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Ozet: Tahillar igerisinde bugday, ilk caglardan beri kiiltiirii yapilan ve stratejik dnemi yiiksek olan bir besin
kaynagidir. Niifusun artmasiyla birlikte birim alandan alinan verimi arttirma ihtiyact dogmustur. Bugdayda
birim alandan alinan verimi arttirmak gesitli 1slah yontemleri ile miimkiin olabilir. Gen kaynaklarinin
genetik benzerlik-farkliliklarinin bilinmesi bitki 1slah1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda bugdayda
yapilan c¢alismalarda molekiiler markér yontemleri siklikla tercih edilmektedir. Bu c¢aligmada,
Tirkiye’nin farkli  bolgelerinden  toplanan 23 adet  ekmeklik  bugday ¢esidinin  molekiiler
karakterizasyonunun belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla 32 adet SSR primeri kullanilarak spesifik
DNA bolgelerinin gogaltilmasi saglanmis ve kapillar yontemle elektroforez iglemini gergeklestirilmistir.
Yapilan molekiiler markor analizi sonucunda c¢esitler arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklar molekiiler
diizeyde ortaya konmustur. Ayrica bu calismayla molekiiler markor kullaniminin 1slah c¢alismalar: igin
onemi ve gerekliligi bir kez daha vurgulanmustir.

Anahtar kelimeler: Bugday cesidi, Genetik Farklilik, Kapilar elektroforez, SSR primeri

Abstract: Wheat in grain, is a food source with high strategic importance and it was cultured since ancient
times. Since the increase of population in the world, it was necessary in order to increase the yield per unit
area. Increasing yield per unit area of wheat, can be achievable by various breeding methods. Knowing the
genetic similarities - differences of plant genetic resources are very important for breeding. In recent years,
molecular marker methods are often preferred in wheats. This study was aimed to molecular
characterization of 23 bread wheat varieties which collected from different regions of Turkey using
capillary electrophoretic method for 32 SSR primers. As a result of molecular marker analysis the genetic
similarities and differences between the varieties are revealed at the molecular level. In addition, this study
emphasizes once again the importance and necessity of using molecular markers for breeding studies.
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Determination of Genetic Diversity Among Some Turkish Spring Bread Wheat Varieties
Using SSR Markers

Giris

Bugday (Triticum aestivum), celtik (Oryza sativa L.), misir (Zea mays L.), arpa (Hordeum vulgare L.) tim
diinyadaki nifusun gunlik kalori ihtiyacinin yaklasik %80’ini karsilayan ve tarimi en ¢ok yapilan tahil
tirleridir (Okyay 2009). Tahillar igerisinde bugday, ilk ¢aglardan beri kiiltiirii yapilan ve stratejik 6nemi
yiiksek olan besin kaynagidir. Diinya niifusunun yaklasik %35’inin temel besin kaynagi olarak kullanilirlar.
Ayrica giinliik ihtiyag duyulan kalori miktarinin yaklasik %20’sini karsilamaktadir. Bugdaydan, insan ve
hayvan beslenmesinde de yararlamilmaktadir (Dede 2007). Bugday adaptasyon yeteneginin yiiksek,
yetigtirilmesi-taginmasi-depolanmas: kolay kiiltiire alinan ilk bitki olmasi nedeniyle genis alanlarda
yetistirilmektedir. Bugday, insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda ekim alani ve {iretim
miktar1 bakimindan Diinya’da ve {ilkemizde dnemli bir yere sahiptir (Yagd: 2004). TUIK 2015 verilerine
gore; 7866.8874 hektar ekim alaninda 22.6 milyon ton bugday iiretilmistir (TUIK 2015). Bugdaymn
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kimyasal bilesiminde; %65-75 oraninda karbonhidrat, %7-18 oraninda protein, %8-14 oraninda su, %8-14
oraninda lipit, %1-2 oraninda mineral maddeler ve iz miktarda da vitamin ve enzimler vardir. Ekmek
iiretiminde bugdayn tercih edilme nedeni bilesimindeki proteinlerin yaklasik %85’ini gluten proteinlerinin
(Glutenin ve gliadin) olusturmasidir (Akyiirek 2014). Ekmeklik bugday, [Triticum aestivum L. 2n=6x=42
(AABBDD)] her biri farkli atadan elde edilen ti¢ genomu (A, B ve D) igeren allohekzaploid bir bitkidir
(Poehlman 1987). Ekmeklik bugday genomu 16x10° bp’den olusur (Bennet ve Leitch 1995). Smith ve
Flavell (1975), bugday genomunun %80’inden fazlasinin defalarca tekrarlanmis DNA sekanslart igerdigini
belirlemislerdir. Molekiiler markorler degisik metodlarla tespiti yapilabilen polimorfik DNA sekans-
kodlama bélgeleridir (Metin 2012). Markor sisteminde bulunmasi gereken o6zellikler; kolay, hizli ve
ekonomik tespit edilebilmesi, polimorfik olmasi, kodominant kalitim géstermesi, genomda diizgiin bir
sekilde dagilmis olmasi, 6n sekans bilgisi olmayan genoma da uygulanabilmesi olarak agiklanabilir.
Molekiiler markorlerden, Dbitkilerde gen kaynaklarinin  6zelliklerinin  belirlenmesinde-  genetik
incelemelerde, bitki organizmalarinda detayli fiziksel ve genetik kromozom haritalarinin ¢ikarilmasinda,
transgenik bitkilerin belirlenmesinde, bitkilerde istenilen ézelliklerin seleksiyon yolu ile secilmesi ve klasik
islah caligmalarinda basariyr arttirmasi gibi bir¢ok alanda yararlanilmaktadir (Gupta ve ark. 1999; Atak
2004). Molekiiler markorler; kontrollii tozlanmis melezlerin soylarin1 saptamak (Neale ve ark. 1992),
onemli genotiplerin etiketlenmesi (Adams ve ark. 1988), bitki yetistiriciliginde genetik kaynaklarin
kullanilmasi, aksesyonlar arasinda ve iginde genetik farklihigin degerlendirilebilmesi (Melchinger 1999)
icin bitki 1slah¢ilarina imkan saglar. Son yillarda yapilan molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinda basit
dizi tekrarlarina bagl olarak gelistirilmis mikrosatelit markorleri, diger markor sistemlerine gore avantajl
olmast nedeniyle daha sik tercih edilmektedir (Dede 2007). Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin ¢esitli bdlgelerinden
toplanmis ve Tiirkiye’de yaygin olarak ekimi yapilan 23 yazlik ekmeklik bugday ¢esidi arasindaki genetik
farklilik ve benzerlikler SSR markdrleriyle belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Bu arastirma, 2016 yilinda Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Calisma materyalini olugturan Tiirkiye’nin farkli bélgelerinden toplanmis
23 yazlik bugday ¢esidi ve 1slah edildigi kuruluslara ait bilgiler ¢izelge 1’de verilmistir. DNA analizleri
Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii’ne ait Uygulamali Molekiiler
Genetik Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. DNA’larin elde edilmesinde Doyle ve Doyle (1987) metoduna
gore CTAB izolasyon yontemi kullanilmistir. PCR reaksiyonunda her Ornekten esit miktarda DNA
kullanilmasini garantilemek amaciyla izole edilen ¢ift iplikli DNA miktarinin tayini Thermo NanoDrop
2000 cihazinda yapilmis ve elde edilen dlglimler sonucunda hesaplanan DNA miktari, PCR analizinde
kullanilacak SSR markorleri igin pl’de 10 ng olacak sekilde TE (Tris-EDTA) tamponu ile seyreltilmistir.
PCR islemi i¢in, her tiipte toplam hacim 15 pl olacak sekilde; 50 ng genomik DNA, 200 uM dNTP, ileri
ve geri olmak Gzere (F + R) 1 +1 pmol / primer, 10X buffer ve 25 mM MgCly, 5U/ pl Tag DNA polimeraz
enziminden olusmaktadir. PCR islemi i¢in ticari olarak sentezlenmis uzunluklar1 17-24 baz arasinda
degisen 103 SSR primeri baglangigta tek genotipte denenmis, screening sonuglarina gore polimorfik ve
tekrar edilebilir bant desenleri veren 32 adet SSR primeri kullanilmistir. Kullanilan primerler ve baz
dizilisleri ¢izelge 2°de verilmistir.

Kapiler jel elektroforezinde PCR fiiriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla 25-500 bp (15 ng/ml) size marker ve
15-600 bp alignment marker (20ng/ml) kullanilmistir. Bant uzunluklarinin maximum 500 bp olarak
beklenmesinden dolayr OL1200 metodu kullanilmistir. Elektroforez islemi i¢in Qiaxcell Screengel 1.4
yazilimi kullanilmigtir. Yazilim igerisinde injektion time 17 sn olarak ayarlanmig ve High Resulation DNA
1200 orneklik kit kullanilmastir.
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Cizelge 1. Caligmada kullanilan 23 bugday ¢esidi

Genotip Islah Edildigi Kurulus

Adana 99 Cukurova Tarimsal Aragtirma Enstitiisii/1999

Alibey Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii

Basribey 95 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii/1995

Beskoprii Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitiisii/1997

Cemre GAP Uluslararast Tarimsal Arastirma ve Egitim
Merkezi/2008

Cukurova Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisti/1986

Cumhuriyet 75 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii/1975

Dogankent 1 Suriye-ICARDA/1991

Hanli Misir Arastirma Enstitiisii Sakarya

Karacabey 97 Misir Tarimsal Arastirma Enstitiisii/1997 Sakarya

Karacadag 98 GAP Uluslararast Tarimsal Arastirma ve Egitim
Merkezi/1998

Karatoprak Cukurova Tarimsal Aragtirma Enstitiisii

Kasif Bey 95 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii/1995

Menemen Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii

Meta 2002 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii/2002

Nurkent GAP Uluslararasi Tarimsal Arastirma ve Egitim
Merkezi/2000

Osmaniyem Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisti

Pamukova 97 Misir Tarimsal Arastirma Enstitiisii/1997 Sakarya

Seri 82 Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisti

Seyhan 95 Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisi/1995

Tahirova 2000 Misir Arastirma Enstitiisii/2000 Sakarya

Yiiregir 89 Cukurova Tarimsal Aragtirma Enstitiisii/1989

Ziyabey 98 Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii/1998

Cizelge 2. Caligmada kullanilan 32 SSR primerinin isimleri, sekanslari, toplam bant sayisi, polimorfik bant

sayist ve PIC degerleri

Lokus Sekans T* p* P% PIC

XGWM11 GGATAGTCAGACAATTCTTGTG 10 10 100 0.46805293
GTGAATTGTGTCTTGTATGCTTCC

XGWM18 TGGCGCCATGATTGCATTATCTC 3 3 100 0.994328922
GGTTGCTGAAGAACCTTATTTAGG

XBARC187 GTGGTATTTCAGGTGGAGTTGTTTTA 7 7 100 0.219551715
CGGAGGAGCAGTAAGGAAGG

XBARC263 GGAAGCGCGTCAGCACTAGGCAAC 7 7 100 0.387523629
GGCTTCTAGGTGCTGCGGCTTTTGTC

XGWM148 GTGAGGCAGCAAGAGAGAAA 3 3 100 0.442344045
CAAAGCTTGACTCAGACCAAA

XGWM6E30 GTGCCTGTGCCATCGTC 7 7 100 0.381852552
CGAAAGTAACAGCGCAGTGA

XGWM319 GGTTGCTGTACAAGTGTTCACG 7 7 100 0.462597894
CGGGTGCTGTGTGTAATGAC

XGWM55 GCATCTGGTACACTAGCTGCC 3 3 100 0.525519849
TCATGGATGCATCACATCCT

XBARC186 GGAGTGTCGAGATGATGTGGAAAC 11 11 100 0.369822994
CGCAGACGTCAGCAGCTCGAGAGG

XGWM234 GAGTCCTGATGTGAAGCTGTTG 4 4 100 0.530245747
CTCATTGGGGTGTGTACGTG

WMC156 GCCTCTAGGGAGAAAACTAACA 5 4 80 0.325519849

TCAAGATCATATCCTCCCCAAC
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(Cizelge 2 devami)

WMC326 GGAGCATCGCAGGACAGA 8 7 87.5 0.4213138
GGACGAGGACGCCTGAAT

WMC327 TGCGGTACAGGCAAGGCT 6 6 100 0.262129805
TAGAACGCCCTCGTCGGA

WMC261 GATGTGCATGTGAATCTCAAAAGTA 5 5 100 0.371266541
AAAGAGGGTCACAGAATAACCTAAA

WMC276 GACATGTGCACCAGAATAGC 10 10 100 0.270510397
AGAAGAACTATTCGACTCCT

WMC27 AATAGAAACAGGTCACCATCCG 4 4 100 0.388468809
TAGAGCTGGAGTAGGGCCAAAG

WMC63 GTGCTCTGGAAACCTTCTACGA 6 6 100 0.424700693
CAGTAGTTTAGCCTTGGTGTGA

WMC96 TAGCAGCCATGCTTAGCATCAA 7 7 100 0.377801782
GTTTCAGTCTTTCACGAACACG

WMC44 GGTCTTCTGGGCTTTGATCCTG 5 3 60 0.435916824
TGTTGCTAGGGACCCGTAGTGG

WMS108 ATTAATACCTGAGGGAGGTGC 5 4 80 0.434782609
GGTCTCAGGAGCAAGAACAC

WMC175 GCTCAGTCAAACCGCTACTTCT 2 2 100 0.269376181
CACTACTCCAATCTATCGCCGT

WMC153 ATGAGGACTCGAAGCTTGGC 12 12 100 0.188563327
CTGAGCTTTTGCGCGTTGAC

WMC154 ATGCTCGTCAGTGTCATGTTTG 2 2 100 0.791115312
AAACGGAACCTACCTCACTCTT

WMC322 CGCCCCACTATGCTTTG 8 8 100 0.498582231
CCCAGTCCAGCTAGCCTCC

WMS30 ATCTTAGCATAGAAGGGAGTGGG 3 2 66.7 0.661625709
TTCTGCACCCTGGGTGATTGC

WMS375 ATTGGCGACTCTAGCATATACG 3 3 100 0.112161311
GGGATGTCTGTTCCATCTTAGC

WMC25 TCTGGCCAGGATCAATATTACT 3 3 100 0.419029616
TAAGATACATAGATCCAACACC

WMC147 AGAACGAAAGAAGCGCGCTGAG 7 7 100 0.480691331
ATGTGTTTCTTATCCTGCGGGC

WMC445 AGAATAGGTTCTTGGGCCAGTC 5 5 100 0.330056711
GAGATGATCTCCTCCATCAGCA

WMCA47 GAAACAGGGTTAACCATGCCAA 6 6 100 0.442659105
ATGGTGCTGCCAACAACATACA

WMC43 TAGCTCAACCACCACCCTACTG 1 1 100 0,243856333
ACTTCAACATCCAAACTGACCG

WMC97 GTCCATATATGCAAGGAGTC 4 4 100 0.200378072
GTACTCTATCGCAAAACACA

Toplam 179 174

Ortalama 5.59 5.43 96.07

* T, toplam bant; P, Polimorfik bant; PIC: Polimorfizm bilgi igerigi.

Istatistiksel analiz

Genotipler arasindaki genetik benzerlik ve genetik uzaklik degerlerinin hesaplanmasinda, SSR bantlariin
sayilmas1 ve varliklarina gore bant adetlerinin rakamsal olarak degerlendirilmesi ile hazirlanmis olan binari
veri matriksinden faydalanilarak Nei and Li (1979)’nin asagidaki formiilii kullanilmig ve NTSYS-pc 2.0
(Rohlf 1998) software programi araciligiyla genotiplere ait dendrogram elde edilmistir. Polimorfizm bilgi
iceriginin hesaplanmasinda PIC = 1 - Epi2. Formiili kullanilmistir (Riek 2001).
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Bulgular ve Tartisma

Gorintii alinan DNA  fragmentlerinin degerlendirilmesi amaciyla Qiaxcell Screengel 1.4 yazilimi
kullanilmistir. Bantlarin hizalama islemleri alignment marker (hizalama markor) ile gerceklestirilmistir.
Her bir bant i¢in yazilimda verilen ng/ml oranlarindaki konsantrasyonlarina bagli olarak verilen pik
degerleri alimip, PCR iiriinlerinden elde edilen bantlarin baz uzunluklarinin belirlenmesi islemi de Qiaxcell
Screengel yazilimi ile elde edilmistir. Var olan bantlarin allel bolgelerine gére binomial veriler bantlarin
baz uzunluklarina gore elde edilmistir. Yazlik ¢esitler arasindaki iliskinin saptanmasi amaciyla kullanilan
32 SSR primerinin kapiler jel elektroforezindeki goriintiileri ve elde edilen konsantrasyona bagli uzunluk
degerlerini temsili jel goriintiileri sekil 1 ve sekil 2°de verilmistir.

Sekil 1. WMC153 primerinin kapiler jel elektroforezindeki goriintiisii.
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Sekil 2. Konsantrasyona bagli uzunluk degerleri jel peak goriintiist.
WMC327 Primerinin Adana 99, Alibey, Basribey95, Beskoprii, Cemre, Cukurova, Cumbhuriyet 75,
Dogankent 1, Hanli, Karacabey 97, Karacadag 98 ve Karatoprak cesitlerinde gosterdigi pik degerleri

Calismada 32 SSR primeri kullanilmig, ¢alisma sonucunda yapilan analizlerde 174 polimorfik 5
monomorfik olmak iizere toplamda 179 skorlanabilir bant elde edilmistir. Primer bagina ortalama 5.59 bant
olmak tizere 1 (WMC43) ile 12 (WMC153) arasinda degisim gostermistir (Cizelge 2). Ortalama polimorfik
bant sayist primer basmma 5.43 olmak iizere maksimum polimorfik bant sayisi (12 bant) WMCI153
primerinden elde edilirken, minimum polimorfik bant sayist (1 bant) WMC43 primerinden elde edilmistir
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(Cizelge 2). Polimorfizm yiizdesi tiim genotiplere arasinda %96.07’lik bir ortalama ile %60°tan % 100’lere
varan bir degisim gostermektedir.
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Sekil 3. SSR markorleri ile yapilmis 23 bugday genotipine ait dendogram.

23 yazlik bugday cesidinden elde edilen bantlarin olusturdugu binary veri setine uygun olarak hazirlanmis
dendogram incelendiginde (Sekil 3) genotipler A ve B olmak tizere iki ana gruba ayrilmistir. Dogankent 1
genotipi tek basina A grubunda yer alirken diger genotipler ise B grubuna dahil olmustur. B grubunda yer
alan genotipleri ise 5 ayr1 alt grup altinda degerlendirmek miimkiin olmustur. Dogankent 1 ¢esidinin diger
yazlik bugday ¢esitlerinden ayrildig: goriiliirken Adana 99, Alibey, Basribey 95, Beskoprii, Tahirova 2000,
Nurkent, Yiiregir89 ve Hanli gesitlerinin birbirlerine yakin ortak bir grup olusturduklar1 yine ayni sekilde
Cemre, Cukurova, Cuhuriyet 75, Karacabey 97 ve Osmaniyem cesitlerinin bir diger alt grubu olusturdugu
gorulmektedir. Menemen ve Meta 2002 ¢esitlerinin birlikte yer almast yani sira Pamukova97, Karatoprak,
Seri 82 gesitlerinin bir arada yer aldigi, Karacadag 98, Kasifbey 95, Seyhan 95 ve Ziyabey 98 ¢esitlerinin
ise birlikte ayni grup altinda toplandigi goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda cesitler arasindaki
genetik farkliligin toplandiklart bolgelerden kaynaklandigi goriilmektedir. A grubuna ait tek genotip olan
Dogankent 1 ¢esidine bakildiginda islah edildigi kurulusun Suriye/ICARDA oldugu goriilmektedir. B
grubuna ait genotiplere bakildiginda, cesitlerin 1slah edildikleri kuruluslarin Tiirkiye genelindeki kuruluglar
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte tiim primerlerin olusturdugu dendograma bakildiginda, ayni alt
gruba giren Menemen ve Meta 2002’nin ayni yerde islah edildikleri goriilmektedir (Cizelge 1).
Olusturulmus Dendogram g6z 6niine alindiginda farkli bolge ¢esitlerinin de ayni alt gruplarda bulunmasi,
genetik farklilikta cografik bolgelerden baska etkenlerin de oldugunu gostermektedir. Strelchenko ve ark.
(2004), 22 farkli iilkeden topladigi 78 yerel gesitte SSR markorleriyle farkliligi belirlemeye g¢alismus,
sonucta genetik farkliliga baktiklarinda aynmi cografik bolgeden gelen genotiplerin aymi alt gruplara
girdigini; farkli cografik bolgelerden alinan gesitlerinde ayni1 alt gruba girebildikleri gibi farkli alt gruba da
girebildiklerini belirtmiglerdir. Bu durum genetik tabandaki ¢esitliligin sonucu olarak agiklanabilir.

Sonug

Bugday genis adaptasyon yetenegine sahip olmasi ve insan beslenmesinde siklikla kullanilmasi nedeniyle
olduk¢a 6nemli bir bitkidir. Ayrica diinyada ve Tiirkiye’de ekilis-iiretim siralamasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Ancak son yillarda bugdayda genetik varyasyon daralmaktadir. Bu ¢aligma bugdayda daralan
genetik varyasyona ¢oziim olabilecek bazi Tirk yazlik ekmeklik bugday cesitlerinin seciminin
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kolaylastirilmast ve bu gesitlerle ileride yapilabilecek islah ¢aligmalarina faydali veriler saglamasi agisindan
onemlidir. Bu calisma da bu yoniiyle ileriki bitki islah programlarinda kullanilabilir olma niteligi
tagimaktadir. Bu ¢alisma sayesinde iilkemiz agisindan oldukga biiyiik 6neme sahip yazlik ekmeklik bugday
gesitlerinin DNA parmak izlerinin kapilar elektroforetik yontemle belirlenmesi faydali bir zemin
olusturmugtur. Calismadan elde edilen sonuglara gore yazlik ekmeklik bugday cesitlerinin tanimlama ve
simiflandirmalarinin yapilabilmesi i¢in SSR markérlerinin kullanilabileceginin yararli ve kullanish oldugu
kanitlanirken, bu ¢aligma sonucunda elde edilen veriler 1518inda, belirli 6zelliklere ve genlere yonelik
yiriitiilmesi planlanacak yeni 1slah projeleri i¢in faydali sonuglar kullanilabilir veriler haline getirilmistir.
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