
165 baz giftinde, Xpsp 3200 i¢in 175 baz ¢iftinde, Xgwm 484 primeri i¢in 185 baz
ciftinde, Xgwm 11, Xwmc 89 ve Xgwm 304 primerlerinde 200 baz ¢iftinde ve Xgwm
337 primerinde ise 210 baz ¢iftinde elde edilmistir.

Molekiiler markorlerle yapilan taramalara ait sonuglara gore; Xgwm 11 lokusu igin 180-
209 baz gifti arasinda amplifikasyon gozlenirken, bu primer i¢in sekiz allel belirlenmis
olup, major allel frekansi 0,23 ile 200 bg’lik allelden elde edilmistir. Xgwm 78 primeri
icin 130-175 baz ¢ifti arasinda degisen riin biiyiikliigiindeyedi adet allel belirlenmis, en
yiiksek allel frekansi (0,31) 130 bg’lik allelde tespit edilmistir.

Xgwm 99 markoriiniin incelenen genotipler i¢in 120-165 baz ¢ifti arasinda degisen iiriin
biiyiikliiklerinde bant verdigi goriilmiistiir. Bu primer i¢in 0,29’luk major allel frekansi

120 be’lik allelden elde edilmistir.

Xgwm 108 lokusunda 150-170 baz c¢ifti arasinda gozlenenbes farkli amplikon
blytikligl ile en yiiksek allel frekansi1 0,47ile 165 bg’lik allelden elde edilmistir.
Boushba ve ark. (2012), aymi lokus i¢in 135-137 arasinda amplifikasyon {iriinii
belirlemiglerdir. Bu calismada elde edilen baz cifti biiyilikliik farkliliginin incelenen

genotiplerin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Xgwm 118 lokusuna bakildiginda ¢alismada kullanilan her genotip i¢in 110 vel30baz
cifti arasinda degisen Uriin biiyilikliigii gozlenmis olup, gozlenen dort farkli allelden en
yiiksek allel frekansinin (0,37) 125 bg’lik allelden elde edildigi belirlenmistir. Xgwm
186 lokusu i¢in baz gifti araliklart 105-140 arasinda degismekle birlikte, bes adet
allelden en yiiksek allel frekansinin 0,58 ile 105 bg’likallelde oldugu saptanmustir.

Xgwm 304 primeri ile yapilan molekiiler taramalardan elde edilen sonuglar
incelendiginde, 200-230 baz ¢ifti araliginda degisen bant profili gézlenmistir. Bu primer
icin bes adet allel belirlenmis ve en yliksek allel frekansinin 200 baz ¢ifti icin
0,420ldugu tespit edilmistir.
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Xgwm 337 primeri i¢in 180 ile 210 baz ¢ifti arasinda degisen iiriin biiyiikliigl tespit
edilmistir. Xgwm 337 lokusunda major allel frekansi 0,30 ile 210 bg’lik allele aittir.
Xgwm 357 lokusu i¢in elde edilen baz araliklar1 120-135 arasinda gézlenirken, bu lokus

i¢in major allel frekansi (0,37) 130 bg’lik allelde tespit edilmistir.

Xgwm 389 primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucu 130-145 bg arasinda degisen
bant aralig1 tespit edilmistir. Xgwm 389 i¢in major allel frekans1 0,56 degeri ile 130
b¢’lik allelden elde edilmistir. Xgwm 484 lokusuna ait sonuglara bakildiginda elde
edilen iirlin biiytikliikleri 155-190 b¢ arasinda degisim gostermektedir. Bu primerin

major allel frekansi 0,31 olup, 185 bg’lik allele aittir.

Xgwm 603 primerine bakildiginda major allel frekansmnin (0,31) 100 bg’lik allelde
tespit edildigi belirlenmistir. Xgwm 603 primeri i¢in elde edilen {iriin biiytikliikleri 100-
130 bg arasinda degismektedir. Xgwm 626 lokusunun ekmeklik bugday genotipleri ile
molekiiler taramalar1 sonucu elde edilen amplifikasyon iirlinleri 100-135 bg arasinda

gbzlenmis olup, 100 bg’lik allelde en yiiksek allel frekansi (0,26) belirlenmistir.

Xpsp 3200 primerine ait molekiiler taramalarin sonuglarina gére bu lokus i¢in gozlenen
irtin biyiikliigli 165-195 baz ¢ifti araliklarinda degismektedir. Major allel frekans: ise
0,37 degeri ile 175 b¢’lik allele aittir. Xwme 89 primeri i¢in 155-205 arasinda degisen
iriin biiylikligi tespit edilmistir. Xgwm 89 icin en yiiksek allel frekansi (0,30) 200
be’lik allelde gézlenmsgtir.

Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degerleri dikkate alindiginda, en yiiksek PIC degerinin
0,82 ile Xgwm 11 primerine ait oldugu bunu sirasiyla 0,79 ile Xgwm 78 primerinin ve
0,78 ile Xgwm 337 ve Xgwm 626 primerlerinin takip ettigi goriilmiistiir. En diisiik PIC
degerleri ise, 0,51 ile Xgwm 389’a ait iken bunu 0,56 PIC degeri ile Xgwm 186primeri
takip etmistir (Cizelge 4.3).

Bir lokusun heterezigotlugu, bireyin popiilasyondaki lokus i¢in heterezigot olabilme
thtimali olarak hesaplanir (Liu, 1998). Bu c¢alismada elde edilen bulgulara gore, en
yiiksek He degerleri sirasiyla Xgwm 11 lokusu i¢in 0,84, Xgwm 78 i¢in 0,81, Xgwm
337, Xgwm 626 ve Xwmc 89 lokuslari i¢in 0,80, Xgwm 99, Xgwm 484 ve Xgwm 603
lokuslar1 i¢in 0,78, Xpsp 3200 lokusu i¢in 0,76, Xgwm 357 i¢in 0,75, Xgwm 118 lokusu
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icin 0,73, Xgwm 304 i¢in 0,71, Xgwm 108 i¢in 0,68 ve Xgwm 186 icin 0,60 olarak
saptanmis, en diisiik He degerinin ise Xgwm 389 lokusu i¢in 0,58 oldugu belirlenmistir.

Bousba ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada Xwmece 78, Xwmc 304, Xwmc 108 ve Xwmc
118 lokuslar1 i¢cin He degerini sirasiyla 0,50, 0,38, 0,39 ve 0,86 olarak bulmuslar,
toplam 40 bugday genotipi i¢in molekiiler taramalarda kullanilan 26 SSR primerine ait
ortalama He degerini 0,32 olarak hesaplanmistir. Bir popiilasyonda genetik varyasyonun
en yaygm kullanilan Olgitii heterezigotluktur (Nei, 1978). Bu tez ¢alismasinda
kullanilan SSR markdrlerinin ortalama 0,75 He degeri ile yliksek heterezigotluk
gostermesi incelenen ekmeklik bugday genotiplerinin genis genetik varyasyon

gosterdigine isaret etmektedir.

Genetik ¢esitlilik polimorfik bilgi icerigine (PIC) gore ol¢iilmektedir. Vaiman ve ark.
(1994), polimorfizm oraninin elde edilen PIC degerlerinin0,5’den biiyiik (PIC>0,5) ise
yiiksek, 0,5>PIC>0,25 arasinda ise orta, 0,25’den kii¢iik (P1C<0,25) ise diisiik olarak
degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan primerlerin
PIC degerleri 0,82-0,51 arasinda dagilim gostermis olup, ortalama PIC degerinin 0,71
ile 0,5 degerinden yiiksek oldugu saptanmistir. Bu baglamda kullanilan primerlerin
ortalama PIC degerlerine gore (0,71) yiiksek polimorfizm 6zelligi gosterdikleri ifade
edilebilir. Buna gore yapilan ¢alismada, elde edilen PIC degerlerinin sonuglarina gére
0,51 ile bu ¢alisma igin en diisiik polimorfizm bilgi igerigi degerine sahip Xgwm 389
primeri de dahil olmak tizeresirasiyla 0,56, 0,64, 0,68, 0,72, 0,73, 0,75, 0,77, 0,78, 0,79
ve 0,82 PIC degerlerine sahip Xgwm 186, Xgwm 108, Xgwm 118, Xgwm304, Xgwm
357, Xpsp 3200, Xgwm 99, Xgwm 484, Xgwm 603, Xwmc 89, Xgwm 337, Xgwm 626,
Xgwm 78 ve Xgwm 11 primerlerininyiiksek polimorfizm ozelligine sahip olduklar
saptanmigtir. Ortalama PIC degeri 0,71 olarak hesaplanmis olup incelenen 15 SSR
primerinden10 tanesi (Xgwm 11, Xgwm 78, Xgwm 99, Xgwm 337, Xgwm 357, Xgwm
484, Xgwm 603, Xgwm 626, psp 3200, Xwmc 89) ortalama PIC degerinin iistiinde
iken, 5 tanesinin (Xgwm 108, Xgwm 118, Xgwm 186, Xgwm 304, Xgwm 389)
ortalama PIC degerinin altinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Bousba ve ark. (2012) tarafindan yapilan kuraklik toleransi agisindan genetik gesitliligin

arastirtlmasinda 40 makarnalik bugday genotipi i¢in molekiiler markorler kullanilmus,
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toplam 26 SSR primeri incelenen genotipler agisindan polimorfik bulunmustur. Elde
edilen sonuglara gore 0,38-0,94 arasinda degisen PIC degerleri bu ¢aligma i¢in ortalama
0,74 olarak hesaplanmistir. Dokuz mikrosatellit primerinin (Xwms 30, Xwmc 105,
Xwmc 177, Xwmc 78, Xwms 304, Xwmc 179, Xwmc 118, Xwmc 149 ve Xwms 375)
incelenen bugday genotipleri arasinda en yliksek allel sayisi ve PIC degerleri gosterdigi
bildirilmistir. Caligmada kullanilan SSR markéorlerinden Xgwm 78, Xgwm 108, Xgwm
118 ve Xgwm 304 bu tez ¢alismasinda da genotiplerin molekiiler karakterizasyonu i¢in
kullanilmistir. Bousba ve ark. (2012)’1n arastirmalarinda Xgwm 78, Xgwm 108, Xgwm
118 ve Xgwm 304 primerleri sirasiyla 0,93, 0,80, 0,86 ve 0,91 PIC degerleri ile yiiksek
polimorfizm gosterirken, bu tez ¢alismasinda hesaplanan PIC degerleri ayn1 markorler
icin swrastyla 0,79, 0,64, 0,68 ve 0,68 olarak belirlenmistir. Her iki c¢alismada da
kullanilan bu primerlerden elde edilen PIC degerlerine gore, yiiksek polimorfik bilgi
igerigine sahip olduklar1 gorilmistiir. PIC degerlerindekidegisimin ise kullanilan
makarnalik ve ekmeklik bugday genotiplerinin farkli olmasindan kaynaklandigi

diistinilmektedir.

Dreb genleri kuraklik, tuzluluk, diisiikk sicaklik gibi abiyotik stres toleransini i¢erdigi
igin kuraklikla ilgili ¢aligmalarda molekiiler markérlerle incelenmektedir. Wei ve ark.
(2009), ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) genotipinde Drebl genlerinin gen
haritalamasinda SNP markorlerini kullanmislardir. P18, P20, P21, P22 ve P25 SNP
markoérlerinin - Drebl geni  varligt  agisindan  kuraklikla ilgili ~ ¢alismalarda
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Huseynova ve Rustamova (2010) tarafindan yapilan
calismada da, P18, P20, P21, P22 ve P25 SNP markorleri kullanilarak kurakliga kars
toleransli, yar1 toleransli ve tolerant olmayan genotiplerin bulundugu 12 ekmeklik
bugday genotipinde kuraklik stresi incelenmistir. Ancak Wei ve ark. (2009) tarafindan
hekzaploid bugdayin (Triticum aestivum L.) D genomu i¢in spesifik oldugu belirtilen
P22/PR ve P20F/P20R primerleriyle yapilan PZR sonucu kullanilan genotipler anlamli
bir bant vermemistirr Bu tez ¢alismasinda daDrebl genlerinin tespitinde
kullanilabilecegi belirtilen SNP markorleri (P18, P20, P21, P22 ve P25) ile elde edilen
PZR iiriinlerinin degerlendirilmesi sonucu incelenen genotipler agisindan polimorfik
Ozellik gostermemis, ayrica Wei ve ark. (2009) ile Huseynova ve Rustamova (2010)
tarafindan belirlenen baz ¢ifti biiyiikliigiinde (P18: 717 bg, P20: 1193 be, P21: 1113,
P22: 596 bg, P25: 596 bg) bantlar elde edilmistir (Sekil 4.3, 4.5, 4.6 ve 4.7).
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Hao ve ark. (2006), genotip koleksiyonlarinin genetik cesitlililiginin objektif
degerlendirmesinde her lokustaki allel sayilari ve bunlarin hesaplanan PIC degerlerinin
beraber degerlendirilmesi gerektigini savunmaktadir. Clinkii PIC degeri, tiim genotipler

icin allel sayisi ile pozitif korelasyon gostermektedir.

Tomar ve ark. (2016), aralarinda kurakliga dayanikli ve hassas genotiplerin bulundugu
ekmeklik ve makarnalik olmak iizere 31 bugday genotipinin kuraklik kosullarindaki
morfolojik ve agronomik karakterizasyonunu yaptiklar1 ¢alismalarinda toplam 96 SSR
markorii kullanmislardir. Elde edilen sonuglara gére kullanilan SSR markorleri ile
yiiksek miktarda genetik gesitlilik gdzlenmis, her lokus 2 ile 6 arasinda degisen, lokus
basina ortalama 3,43 allel olmak tizere toplamda 103 allel belirlenmistir. SSR lokuslar1
icin allel siklig1 en diisiik 0,32 (Xgwm 437) ve en yliksek 0,94 (Xgwm 124) arasinda
degisim gosterirken ortalama allel sikligi degerinin 0,54, ortalama PIC degerinin ise tim
genotipler agisindan her SSR markorii basina 0,51 oldugu hesaplanmistir. Bu tez
calismasinda da bugday genotiplerinin genetik karakterizasyonunda SSR markérleri
kullanilmis ve ortalama PIC degeri 0,71 ile yiiksek bir orangdstermistir. Ayrica 4-
8arasinda degisen lokus sayis1 ve alleller arasinda en diisiik 0,51 ile en yiiksek 0,82
arasinda degisen allel frekansi dagilimi belirlenmistir. Tiim bu sonuglar SSR
primerlerinin bugday genotiplerinin genetik ¢esitlilik ve karakterizasyon ¢aligmalarinda
yararli ve bilgi verici oldugunu teyit etmistir. Jaccard’in genetik uzaklik metoduna gore
elde edilen dendogram bugday genotiplerini kurakliga hassas, dayanikli, kismen hassas
ve kismen dayanikli olmak {izere dort ana gruba ayirmistir (Tomar ve ark., 2016). Bu
tez calismasindan elde edilen dendograma goére incelenen genotipler iki ana grup

altindaki dort alt gruba ayrilmistir.

Ramya ve ark. (2015), 24 adet bugday cesidinin 194 SSR markorleri ile molekiiler
taramalarinda, 162 tanesini temel alan amplifikasyon profiline gére molekiiler taramalar
yapmiglardir. Her lokus igin ortalama 4,07 olmak iizere toplam 660 allel tespit
edilmigtir. SSR markdrlerinin 0,11 ile 0,77 arasinda gozlenen PIC degerlerinin
belirlenen allel sayis1 ve allel frekansina bagli olarak degismekle birlikte ortalama PIC
degerinin 0,58 oldugu goriilmiistiir. Genetik yap1 analizi genetik olarak benzer ailelerin

ayni grupta toplanmasini saglamistir.
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2015 yilinda yapilan farkli bir arastirmada (Faheem ve ark., 2015), 62 adet ekmeklik
bugday genotipi i¢in 49 adet SSR markdrii kullanilarak kuraklik toleransinin D genomu
temelli genetik ¢esitliligi incelenmistir. Toplam 49 lokusta ortalama 3,49 olmak {izere
toplam 178 allel belirlenmistir. Allel sayis1 her lokus i¢in 1-10 aras1 degisim gdstermis,
cok sayida SSR primerinde 3°den fazla allelin varliginin ise genotipler arasinda genis
genetik cesitliligi isaret ettigi ifade edilmistir Incelenen genotipler acisindan genetik
cesitlilik % 4 ile % 64 arasinda degisirken ortalama markor basma % 56,2 olarak
hesaplanmistir. PIC degerinin % 8 ile % 63,2 arasinda degistigi, ortalama PIC degerinin
ise % 48,1 oldugu belirlenmistir. UPGMA temelli olusturulan grup analizine goére

incelenen 62 bugday genotipi A ve B olarak isimlendirilen 2 ana gruba ayrilmistir.

Dodig ve ark. (2010), yazlik ve kislik ekmeklik bugday genotiplerinde SSR
primerleriyle yaptiklar1 molekiiler karakterizasyon caligmalarinda 96 bugday genotipi
icin 36 SSR markdri kullanmislardir. Calismada toplam 46 lokus ve 366 allel ile her
lokus i¢in 3-21 arasinda degisen allel dagilimi saptanmistir. Ortalama PIC degeri, major
allel frekanslar1 ve allel sayist bu calisma i¢in sirasiyla 0,61, 0,48 ve 7,96 olarak
belirlenmistir. Arastirmada kullanilan SSR markoérlerinden Xgwm 11, Xgwm 99,
Xgwm 186, Xgwm 357, Xgwm 389, Xgwm 484 ve Xpsp 3200 bu tez ¢aligmasinda da
kullanilmigtir. SSR markérleri igin elde edilen PIC degerleri ve allel sayilarinin sirasiyla
Xgwm 11 i¢in 0,80 ve 9 allel, Xgwm 99 i¢in 0,69 ve 9 allel, Xgwm 186 i¢in 0,75 ve 11
allel, Xgwm 357 i¢in 0,60 ve 5 allel, Xgwm 389 i¢in 0,82 ve 13 allel, Xgwm 484 icin
0,91 ve 21 allel son olarak Xpsp 3200 i¢in 0,71 ve 8 allel oldugu bildirilmistir (Dodig
ve ark., 2010). Ayn1 SSR markdrlerinin kullanildigi bu tez c¢alismasinda incelenen
genotipler i¢in elde edilen PIC degerlerinin ise sirasiyla Xgwm 11 i¢in 0,82, Xgwm 99
icin 0,75, Xgwm 186 i¢in 0,56, Xgwm 357 i¢in 0,72, Xgwm 389 i¢in 0,51, Xgwm 484
icin 0,75 ve Xpsp 3200 i¢in 0,73 oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore bu
caligmada kullanilan ayn1 SSR markdrlerii¢in hesaplanan PIC degerleri primerden
primere degiskenlik gostermekle birlikte her iki caligmada da o6zellikle Xgwm 11,
Xgwm 99, Xgwm 357, Xgwm 484 ve Xpsp 3200 primerleri bakimindan yiiksek
degerler gostermistir. Ayni ¢alismada kullanilan bu SSR primerleri i¢in elde edilen allel
sayilarininise bu tez c¢alismasinda kullanilan ekmeklik bugday genotiplerinde
gozlenenden (Xgwm 11 igin 8, Xgwm 99, Xgwm 484 ve Xpsp 3200 igin 6, Xgwm
186,Xgwm 357 ve Xgwm 389 icin 5 allel) genel olarak daha yiiksek oldugu
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goriilmistiir, Bu durumun bu tez calismasinda kullanilan genotiplerin sayisi (19
genotip) ve cesitliligin Dodig ve ark. (2010)’mn kullandiklar1 genotip sayisina (96) ve

cografik cesitliligine gore daha az olmasindankaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglarla yukarida belirtilen aragtirmalarin sonuglari,
kullanilan SSR lokuslar1 ile bugday popiilasyonu ve genotiplerindeki farkliliklar
sebebiyle degiskenlik gosterse de, bugdayda genetik karakterizasyon c¢aligmalarinda
elde edilen sonuglarin SSR markdrleri agisindan birbirini destekler nitelikte oldugu

goriilmektedir.

Calismada incelenen ekmeklik bugday genotiplerinde yapilan SSR taramalarina dayali
dendogram ve genetik benzerlik katsayilari Sekil 4.25 ve Cizelge 4.4’de verilmistir.
Dendogram sekli ve genetik benzerlik katsayilar1 ¢izelgesinde numaralandirilmis
sekilde gosterilen genotiplerin siralamasi soyledir; 1: Sultan 95*, 2: Gerek 79*, 3:
Karahan, 4: Sénmez 2001, 5: Kate-1, 6: Altay 2000, 7: Bayraktar, 8: Harmankaya,
9: Izgi 2001, 10: Haymana79/Altay2000, 11: Grk/Cty//Mesa/3/R16043/4*Nac/4/Mnch,
12:T 98-9//Vorona/Hd2402, 13:Attila//Agri/Nac/3/Eskina-8, 14: Smz01/Bezl, 15:
Pastor/Demir2000//Mufitbey, 16: Trk13Resel//Trap#1/Bow/4/Ekgl5//Tast/Sprw/3/
2*1d800994.W/Vee/5/Soyer02, 17: Calibasan/Mufitbey, 18: Pm Mellrr_S5/2*Yakar99,
19: Pm Mel Irr_S 32//Tmp64/Yy305/3/Mufitbey.
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Sekil 4.25. Incelenen ekmeklik bugday genotipleri arasindaki genetik iliskiyi gosteren

dendogram

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) yontemine gore elde
edilen dendogramin sonuglarina gore, ¢alismada incelenen ekmeklik bugday genotipleri
I ve II olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir (Sekil 4.25). Her bir ana grup kendi iginde
ikiser alt dala ayrilmistir.
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Elde edilen dendograma gore 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13 ve 18 numarali genotipler ve
kurakliga toleransli oldugu bilinen 2 numarali genotip olan kontrol g¢esidi Gerek 79I
numarali ana grup i¢inde yer almustir. Sekil 4.25’deki dendogram incelendiginde I. ana
grubun kendi arasinda I-A vel-Bgrubu olmak tizere iki alt gruba ayrildig: belirlenmistir.
13 ve 18 numarali genotipler I-A alt grubunu olustururken, I-B alt grubu kendi arasinda
tekrar ikiye ayrilarak 4,5 ve 6 numarali genotiplerden olusan I-B1 alt alt grubu ile 2, 7,
8, 9, 10 ve 11 numarali genotipleri igeren I-B2 alt alt grubuna ayrilmistir. 1-B2 alt alt
grubu kendi arasinda iki dala ayrilmis bu alt dallanma gruplarinda kurakliga toleranslh
Gerek 79 kontrol ¢esidi 11 numarali genotip ile ayni gruba girmistir. Gerek 79 ¢esidi
ayni zamanda 8 ve 10 numarali genotipler ile de ayni alt alt grupta yakin dallanmalar

seklinde yer almistir.

Incelenen genotipler bakimindan olusturulan dendogram incelendiginde II. ana grubu
olusturan 1, 3, 12, 14, 15, 16, 17 ve 19 numarali genotipler kendi arasinda 11-C ve 11-D
olmak tizere iki alt gruba ayrilmigtir. Hassas kontrol ¢esidi Sultan 95 (1) ile 3, 12, 14 ve
16 numarali genotipler II-D alt grubu icinde yer alirken,15, 17 ve 19 numaral

genotipler I1-C alt grubunuolusturmustur.

[1-C alt grubu kendi igerisinde ikiye ayrilarak 19 nolu genotip II-C1 alt alt grubunu, 15
ve 17 numarali genotipler ise II-C2alt alt grubunu olusturmustur. I1-D alt grubu da ikiye
ayrilmig, 12 ve 16 numarali genotipler II-D1 alt alt grubunu olusturuken, kurakliga

hassas Sultan 95 kontrol ¢esidi 3 ve 14 numarali genotiplerle ayni alt alt gruba girmistir.

Sekil 4.25°de goriildiigii tizere kuraklhiga toleransli Gerek 79 kontrol ¢esidil numarali
ana grupta yer alirken, kurakliga karsi hassas kontrol ¢esidi Sultan 95 Il numarali ana
grupta yer almustir. iki kontrol ¢esidin iki ayr1 ana gruba dagilmis olmasi kurakliga karsi
toleransli ve hassas genotiplerin degerlendirilmesi bakimindan onemli bir bilgi
olusturmustur. Buna gore Gerek 79 kontrol ¢esidinin bulundugu | numarali ana grupta
yer alan 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13 ve 18 numarali genotiplerin, hassas kontrol ¢esidi
Sultan 95 ile ayni ana grupta (Il) yer alan 3, 12, 14, 15, 16 ve 17 numaral: genotiplerin
kendi aralarinda kuraklik toleranst ile ilgili incelenen gen bdlgeleri bakimindan benzer
genetik karakterizasyon ozellikleri gosterdikleri ifade edilebilir. Elde edilen dendogram

ve genetik benzerlik katsayilarina ait sonuglar birlikte degerlendirildiginde, I-A grubu
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icerisinde yer alan genotiplerden 13 ve 18 numarali genotiplerin ayni ana grupta yer
alan diger genotiplere oranla referans c¢esidi Gerek 79’a daha uzak bir genetik
benzerlige sahip olduklari da tespit edilmistir. Benzer sekilde diger kontrol ¢esidi Sultan
95 ile aym1 ana grupta (II) yer alan genotiplerden 19 ve 17 numarali genotiplerin
digerlerine oranla referans cesidi Sultan 95°e daha diisiik benzerlige sahip olduklari

saptanmistir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen genotipler agisindan olusturan dendogram SSR temelli
molekiiler taramalar sonucu elde edilmistir (Sekil 4.25). Tomar ve ark. (2016) SSR
markorlerinin, bugdayda kuraklik toleranst ile ilgili genetik karakterizasyon
calismalarinda bagarili ve etkin bir sekilde kullanilabilecegini bildirilmislerdir.
Arastirmacilar, 31 bugday genotipi arasindaki filogenetik iliskiyi kuraklikla baglantili

SSR markorleri araciligiyla belirlemislerdir.

Ramya ve ark. (2015) kuraklik ve sicaklik toleransi igin 1slah ¢aligsmalarinda
kullanilmak tizere yaptiklari 24 modern bugday genotipinin fizyolojik ve genetik
karakterizasyon ¢alismalarinda, popiilasyon analizinde genotipler 7 ana gruba ayrilmas,
molekiiler taramalar sonucu toleransh ve hassas gruplar arasinda yiiksek polimorfizm
orani tespit edilmistir.Kislik ve yazlik ekmeklik bugday cesitlerinin kurakliga tolerans
bakimindan genetik ¢esitliliginin fenotipik gozlemler ve basit dizi tekrarlar1 (SSR) ile
incelendigi bir diger ¢aligmada da, genotipler kuraklik toleransina (yiiksek, orta, diisiik)
ve kaynak bolgelerine gore gruplara ayrilmistir (Dodig ve ark., 2010). Bu tez
calismasinda incelenen genotipler de kurakliga toleransli ve hassas kontrol ¢esitleri ile

iliskilendirilerek kurakliga tolerans bakimindan gruplandirilmiglardir.

SSR markorleri kullanilarak olusturulan genetik kiime analizinin kullanildig1 bir bagka
calismada Faheem ve ark. (2015), kurakliga tolerans bakimindan D genom temelli
genetik ¢esitlilik arastirmasi yapmiglardir. Toplam 23 SSR markoriinti kullandiklari
calismalarinda Polimorfizm Bilgi igerigi (PIC) degerlerini ortaya koymus ve dendogram
olusturmuslardir. Sonu¢ olarak elde ettikleri kiime analizine gore calismada
gruplandirilan genotiplerin 6zellikle yar1 kurak ve kurak c¢evre sartlar1 i¢in bugday 1slah
programlarinda kullanilabilmesi ve SSR markoérlerinin bu amagla kullanilabileceginin

gosterilmesi bakimindan bilgi verici oldugunu ifade etmislerdir. SSR markdrleri
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kullanilarak yapilan genetik karakterizasyon caligmalar1 bugday genotiplerinin kuraklik

toleransinin belirlenmesi agisindan olduk¢a énemli bilgiler vermektedir.

Bugday genotiplerinin gruplandirilmasinda dendogram sonuglari ile genetik benzerlik
katsayilarinin birlikte degerlendirilmesi daha dogru bir yaklasimdir. Bu tez ¢calismasinda
incelenen 19 adet ekmeklik bugday cesit ve hatlarinin SSR primerleri ile yapilan
molekiiler taramalar1 sonucunda elde edilen bant profillerinin (Cizelge 4.4) bant var ise
1, yok ise 0 olarak yapilan skorlamalar1 sonucu elde elde edilen veriler analiz edilerek
her  bir genotip arasindaki  genetik  benzerlik  degerleri  Jaccard’in

benzerlik  katsayisina  gore hesaplanmis ve Cizelge 4.5’de  verilmistir.
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Cizelge 4.4. SSR primerleri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda elde edilen bant profilleri

Primerler
Cesitler Xgwm Xgwm Xgwm Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xgwm | Xpsp | Xwmc

11 78 99 108 118 186 304 337 357 389 484 603 626 | 3200 89
1* 205 165:175 150 165 110 135 210 210 130 130 165 105 135 165 190
2* 200 130 120 155 125 105 225 180 125 145 155 120 110 175 | 165:200
3 205 130:150:170 | 120:135:165 165 125 105 210 190 130 133 190 117 110 175 195
4 209 130 125 165 125 105 230 190 127 | 130:145 | 170 110 110 175 | 165:200
5 209 130 125 165 125 105 230 195 125 | 130:145 | 180 105 105 175 | 165:200
6 200 130 150 155 110 105 200 180 127 | 130:145 | 170 105 100 178 190
7 187:209 130 120 155 125 140 200 180 120 130 190 120 100 175 | 165:200
8 200 130 150 150 120 105 225 195 125 | 130:145 | 190 100 120 165 | 155:190
9 195 165:175 120:160 170 120 125 210 210 120 130 180 100 100 175 | 155:195
10 200 130:150:170 150 150 120 105 225 200 130 | 130:145| 190 100 120 165 | 155:190
11 200 130 120:160 165 120 105 200 205 125 130 180 105 120 175 | 155:200
12 205 165:175 120 170 110 140 200 200 130 130 185 105 100 170 190
13 195:205 134 125 165 125 140 225 205 130 130 190 100 125 195 200
14 195 134 135:150 165 130 110 225 210 130 130 185 100 100 190 | 180:205
15 187:209 165:175 135 155 130 110 200 210 135 | 130:145 | 185 130 130 190 200
16 190 137:150:170 135 165 130 140 200 200 130 130 185 100 110 195 200
17 183 134 135 155 130 105 220 210 135 145 185 130 110 190 200
18 183 134 150 165 125 105 200 200 135 140 165 110 135 195 | 155:190
19 180 134 120 160 130 105 200 210 135 138 185 110 135 190 | 155:205

(1*: Sultan 95, 2*: Gerek 79 kontrol ¢esidi)
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Kullanilan primerlerden elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, kontrol ¢esit
olarak kullanilan kurakliga hassas Sultan 95 c¢esidi ile kurakliga toleransli oldugu
bilinen Gerek 79 ¢esidi arasindaki genetik benzerlik katsayisinin 0,24 oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.5). Incelenen genotiplerden birbirine en yakin genetik
benzerlik degerinin 0,71 ile 1. grupta yer alan 8 ve 10 numarali genotipler ile 0,60
genetik benzerlik katsayist ile 2 ve 8 numarali genotipler arasinda oldugu, en uzak
genetik benzerlik oraninin ise sirasiyla 0,14 ile 9 ve 17 numarali genotipleri takiben
0,15 ile 11 ve 17 numarali genotipler ve 0,16 genetik benzerlik katsayisi ile 1 ve 6

numarali genotipler arasinda oldugu goriilmiistiir.

Kurakliga hassas Sultan 95 cesidine en yakin benzerlik (0,53) degerinin 3 ve 14
numarali genotiplere ait oldugu, bu kontrol ¢eside en uzak genotiplerin ise 0,16
benzerlik katsayisi ile 6 numarali genotip ile 0,18 orani ile 5 numarali genotipler oldugu
belirlenmistir. Ayrica Sultan 95 kontrol ¢esidine diger en uzak genotiplerin ise 0,24
genetik benzerlik katsayisiyla Gerek 79 kontrol ¢esidi ile 8, 10 ve 18 numarali
genotipler oldugu belirlenmistir. Sultan 95 kontrol ¢esidine (% 16 benzerlik oraniyla) en
uzak 6 numarali genotipin, Gerek 79 kontrol ¢esidi ile benzerlik oraninin % 47 oldugu

da tespit edilmistir.

Kurakliga toleransli kontrol ¢esidi Gerek 79’a en yakin genotiplerin ise 0,60 degeri ile 8
numarali genotip ile 0,57 degeri ile 11 numarali genotipler oldugu saptanmistir. Gerek
79 ¢esidine en uzak genotiplerin ise 0,20 (% 20) benzerlik degeri ile 16 numarali
genotip ile % 23,5’lik benzerlik oran1 ile 1 nolu genotip olan Sultan 95 kontrol ¢esidi
olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.5). Bunu takiben Gerek 79 kontrol ¢esidine en uzak
tiglincii genotipin ise % 23,8’lik benzerlik orani ile 14 numarali genotip oldugu tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.5. Ekmeklik bugday genotipleri arasindaki genetik benzerlik katsayilar

Genotipler 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 0.235|0.533 | 0.353 | 0.176 | 0.158 | 0.278 | 0.235 | 0.312 | 0.235 | 0.357 | 0.375 | 0.250 | 0.533 | 0.467 | 0.400 | 0.294 | 0.235| 0.278
2 1 |0.368|0.444|0.533|0.471|0.444 | 0.600 | 0.412 | 0.500 | 0.571 | 0.316 | 0.278 | 0.238 | 0.389 | 0.200 | 0.316 | 0.263 | 0.300
3 1 10.400|0.316|0.286 | 0.333 | 0.444 | 0.529 | 0.368 | 0.500 | 0.421 | 0.316 | 0.400 | 0.286 | 0.368 | 0.227 | 0.300 | 0.273
4 1 10.562|0.500|0.333|0.368 | 0.238 | 0.368 | 0.333 | 0.350 | 0.250 | 0.217 | 0.500 | 0.368 | 0.350 | 0.300 | 0.217
5 1 |0.333]0.389(0.438|0.353|0.278 | 0.500 | 0.200 | 0.294 | 0.190 | 0.333 | 0.211 | 0.200 | 0.278 | 0.190
6 1 10.350|0.389|0.316|0.389 | 0.278 | 0.300 | 0.200 | 0.227 | 0.300 | 0.250 | 0.368 | 0.250 | 0.286
7 1 ]0.44410.529 | 0.368 | 0.500 | 0.421 | 0.316 | 0.273 | 0.421 | 0.300 | 0.174 | 0.368 | 0.273
8 1 |0.412|0.714|0.467 | 0.250 | 0.438 | 0.300 | 0.316 | 0.333 | 0.316 | 0.500 | 0.300
9 1 |0.333|0.467|0.316 | 0.211 | 0.368 | 0.250 | 0.263 | 0.136 | 0.263 | 0.238
10 1 ]0.375|0.389|0.278 | 0.238 | 0.316 | 0.333 | 0.316 | 0.333 | 0.368
11 1 ]0.353|0.312|0.263 | 0.211 | 0.222 | 0.150 | 0.294 | 0.333
12 1 |0.333|0.350|0.368 | 0.471 | 0.238 | 0.190 | 0.350
13 1 ]0.389|0.200 | 0.353 | 0.200 | 0.438 | 0.250
14 1 ]0.350|0.444 | 0.350 | 0.300 | 0.400
15 1 ]0.389|0.529 | 0.250 | 0.350
16 1 ]0.316|0.412 | 0.238
17 1 ]0.389|0.500
18 1 ]0.300
19 1
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Farkli bir ¢calismada (Peleg ve ark., 2008), kuraklik bakimindan degisiklik gosteren 25
poplilasyonla temsil edilen 145 bugdaydan olusan bir koleksiyon allelik ¢esitlilik
bakimindan 54 mikrosatellit markoriiile analiz edilmistir. Popiilasyonlarda genotipler
boyunca % 56 oraninda genetik cesitlilik bulunurken, popiilasyonlar arasinda % 44
oraninda varyasyon bulundugu ve SSR’larin bugdayda genetik c¢esitlilik caligmalarinda
oldukga yararli ve kullanigli markorler oldugu bildirilmistir. Yapilan bu tez ¢alismasi da
ekmeklik bugday genotipleri arasinda tespit edilen % 69’luk genetik cesitliligin
belirlenmesinde kullanilan SSR markdrlerinin  olduk¢a kullanishh ve bilgi verici

olduklarin1 desteklemektedir.

Ozellikle kuraklik gibi énemli stres faktorleri ile ilgili genetik cesitliligin karakterize
edilmesi gelecekteki bugday 1slah programlari i¢in genetik varyasyonu arttirmadabiiyiik
bir 6neme sahiptir (Huang ve ark., 2002; Dodig ve ark., 2010). Bu tez ¢alismasinda da
kuraklik stresi bakimindan incelenen bazi ekmeklik bugday genotiplerinin genetik
karakterizasyonu yapilmig ve incelenen genotipler arasinda genis bir genetik varyasyon
saptanmigtir. Elde edilen genetik benzerlik indeksi sonuglarina gore 19 ekmeklik
bugday genotipi arasindaki benzerlik oranlarimin 0,14 ile 0,71 arasinda degisim

gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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5. SONUC

Kuraklik giintimiizde 6zellikle bugday gibi temel besin maddesi olan bitkilerin {iretimini
sinirlayan ve verimini azaltan en 6nemli ¢evresel stres faktorlerinden biridir. Kurakligin
bitkide yol agtigi oldugu etkilerin azaltilmasi amaciyla Oncelikle mevcut gesitlerin
kuraklik toleranst bakimindan karakterizasyonlarinin  yapilmasi biliylikk 6nem
tasimaktadir. Kurakliga dayanimi iyi olan genotiplerin secimi ve kurakliga
toleranslarinin gelistirilmesi icin etkili seleksiyon kriterlerinin belirlenmesi yapilan

calismalarin giivenilirligini etkileyen en 6nemli konulardan biridir.

Kuraklik ¢ok sayida genin etkisi altinda kalan ve ¢ok sayida QTL iceren karmasik bir
ozellik oldugu i¢in kuraklik toleransinin aragtirilmasinda tek basina yapilan morfolojik
calismalar, cevre kosullarindan etkilendikleri i¢in giivenilir olmamakta ve yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle kurakliga tolerans ile ilgili ¢alismalarin molekiiler markorlere

dayali taramalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Stres faktorlerine dayali genetik karakterizasyon calismalari, yaygin olarak yetistirilen
ve degisik bolge kosullarima adapte olmus ekmeklik bugday cesitlerinin kuraklik
tolerans1 bakimindan smiflandirilmas: ve ileride yapilacak kuraklikla ilgili bazi 1slah
calismalar1 igin temel teskil etmesi bakimindan 6nemlidir. Dolayisiyla bugday islah
programlar1 acisindan temel olusturan molekiiler karakterizasyon calismalari, belirli
karakterlere yonelik gen taramalarina 6nciiliik edecek ve incelenen ¢esitlerin kuraklikla

ilgili bugday 1slah programlarinda kullanimini artiracaktir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ve farkli bolge kosullarina
adapte olmus ekmeklik bugday cesitleri ile Eskisehir Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma
Enstitiistiinde  gelistirilmis bazi ekmeklik bugday hatlarinin  kurakliga tolerans
bakimindan molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Molekiiler taramalarda farkli
aragtirmacilar tarafindan gelistirilen ve haritalanan kurakliga tolerans ile baglantili
toplam 45 adet SSR, SNP ve RAPD markorii arasindan kontrol gesitler arasinda en
polimorfik olan ve net gorinti veren 15 SSR markorii segilerek ¢alismada
kullanilmistir. SSR markérleri kullanilarak 19 adet bugday genotipinin kuraklik

tolerans1 bakimindan molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.
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Basit dizi tekrarlar1 (SSR) olarak da bilinen mikrosatellit markorleri, multiallelik
dogalari, yiiksek polimorfizm orani, lokus spesifikligi ve bugday genomu boyunca genis
dagilim gostermeleri gibi avantajlar1  sayesinde, incelenen ekmeklik bugday
genotiplerinin molekiiler taramalarinda ¢ok daha polimorfik 6zellik ve net bant profili
gostermistir.  Bu nedenlerden dolayi, kontrol ¢esitler arasindaki molekiiler
taramalardakullanilan RAPD ve SNP markorleriyle karsilastirildiginda  bu

calismadaSSR markorleri kullanilmasi tercih edilmistir.

Calismada 19 adet ekmeklik bugday genotipinin SSR markorleriyle taranmasi sonucu
toplam 88 polimorfik allel belirlenmistir. En yiiksek allel sayis1 8 alleli le Xgwm 11
primerinde saptanmistir. Allel sayis1 kullanilan diger primerlerden Xgwm 78, Xgwm
626 ve Xwmc 89 primerleri igin 7 allel, Xgwm 99, Xgwm337, Xgwm484, Xgwm603 ve
Xpsp 3200 primerleri i¢in 6 allel, Xgwm 108, Xgwm 186, Xgwm 304, Xgwm 357 ve
Xgwm 389 primerleri igin 5 allel ve son olarak Xgwm 118 primeri igin 4 allel olarak

belirlenmistir.

Her bir markér igin hesaplanan Polimorfik Bilgi Igerigi (PIC)’ne gore; 19 ekmeklik
bugday genotipi arasindakien yiiksek PIC degerinin0,82 ile Xgwm 11 primerine ait
oldugu, bunu sirasiyla 0,79 ile Xgwm 78 primerinin ve 0,78 ile Xgwm 337 ve Xgwm
626 primerlerinin takip ettigi gortilmistiir. En diisiik PIC degerinin ise 0,51 ile Xgwm
389 primerineait oldugu belirlenmistir. Heterezigotluk oranlarinin da (He degeri) elde
edilen PIC degerlerine benzer sonuglar gosterdigi, en yiiksek He degerinin 0,84 ile
Xgwm 11 ve 0,81 ile Xgwm 78 primerlerinde bulundugu, en diisiik degerin ise 0,58 ile
Xgwm 389 primerinde oldugu saptanmustir.

Calismada kullanilan ekmeklik bugday c¢esit ve hatlarinin SSR markérleriyle molekiiler
karakterizasyonu sonucu elde edilen dendograma gore genotipler iki ana gruba ayrilmus,
kuraklik toleransi bakimindan hassas ve toleransli olarak kullanilan kontrol gesitlerinin
ise ayr1 ayri I. ve II. ana gruplara dahil olduklar1 belirlenmistir. I. ve Il. ana gruplar
icinde kendi iclerinde de dallanmalar gdstererek calismada incelenen genotipler
kuraklikla baglantilt DNA bdlgelerine spesifik SSR primerlerine gore kuraklik toleransi
acisindan % 69’luk bir genetik gesitlilik gostermislerdir. Genetik benzerlik
katsayilarinin ise ¢alismada kullanilan bugday c¢esit ve hatlar1 i¢in 0,14 (9 ve 17
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genotipleri arasinda) ile 0,71 (8 ile 10 numarali genotipler arasinda) araliginda degisim
gosterdigi belirlenmistir. Kurakliga hassas ve toleransli oldugu bilinen kontrol ¢esitler
arasindaki genetik benzerlik oraninin, kullanilan SSR primerlerinden elde edilen ortak
verilere gore % 23,5 oldugu saptanmistir. Kontrol ¢esitlerle olan genetik benzerlik
katsayist ve dendogram dagilimina bakilarak ¢alismada incelenen genotiplerin daha
sonra yapilacak ¢aligmalarda kullanimina dair bir 6n veri olusturulmustur. Bu baglamda
kurakliga toleranslhi kontrol ¢esidi Gerek 79 ile en yakin genotiplerin 8 ve 11 numarali
genotipler oldugu, en uzak genotiplerin ise 16 numarali genotip ile 1 numarali genotip
olan kurakliga hassas Sultan 95 kontrol ¢esidi oldugu, saptanmistir. Sultan 95 kontrol
cesidi en yakin genotiplerin 3 ve 14 numarali genotipler oldugu, en uzak genotiplerin

ise 6 ve 5 numaral1 genotipler oldugu belirlenmistir.

Bu calisma, SSR markorlerinin ekmeklik bugdayda kuraklik toleransi calismalarinin
genetik karakterizasyonu i¢in oldukc¢a kullanisli, gilivenilir ve yararli oldugunu
gostermistir. Mikrosatellitlerin genetik karakterizasyon ¢aligmalart icin genotip
tanimlama ve kuraklikla 1ilgili genetik kaynaklarin = kullaniominda basariyla

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Sonug olarak hem incelenen genotipler hem de kullanilan SSR markérleri ile ilgili elde
edilen bulgularin, kuraklikla ilgili ileride yapilacak islah caligmalari ile genetik

arastirmalara 6n veri olusturarak yardimci olacagi diistiniilmektedir.
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