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Baz1 Tef Genotiplerinde RAPD Markirlar:1 Kullanilarak Genetik Varyasyonun Belirlenmesi
Adnan AYDIN**, Eren OZDEN?

OZET: Giiniimiizde tiiketici bilincinin artmas1 sonucu saglikli gida iiriinlerine talep her gegen giin artmaktadir.
Kimyasal bilesimi ve beslenme 6zelliklere sahip olan Tef bitkisi, insan beslenmesinde gegmisten beri kullanilan
bir bitki olmakla beraber, iilkemizde de alternatif olarak yetistirilebilecek kaynaklardan biridir. Saglikli yagam
acisindan son derece Oonemli bir tahil olan tef, glutensiz olmasi nedeniyle de &zellikle ¢olyak hastalarinin
beslenmesinde 6nemli yer tutar. Bunun yaninda yetisme kosullarinin zor olmamasi ve hasat siiresinin kisa
olmasiyla beraber gelecekte kurakliga kolayca uyum saglayabilecegi diislincesi tef tahilinin degerini her gegen
giin arttirmaktadir. Calisma kapsaminda Et 2016 tef bitkisi kullamlarak 19 RAPD markr ile tarannustir. lyi
amplikon veren 10 tane RAPD primeri ile Tef bitkisinde genetik varyasyon aragtirmasi yapilmistir. Kullanilan 10
tane RAPD primeri ile PZR sonrasi agaroz jel elektroforez yontemi ile amplikonlarin ayristirilmasi saglanarak
varlik (1) ve yokluk (0) skorlamasi gergeklestirilmistir. Elde edilen verilere ile Jaccard benzerlik indeksi
kullanilarak temel koordinat analizi ve Bayesian istatistigi ile genotipler arasinda dendogram olusturulmustur.
Yapilan analizler sonucunda genotipler arasindaki genetik varyasyonun diisiik oldugu saptanmistir. Zobel Basic
ve Dega Basic genotiplerinde ¢ok az diizeyde farklilik tespit edilmis olup, daha ¢ok markir ile teyit edilmesi
gerekmektedir. Sonug olarak bu genotipler arasindaki varyasyonun artirilmasi igin farkli yaklagimlar kullanilarak
(mutajenler vb.) varyasyonun artirilmasi dnerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Eragrostis tef, Molekiiler Markirlar, Cesitlilik
Determination of Genetic Variation in Some Teff Genotypes Using RAPD Markers

ABSTRACT: As a result of increasing consumer awareness, the demand for healthy food products is increasing
day by day. Teff, which has chemical composition and nutritional properties, is a plant that has been used in
human nutrition since the past, and it is one of the sources that can be grown as an alternative in our country.
Being a very important grain for a healthy life, teff has an important place in the diet of celiac patients because it
is gluten-free. Besides, the fact that the growing conditions are not difficult and the harvest period is short, the
thought that it can easily adapt to drought in the future increases the value of teff grain day by day. Within the
scope of the study, 19 RAPD markers were screened using Et 2016 genotip. Genetic variation research was
conducted in Teff plant with 10 RAPD primers giving good amplicon. Presence (1) and absence (0) scoring were
performed by separating amplicons using agarose gel electrophoresis method after PCR with 10 RAPD primers
used. By using the Jaccard similarity index with the data obtained, a dendogram was created between the
genotypes with the basic coordinate analysis and Bayesian statistics. As a result of the analysis, it was determined
that the genetic variation between the genotypes was low. Very little difference was detected in Zobel Basic and
Dega Basic genotypes and needs to be confirmed with more markers. As a result, it is recommended to increase
the variation by using different approaches (mutagens, UV, etc.) to increase the variation among these genotypes.
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GIRIS

Poaceae familyasi, Eragrostidae takimi, Eragrostis cinsinde bulunan tef bitkisinin 350 tiirii
oldugu rapor edilmektedir (Sar1 ve Tiryaki, 2018). Ilgili cins hem tek yillik hem de ¢ok yillik karakterde
tirleri barindirmaktadir (Conert, 1992; Tefera ve ark., 2003). Erogrostif tef bitkisi eskiden Eragrostis
abyssinica (Jacq.) ve Cynodon abyssinicus (Jacq.) gibi isimler ile bilinirken giiniimiizde Eragrostis tef
(Zucc.) Trotter olarak sistematikte yerini almistir (Assefa ve ark., 2011). Bitkinin taksonomideki
simiflandirilmasindaki bu belirsizliklerin en biiyiik nedeni Eragrostis cinsindeki tiirlerin poliploidy
gostermesi, yani farkli kromozom sayilarina sahip tiirlerin varlig1 ve kompleks bir genomun olmasindan
kaynaklanmaktadir. Temel kromozom sayis1 10 olan cins igerisinde farkli poliploidy seviyelerinde
genom yapilarina sahip, auto- poliploid ve allo-poliploid yap1 sergileyen ¢ok sayida tiir bulunmaktadir.
Eragrostis tef, allotetraploid (2n=4x=40) bir bitki olmasiyla bilinmektedir (Assefa ve ark., 2011). Tef’in
kiiltiirli yapilan ragi daris1 (Eleusine coracana) ile en yakin iliskili oldugu bitki tiirii olarak gosterilirken,
alt familya olarak en yakin iliskili kiiltiir bitkileri olarak sorgum (Sorghum bicolor) ve misir (Zea mays)
gosterilmektedir (Sar1 ve Tiryaki, 2018). Ortolog genler kullanilarak yapilan molekiiler DNA dizi
analizlerinin sonucunda ise tef bitkisine en yakin bitki tiirlerinin cin dar1 (Setaria italica) ve sorgum
(Sorghum bicolor) oldugu rapor edilmistir (Cannarozzi ve ark., 2014).

Cins igerisinde ¢ok miktarda bitki toplulugu olmasina ragmen tanesi i¢in yetistiriciligi yapilan tek
tiir Erigrostis tef olarak bilinmektedir. Yaygin ismi tef olarak bilinen bitki ‘Yazotu’, ‘askotu’ olarak da
bilinen glutensiz bir bitkidir. Diinyada en kiiciik tane boyutuna (1 mm’den kii¢lik) sahip bir tahil olma
ozelligini korumaktadir (Geren ve ark., 2019). Bitkinin anavatani Etiyopya’dir ve bugday gibi
tanelerinin 6giitiilmesiyle elde edilen undan eksi mayali ekmek yapilmaktadir. Tef, tarimina baslanilan
ilk bitkilerden biri olmasi ile MO 5000 yillarinda Etiyopya’nin yiiksek yaylalarinda tanesi igin ve hayvan
yemi olarak yetistirildigi farkli arastiricilar tarafindan rapor edilmektedir (Eckhoff ve ark., 1993;
Hickman ve ark., 2013; Geren ve ark., 2019). Tef bitkisinin alternatif bitki olarak gériilmesi ve yaygin
olmasinin temel nedenlerinden bir tanesi de i¢cinde gluten olmamasi (Gebremariam ve ark., 2014) ya da
cok diisiik seviyede olmasindan kaynaklanmaktadir (Mebratu ve ark., 2016). Tef bitkisinin tanesi, kinoa
veya cia gibi bugdaya alternatif iyi bir gida olmasi, insan viicudundaki hormon seviyelerini dengeledigi,
bagisiklik sistemini gili¢lendirdigi, sindirimin sisteminin uyarilmasia katki sagladigi bildirilmektedir
(Geren ve ark., 2019). Ayrica en kiiglik taneli tahil grubunda olmasina ragmen yiiksek lifli bir yapiya
sahip olmasi, protein, magnezyum, demir ve kalsiyum igeriginin yiiksek olmasi bu bitkinin alternatif bir
tahil bitkisi olarak yayginlagmasina olanak saglamaktadir. iginde barindirdigi vitamin-mineraller ile
insanlarda saglikli bir sekilde kilo kaybin1 yapmakta ve kemikleri giiclendirmesi 6énemini daha da ortaya
koymaktadir. Tanesinin i¢indeki demir viicudun 6nemli organlarinda ve bolgelerindeki oksijenasyonu
yani oksijene doymayi arttirmaktadir (Gebremariam ve ark., 2014). Tef bitkisinin biyotik ve abiyotik
streslere olan dayaniklilig: ile tarimi kolay yapilabilecek bir bitki olmasi, diger kiiltiir bitkilerine gore
daha ekonomik sartlarda yetistirilecek bitki olmasi avantajlar1 arasinda bulunmaktadir (Geren ve ark.,
2019). Ayrica depolama kosullarinda herhangi bir kimyasal kullanmadan bitkinin taneleri birkag y1l
canliliklarini siirdiirebilmektedir (Sar1 ve Tiryaki, 2018).

Tef bitkisinin lilkemizde yeni bir bitki olmas1 ve glutensiz olmasindan kaynakli alternatif bir tahil
grubu olarak akademik caligmalarda arastirilmaya baglanmistir (Kaya ve ark., 2020; Koéten, 2021).
Ulkemize farkli iilkelerden getirilmis olan tef genotiplerinde varyasyonlarin ve genetik cesitliliginin
belirlenmesi i¢in molekiiler calismalar ile bu genetik varyasyonun ortaya konulmasi ile yapilacak olan
1slah calismalarina biiytlik katki sunacaktir. Bitki genetik kaynaklarindaki cesitlilik 1slah ¢aligsmalari i¢in
oldukca 6nemlidir. Bu sebeple bitki genotiplerin, genetik a¢idan varyasyonun yiiksek olmasi daha sonra
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yapilacak olan 1slah ¢aligmalari i¢in iyi bir materyal olarak kullanilabilmesine olanak saglayacaktir
(Ulukan, 2011).

Bitki 1slahinda temel basar1 genotipler arasindaki genetik iliski ve bitki gruplar1 arasindaki genom
farkliligindan kaynaklanan genetik degiskenliklere bagli olmaktadir (Rana ve Bhat, 2005; Abdellatif ve
Soliman, 2013). Genetik farklilik; tiirlerin kendi igerisinde, tiirler arasinda ve tiim ekosistemde;
biyogesitlilik ve organizma cesitliligi acisindan 6nemli bir faktordiir. Farkli 6zellikte ¢esitler liretmek
icin ebeveyn secimi 1slah calismalarinda biiyiik Olglide gelistirilebilir. Farkli genoma sahip bitki
gruplarin1 tanimlamak, bitki popiilasyonun yapisint anlamak ve temel hat gruplarinin birbirinden ayirt
edilebilmesi i¢in genetik ¢aligmalarda markirlarin kullanimi biiyiik 6nem tasimaktadir (Tyagi ve ark.,
2014). Genetik ¢esitlilik tahminleri soyagact ve morfolojik veriler (Van Esbroeck ve ark., 1999),
biyokimyasal markirlar (Wendel ve ark., 1992) ve DNA’ya dayali molekiiler markirlar (Yu ve ark.,
2012) kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu yaklagim ile yapilan genetik cesitlilik calismalarinda
morfolojik belirtegler yaniltici olabilmektedirler veya c¢alismay1 sinirlandirabilmektedir. Morfolojik
belirtegler bitki gelisim asamasinda ¢evreden etkilendikleri i¢cin genom bilgisinin ortaya konulmasinda
yetersiz kalmaktadir (Lukonge ve ark., 2007). Bunun aksine molekiiler markirlar, dogrudan allellik
varyasyonu Olg¢ebildikleri ve genetik uzaklik tahminlerini allel diizeyinde verebildikleri igin
giivenilirlikleri ve bilgi igerikleri daha ger¢ekgidir (Tyagi ve ark., 2014). Farkli genotiplerde genetik
karakterizasyonun yapilmasi bitki 1slah1 agisindan ¢ok onemlidir (Govindaraj ve ark., 2014). Bitki
genetik kaynaklarindaki gesitlilik, hem ¢ift¢i hem 1slah¢1 agisindan istenilen karakterde yeni ve gelismis
bitki cesitleri iiretilmesine olanak saglar. DNA diizeyinde kullanilan molekiiler markirlar genotipler
arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikardigi gibi genetik kaynaklarin karakterizasyonu icin dogrudan
kullanilan, daha giivenilir ve etkili bir yontemdir. Genetik varyasyonlarin ortaya konulmasinda
kullanilan mevcut molekiiler markirlar RFLP, PCR-RFLP, RAPD, ISSR, SSR gibi makirlar olup, daha
kolay, daha ucuz ve daha hizli olduklar i¢in tercih edilmektedirler.

Bu ¢aligsma kapsaminda iilkemizde de alternatif bitki olarak goriilmeye baslanan ve 6zellikle gluten
icermeyen bir tahil gurubunda bulunan ve Etiyopya’dan temin edilen 5 farkli tef bitkisinin genetik
varyasyonun molekiiler markirlar ile ortaya konulmasi hedeflenmistir. Elde edilen verilerle iilkemizde
tef bitkisinin 1slahina yonelik 6n veriler elde edilmis olup, sonraki calismalara katki saglayacagi
distiniilmektedir.

MATERYAL VE METOT

Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Calismada kullanilan bitki materyali Etiyopya kdkenli olup genotipler Et 2016, Zobel Basic, Dega
Basic, Dega CI, Boset Basic’dir. Kullanilan genotiplerin hepsi Erigrostis cinsine ait olan ve yetistiriciligi
yapilan tek tiir olan Erigrostis tef tiiriine ait genotiplerdir. Tef bitkisine ait 5 (bes) farkl1 genotip ortalama
25 °C’de saksilarda yetistirilmis ve bitki boyu 5-7 santimetreye boyuna geldikten sonra DNA izolasyonu
gergeklestirmek amaciyla yapraklar steril bir sekilde toplanarak -20 °C’de saklanmustir.

DNA izolasyonu ve kalite-miktarinin belirlenmesi

Streril kosullarda toplanmis yaprak ornekleri Aydin ve ark. (2018)’e gore modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. DNA kalite ve miktarinin belirlenmesinde Nano-drop (Maestrogen, MN-913) ve
Agaroz Jel Elektroforetik yontemler kullanilarak belirlenmistir (Aydin, 2018).
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Kullanilan DNA Molekiiler Markirlar

Caligmada toplam 19 RAPD primeri kullanilmistir ve bir genotip ile taranan biitiin primerlerden
sadece en iyi amplikon verenler genetik varyasyonun belirlenmesinde kullanilmistir. Calismada
kullanilan RAPD primerleri Cizelge 1’de gosterilmektedir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan RAPD primer dizileri.

NO Primer ID Primer sequence 5'— 3'
1 OPA-05 AGGGGTCTTG
2 OPA-06 GGTCCCTGAC
3 OPB-12 CCTTGACGCA
4 OPB-13 TTCCCCCGCT
5 OPC-08 TGGACCGGTG
6 OPC-09 CTCACCGTCC
7 OPD-01 ACCGCGAAGG
8 OPD-02 GGACCCAACC
9 OPF-16 GGAGTACTGG
10 OPF-17 AACCCGGGAA
11 OPG-03 GAGCCCTCCA
12 OPG-04 AGCGTGTCTG
13 OPH-07 CTGCATCGTG
14 OPH-10 CCTACGTCAG
15 OPI-11 ACATGCCGTG
16 OPI-14 TGACGGCGGT
17 OPK-15 CTCCTGCCAA
18 OPK-18 CCTAGTCGAG
19 OPN-19 GTCCGTACTG

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Calismalar
PZR c¢alismalarinda asagida Cizelge 2’de gosterildigi gibi kullanilan kimyasal ve miktarlar
gosterilmistir.

Cizelge 2. PZR caligmalarinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

Kullamlan Kimyasallar Stok Miktar Final
Genomik DNA 8.5 ul 100-120 ng
Steril-H20 3.5l
Tleri Primer ("Forward") 20 uM 3.0 ul 2.4 uM
Steril-H20 4.6 pl

. TRIS-HCI (pH 9.1) 100 mM 12 mM
10X Reaksiyon ) 100 mM 3 ul 60 mM
Cozeltisi Triton X-100 %0.1 %0.012
MgCl2 50 mM 1.5 ul 3 mM
dNTP 10 mM 0.7 ul 0.28 mM
Tag DNA Polimeraz 5 tnite/ pl 0.2 ul 1 {inite
Toplam Hacim 25 ul

Kullanilan RAPD primerlerinin ¢ogaltiminda PZR profili Cizelge 3’de belirtilmis olup “Touch-
Down” PZR yontemi kullanilmistir (Karaca ve ark., 2019).
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Cizelge 3. Calismada kullanilan PZR profili

PZR Profili Zaman Dongii Sayisi Asama
Hot Start 94°C 5 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
94°C 1 dakika Denatiirasyon
On PZR 42°C—37°C  1dk 20 sn 10 dongii Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
94°C 2 dakika Denatiirasyon
PZR 37°C 1 dk 20 sn 30 dongii Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
Final 72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
4°C 1 saat

PZR iiriinlerinin ayristirilmasi

Agaroz jel elektroforez ydntemi kullanilarak ornekler arasindaki polimorfizim ortaya
konulmustur. Calismada kullanilan RAPD primerlerinin verdikleri amplikonlar %2.0 konsantrasyonda
olan agaroz jel ile gergeklestirilmistir.

100 mL’lik Agarose Jel igine 5 uL olacak sekilde RedSafe™ (INtRON BIOTECHNOLOGY,
Cat.No. 21141) ilave edilmistir. PZR 6rnekleri 1/6 6rnek hacmi olacak sekilde 6x DNA yiikleme
¢ozeltisi ile karistirilip, ornekler jel kuyucuklarina yiiklenmis ve 1X TBE ¢ozeltisi kullanilarak 5V/cm
uygulanarak polimorfizimler yakalanana kadar jeller ytiriitiilmiistiir.

Elektroforez isleminden sonra DNA-RedSafe™ Jel goriintiileme cihazi (Cleaver) ile goriintiilenip
jel goriintiisi UVpro programu ile bilgisayar ortaminda kaydedilmis ve skorlama ve fotograflama
asamalarinda kullanilmak {izere depolanmistir (Aydin, 2018).

Molekiiler Veri Analizleri
a) Jellerin analiz edilmesi ve skorlamalar

PZR sonucunda ornekler Jel Elektroforez Yontemi kullanilarak belirtilen primerler tarafindan
olusan amplikonlar varlik durumunda bir (1), yokluk durumunda (0) olarak skorlamalar yapilmstir.
b) Polimorfizim bilgi iceriginin belirlenmesi

Her bir markir genotipler arasinda olusturmus oldugu paterne gore Polimorfik Bilgi Igerigi
(“Polymorphic Information Content” (PIC)) Smith ve ark., (1997) ye gore asagidaki formiil ile
hesaplanmugtir.

PICzl—Zfiz )

fi =1 markirinin frekansi.
c) Verilerin kiimeleme analizleri

Elde edilen varlik (1), yokluk (0) skorlari, Jaccard’in genetik benzerlik indeksleri ve kiimeleme
calismalarin hesaplamasinda kullanilmistir. Kiimeleme analizleri MrBayes programi ile Bayes istatistigi
kullanilarak genotipler diizlemsel iligkileri ortaya konmustur.

d) Temel konumlandirma analizi (PCoA)

MVSP yazilim programi kullanilarak temel koordinat analizi (“Principal coordinate analyses”
(PCoA)) ile calismada kullanilan tef genotipleri arasindaki konumsal iligkileri ortaya konulmustur.
PCoA analizinin sonuglandirilmasinda Jaccard benzerlik indeksi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Jaccard benzerlik indeksinin formiilii asagida gosterilmistir.

Jep = —— ?)
Y (a+b+0)
1, j, farkli 6rnekler , 6rnegin iki pamuk cesidi

a=1ve j 6rnegindeki varlik skorlarinin sayis1 (1)
b=1 6rnegindeki varlik skorlarimin sayisi1 (1) j 6rnegindeki yokluk skorlarinin sayisi (0)
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BULGULAR VE TARTISMA

Calismada Etiyopya’dan temin edilmis 5 farkli genotip ile ¢alismalar yapilmistir. Kullanilan
genotiplerin genetik varyasyonunun belirlenmesi i¢in genotiplere ait tohumlar uygun sicaklik ve nem
ortaminda ekilerek bitkiler 5-7 cm boyuna geldikten sonra yapraklar steril bir sekilde toplanarak DNA
izolasyonu i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir. DNA izolasyonu Aydin ve ark., (2018)’¢ gore motife
edilerek gergeklestirilmistir. Sekil 1°de goriildiigii iizere izolasyonu yapilan genomik DNA’lar
goriilmekte ve polisakkarit, protein ve fenolik bilesiklerden arindirilmis oldugu saptanmistir. Ayrica her
kuyucuga 200-300 ng olacak sekilde 8 pL gDNA ve 2 pL yiikleme bufferi ile karigtirilarak %1 agaroz
jelde yaklasik bir saat yliriitilmiistiir.

Sekil 1. gDNA Jel goriintiisti (1-Et 2016, 2-Zobel Basic, 3-Dega Basic, 4-Dega Cl, 5-Boset Basic)

DNA kalite ve miktarlarinin belirlenmesinde nano-drop ve agaroz jel elektroforetik yontemler
kullanilmistir. DNA’nin protein, polisakkarit ve fenolik bilesiklerden arindirilgin1 Cizelge 4’te de
goriildiigl tizere gDNA’larin Azeo280 V€ Azs0/230 okumalari beklenen araliklarda saptanmistir (Ince ve
Karaca, 2009). Ayrica gDNA miktar1 olarak pL’sindeki ng 96 ile150 arasinda bulunmus olup PZR
calismalari i¢in yeterli miktar elde edilmistir.

Cizelge 4. Nano-Drop sonuclarina gore kalite ve miktarinin belirlenmesi

Genotip A260/280 A260/230 ng/uL
Et 2016 1,85 1,02 150
Zobel Basic 1,80 1,30 108
Dega Basic 1,84 1,15 96
Dega ClI 1,88 1,21 105
Boset Basic 1,86 1,09 124

Jellerin Analiz Edilmesi ve Primerlerin PIC Degerlerinin Belirlenmesi

Elde edilen gDNA’larin kaletisinin ve miktarinin yeterli olmasi ile Et 2016 genotipi kullanilarak
toplamda 19 tane RAPD primeri ile taranmistir. Bu primerlerden en iyi amplikon veren 10 tane RAPD
primeri tef bitkisinin genetik varyasyonunun belirlenmesinde kullanilmistir (Cizelge 5). PZR sonrasi
olusmus olan amplikonlar %2 agaroz jel elektroforezde amplikonlar iyice ayrigana kadar jeller
yiirlitiilmiistiir. Polimorfik bantlar kesin olarak ayristiktan sonra varlik (1) ve yokluk (0) skorlamasi
gerceklestirilmistir. Yapilan biitlin analizler genotipler arasindaki varlik ve yokluk skorlamarina gore
yapilmustir.

En iyi amplikon veren 10 primerden sadece 2 tanesinde polimorfizim saptanmistir. Geri kalan 8
tanesinde ise herhangi bir polimorfizim belirlenmemistir. Primerlerin kullanilan genotiplerdeki PIC
degerleri 0-0,320 arasinda degismistir. 0,320 PIC degeri veren primerler ise OPA-05 ile OPC-09
primerleridir. Patern sayist da yine 1-2 arasinda degismis olup, 2 farkli patern veren primerler PIC degeri
0,320 olan primerler olarak saptanmistir. Kullanilan primerde allel sayilar1 ise 2-9 arasinda degismis ve
ortalama allel say1si 5,4 olarak hesaplanmistir. En fazla allel sayis1 9 ile OPB-12 primeri iken en az allel
say1st 2 ile OPI-14 primeri olarak gozlemlenmistir. Caligmada kullanilan primerlerden sadece OPA-05
ile OPC-09 farkli yani polimorfik amplikonlar1 ortaya koydugundan sadece bu iki primerin varliginda
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¢ok az da olsa varyasyon saptanmistir. Ornegin OPC-09 RAPD primeri sadece Zobel Basic genotipinde
tek bir allel farkliligindan kaynaklanan bir varyasyon gostermistir (Sekil 2). Buna karsin OPB-12 ve
OPB-13 RAPD primerleri sirasiyla 9 ve 6 allel olusturmus olmalarina ragmen herhangi bir polimorfizim
tespit edilmedigi Sekil 2°de de goriilebilmektedir.

Cizelge S. Primerlerin polimorfizim bilgi icerigi

Primer PIC Patern Sayisi Allel Sayisi
OPA-05 0,32
OPA-06 0
OPB-12 0
OPB-13 0
OPC-09 0,32
OPG-03
OPG-04
OPI-11
OPI-14
OPK-15

PR RPRRPRERNRREN
WN~NODMUIO OO

OO OoOoOOo

a b c

Sekil 2. OPB-12, OPB-13 ve OPC-09 RAPD Primerlerinin Jel Elektroforez Goriintiisii.
(1-Et 2016, 2-Zobel Basic, 3-Dega Basic, 4-Dega Cl, 5-Boset Basic. a)-OPB-12, b)-OPB- 13, ¢)-OPC-09)
Temel Konumlandirma Analizi (PCoA)

PCoA analizi i¢in Jaccard benzerlik indeksi ile calismada kullanilan primerlerin PZR sonrasi
olusturmus oldugu amplikonlarin varlik ve yokluk skorlamasi kullanilarak elde edilmistir. Bu analizin
gerceklestirilmesinde Cok Degiskenli Istatistik Paket (“Multi-Variate Statistical Package”-(MVSP))
programi kullanilarak Sekil 3’teki PCoA gorseli elde edilmistir. Calismada kullanilan bes farkli
genotipten sadece iki tanesi farkli bolgelerde konumlanmis ve bu genotipler Zobel Basic ile Dega Basic
genotipleridir. Diger 3 genotip ise ayni noktada konumlanmistir. Burada gergeklesen analiz sonucunda
bu farkliligin temel nedeni polimorfizim bilgi igerikleri farkli olan OPA-05 ile OPC-09 RAPD
primerlerindeki farkli allellerin Zobel Basic ve Dega Basic genotiplerinde ortaya c¢ikmasindan
kaynaklanmaktadir. Diger {li¢ genotipte ise (Et 2016, Dega CI, Boset Basic) kullanilan her 10 RAPD
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primerleri yoniinden herhangi bir polimorfizimin tespit edilememesinden dolay1 tek bir noktada ve
aralarinda herhangi bir farklilik tespit edilememistir. Tiirlerdeki ¢esitlilik zenginligi, farkli tarimsal
ekolojiler, mahsul sistemleri ve amaclara uygun cesitler gelistirmek i¢in mahsuliin genetik olarak
tyilestirilmesi i¢in genis firsatlar sunar (Tadesse ve ark., 2021). Bu ger¢ek nedeniyle, gecmiste farkl
yaklasimlar kullanarak tef germplazm koleksiyonlarindaki genetik cesitliligi degerlendirmek ve 6lgmek
icin ¢aba sarf edilmistir (Assefa ve ark., 2017). Molekiiler markirlarin genetik ¢esitliligi belirlemede
kullanilmast son derece dnemlidir.

PCO case scores (Jaccard's Coefficient)

015——

v .
!/ Zobel Basic \
)
A 7
N A 0.10——

0.05—— /Dega Basic\
( )

r//
>

0.10——

Axis 1

Sekil 3. Temel Koordinat Analizi (PCoA)

Genotiplerin Kiimeleme Analizleri

MrBayes programi genis bir filogenetik ve evrimsel model alaninda “Bayesian” istatistiginde
“post probablity” (Ardil Olasilik) tahminlerini de analizde kullanarak genotipler arasindaki en iyi iliskiyi
ortaya koyan bir programdir. Bu yontemde analizler olasilig1 en yiiksek olan bir (a prior) topoloji ile
baglar ve agaglar Markov Zinciri Monte Carlo (MCMC) yontemi kullanilarak simiile edilir ve en iy1
topolojiler yakalanarak sonraki olasiliklar1 yiiksek olan agac/agaclar segilmektedir (Inal, 2011).
Filogenetik agaclarin sonraki olasiligi analitik olarak belirlenmesi zordur. Bunun yerine, MCMC,
“posterior” dagilimindan 6rnekler ¢izerek olusturulan agag ile veriler kullanilarak sonraki olasilik hesabi
ortaya koymaktadir.

MrBayes programi kullanilarak varlik ve yokluk skorlari ile analiz gerceklestirilmistir. Bu analiz
sonucunda boliinmiis frekansin ortalama standart sapmasi 0.001109 olarak tespit edilmistir. Bu sekilde
ortalama standart sapmasinin diisiik olmas1 bu analizin giivenilir oldugu anlamina gelmektedir. Yapilan
bu analiz ile olusturulmus olan kiimeleme analizi (filogenetik agac¢) iki kiimeye ayrilmistir. Dega Basic
farkli bir kiimede gosterilirken diger dort genotip ise ayr1 bir kiimede ve bir arada toplanmustir. Sekil
4’te yesil renkle ¢izilmis olan kiimedeki dort genotip arasinda Zobel Basic genotipi diger {i¢ genotipe
gore farklt bir dal uzunlugu ile farkimi ortaya koymaktadir. Calismada elde edilen aga¢ polar agac
formatinda Sekil 4’te gosterilmistir. Molekiiler markir teknolojisinin kullanimi, tahil ekinlerinin
geleneksel yetistirme stratejilerini gelistirmek icin ¢ok ¢esitli yeni yaklagimlar sunmaktadir. Genel
olarak, molekiiler markir teknolojisinin tef 1slahinda kullanimi 10-15 yili bulmaktadir (Assefa ve ark.,
2011). Bununla birlikte, geleneksel tef 1slahin1 tamamlamak ve hizlandirmak i¢in molekiiler tekniklerin
ve biyoteknolojik araglarin kullanimina yonelik 6n kosullarin gelistirilmesine yonelik 6nemlidir.
Yaptigimiz calismada da tlilkemizde taninmaya baglayan tef bitkisinin 1slah ¢alismalarinda kullanimin
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daha verimli olabilmesi i¢in molekiiler ¢alismalar elzem olmaktadir. Bu c¢alismanin sonuglarinda
elimizde mevcut tef genotiplerinin varyasyonun artirilmasi gerekmektedir.

aol

e
3
%

S
o

Et 2016

Sekil 4. Calismada kullanilan tef genotiplerinin Bayes istatistigiyle olusturulmus konsensus agaci.
Agacin altindaki bar degeri baz degisim skalasin1 gostermektedir.

SONUC

Yapila bu 6n ¢aligma ile alternatif bitki olarak tilkemizde de kullanilmaya baslanan tef’in genetik
varyasyonunun belirlenmesi hedeflenmistir. Bu baglamda Etiyopya’dan temin edilen bes farkli tef
genotipi ile 19 RAPD markart kullanilarak, farkli istatistik programlari ile varyasyon ve genetik iliskiler
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda 19 RAPD primerinden 10 tanesinin iyi amplikon
vermesinden dolay1 ¢alismaya devam edilmistir. 10 RAPD primerinden sadece iki tanesi (OPA-05 ile
OPC-09) farkli allel olugturmus ve bu allellerden kaynakli olarak az da olsa genetik varyasyon tespit
edilmistir. Geri kalan diger sekiz primerde ise herhangi bir allell-lokus farkliligi tespit edilmemistir. Elde
edilen verilerin kullanilmasiyla ortaya konan bulgular degerlendirildiginde sadece Zobel Basic ve Dega
Basic genotiplerinde ¢ok az bir genetik varyasyon saptanmistir. Varyasyonun ¢ok az olmasindan dolay1
da genetik varyasyonun daha iyi ortaya konmasi i¢in farkli markir teknikleri ya da daha fazla markir ile
taranmasi gerekmektedir. Ciinkii ¢alismamizda kullandigimiz markirlar genomun sadece belli bir
kismin1 temsil etmektedir. Genetik varyasyonun net olarak ortaya konmasi i¢in genomu temsil edecek
bolgelerin daha fazla olmas1 gerekmektedir. Ayrica bu genotipler 1slah ¢aligmalarinda kullanilacaksa
varyasyonun artirtlmasi ic¢in bitkilerde varyasyonu artiracak mutajenlerin kullanilmas: ile bitki
genomunda mutasyonlarin olusturulmasi onerilmektedir.
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Mubhie’ye tesekkiir ederiz.

Cikar Catismasi
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamistir.
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