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OZET

ge Bolgesi’nde verim yoniinden 6n plana ¢ikan dort makarnalik bugday cesidi

ile uzun yillar yapilan denemeler sonucu iimitvar goriilen CIMMYT kékenli
ii¢ introdiiksiyon hattinda, molekiiler markér yontemlerinden RAPD metodu ile
soz konusu genotipler arasinda genetik olarak benzerliklerin ve farkhliklarin
incelenmesi bu ¢alismanin amacim olusturmustur.

Yapilan DNA analizleri sonucunda, ¢cahsmada incelenen cesit ve hatlarin genetik
olarak birbirine yakin oldugu ve bunlara ait ortalama genetik benzerlik oraninin
0.86 oldugu saptanmustir. Ayrica Ege-88 ile Yavaros-79 cesitlerinin birbirlerine en
yakin genotipler oldugu anlasiimstir.

ABSTRACT

he main purposes of this project were to investigate genetic similarities and

diversities among four durum wheat varieties which are high-yielding
genotypes in Ege Region and three introduction lines from CIMMYT, tested for
long years and detected as superior, using RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) method a molecular marker technique.

Results from the DNA analysis showed that investigated varieties and lines in this
project were very closed genotypes as genetic and average genetic similarity ratio
of the genotypes was 0,86. Also, it was concluded that Ege-88 and Yavaros-79
varieties were the closest genotypes.

GIRIS

Genetik gelisimin temeli genetik cesitliliktir. Germplasm
cesitliliginin bilinmesi bitkilerin gelistirilmesinde 6nemli
bir etkiye sahiptir. Modern 1slahtan dolayr bugdayda
genetik cesitlilik artan bir sekilde daralmaktadir. Daralan
genetik cesitlilik 1slahta hastalik gibi biyotik stres veya
kuraklik, tuza tolerans gibi abiyotik stres kosullarina

dayanikli cesitlerin gelistirilmesinde problem yaratir
(Huang ve ark. 2002).
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Herhangi bir cesit gelistirme programinda ge-
netik cesitlilik 6nceden belirlenmesi gereken
bir konudur. Hibrit i1slahindan sonra bugday
1slah programlarinda da germplasm cesitliligi
cok o6nem kazanmistir. Bugdayda genetik
cesitliligi belirlemek icin fenotipik markorler,
izoenzim/depo proteinleri ve soy kiutigi yoén-
temi gibi farkli yéntemler kullanilmaktadir.
Fakat fenotipik ve protein markoérleri sinirl
sayidadir ve cevreden etkilenirler. Soy kutuga
yontemi ise cesitlerin detayli bir sekilde
pedigri kayitlarini gerektirmektedir ve varsa-
yimlara dayanir. DNA seviyesinde polimor-
fizmi belirlemek icin gelistirilen teknikler ile
bitki genomlarinin molektiler analizleri yapil-
maya baslanmis ve bu amacla glin gectikce
cok farkli y6ntemler gelistirilmistir (Sud ve
ark. 2005). Ginimuzde DNA markoérlerinden
bircogu bugdayda genetik cesitliligi belirmek
icin  kullanilmaktadir; 6rnegin random
amplifed polymorphic DNA (RAPD) (Sawalha
ve ark. 2008), restriction fragment length
polymorphism (RFLP) (Corbellini ve ark.
2002), simple sequence repeat (SSR) (Eujayl
ve ark. 2001), amplified fragment lenght
polymorphism (AFLP) (Incirli ve Akaya, 2001)
ve selective amplification of microsatellite
polymorphic loci (SAMPL) (Altintas ve ark.
2008).

Bunlardan PCR (Polymerase Chain
Reaction)’ye dayali yontemlerden biri olan
RAPD metodunda (Williams ve ark. 1990)
genomun farkli bolgeleri genellikle 10 baz
uzunlugundaki tek primerler ile cogaltilir.
PCR boyunca farkli buyukliukteki fragment
gruplar1 yeteri kadar cogaltilir ve DNA bant
sablonlarinda molektl agirliklarindan dolay:
varyasyon olustururlar. Polimorfizmin diger
bir nedeni, PCR stresince genomdaki sekans
varyasyonunun primerin baglanma bélgelerini
degistirmesidir (Jones ve ark. 1997). RAPD
metodu sure ve maliyet etkinligi bakimindan
diger PCR’ye dayali yontemler gibi haritalama
ve genetik karakterizasyon calismalarinda cok
tercih edilen bir ydontemdir. Ayrica genetik ce-
sitlilik calismalarinda da bugdayin da icinde
bulundugu bircok bitki ttirtinde yogunlukla
kullanilmaktadir. Bilgin ve Korkut (2005)
yirmi ekmeklik bugday genotipinde genetik
uzaklig: belirlemek icin 10 RAPD primeri kul-
lanmislar ve bunlardan 5 adedini degerlendir-
meye almiglardir. Akar ve Ozgen (2007)
Turkiyenin farkli bélgelerinden topladigi
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makarnalik bugday koy cesitlerinde genetik
farkliligi RAPD metodu ile arastirmislardir.
Aliyev ve ark. (2007) cogunlugu Azerbaycan
orijinli diploid ve tetraploid bugday turlerinde
genetik farkliligi RAPD yontemi ile inceleyerek
genetik ve fenotipik benzerlikler arasinda
iligkileri ortaya koymuslardir.

Bolimtmutiz makarnalik bugday 1slahinda
Uluslararas: Bugday ve Misir Arastirma Mer-
kezi (CIMMYT; Centro Internacional de Me-
joramientode Maizy Trigo) ile ortaklasa calis-
makta ve bu kurumlardan islah materyali
saglamaktadir. Bolimimutiz makarnalik bug-
day 1slah calismalarinda ve cesit verim dene-
melerinde uzun yillardir standart cesit olarak
Ege Bolgesi'nde verim yoénlUnden 6n plana
cikan Ege-88, Yavaros-79, Altar-84 ve Salihli-
92 (Demir ve ark. 1997) cesitlerini kullan-
maktadir. Bu calismanin amaci CIMMYT 1slah
materyalinden gelistirilmis tistin bazi hatlar
ile Ege-88, Yavaros-79, Altar-84 ve Salihli-92
cesitlerinde genetik benzerlik ve farkliliklarin
arastirilmasidir.

MATERYAL VE YONTEM

Proje kapsaminda Ege Boélgesinde ekimi yapi-
lan (Ege-88, Yavaros-79, Altar-84, Salihli-92)
makarnalik bugday cesitleri ile CIMMYT intro-
diksiyon materyalinden gelistirilmis hatlar
(41, 47 ve 50 No’lu hatlar) materyal olarak
kullanilmistir (Cizelge 1).

DNA analizleri Ege Universitesi Ziraat Fakil-
tesi Tarla Bitkileri Bélimti'ne ait Uygulamali
Molektler Genetik Laboratuvari’nda yurttal-
mustar.

DNA’larin elde edilmesinde Doyle ve Doyle
(1987) metoduna gore CTAB mini izolasyon
yontemi izolasyon yontemi kullanilmistir.

PCR reaksiyonunda her érnekten esit miktar-
da DNA kullanilmas:1 gerekmektedir. Bu
nedenle izole edilen cift iplikli DNA miktarinin
tayini spektrofotometrede (Pye unicam SP6-
500 UV) yapimis ve OD sonuclarindan he-
saplanan DNA miktarlarina gére PCR analizi
icin pyl’'de S ng olacak sekilde TE (Tris-EDTA)
cozeltisi ile seyreltilmistir.

PCR islemi icin, her tipte toplam hacim 15 ul
olacak sekilde; 25 ng genomik DNA, her bir
dNTP’den 100 uM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
15 ng primer (Operon Teknolojisi), 1xTaq DNA
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Cizelge 1. Calisma materyalini olusturan cesit ve hatlar.

Sira No Cesit, Hatlar ve Pedigrileri Orijinleri
1 EGE-88 (Jori/Anhinga/ /Flamingo (Bittern “S”)) E.T.AE.
2 YAVAROS-79 (JO”S”/AA”S”/ /FG”S"=BIT”S”) CIMMYT
3 ALTAR-84 (RUFF”S”/FG”/ /MEXI75/3/SHWA”S"=GA”S”) CIMMYT
4 SALIHLI-92 (SHWA//21563/Anhinga/3/Ege 88) E.TAE.
5 PLATA1/SNK//PLATA 9-CD 97899-H-29 (Hat-41) CIMMYT
6 SUCKUK 07 CD 96492-A-1M-0309 (Hat-47) CIMMYT
7 SN TURK M183-84375/NI3 RIS 5//TANTLO (Hat-50) CIMMYT

E.T.A.E.: Ege Tarimsal Arastirma Enstitist

CIMMYT: Uluslararas: Bugday ve Misir Arastirma Merkezi

polimeraz tamponu (100 mM Tris-HCL, pH:
8.3, 500 mM KCL, 15 mM MgCl, ve % 0.01
jelatin), 1 tnite Taq DNA polimeraz enzimin-
den (Sigma) olusmaktadir.

PCR islemi i¢cin 10 baz uzunlugundaki Operon
Teknolojisine ait 6 farkli primer kullanilmis-
tir. Kullanilan primerler ve baz dizilisleri
Cizelge 2’de verilmistir.

DNA’nin cogaltimi icin PCR islemi, thermocycler
(Appligene Oncor, Crocodile III) cihazinda,
94°C’de 30 saniyede 1 doéongl, 94°C’de 25
saniye, 35 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 1 dakika
35 doéngl ve son olarak 72 °C’de 5 dakikadan
olusan PCR programina gore gerceklestiril-
mistir.

Cizelge 2. PCR reaksiyonunda kullanilan primerler ve

baz dizilisleri.

Primer Ismi Baz Dizilisi

OPA-10 5'-GTGATCGCAG-3'
OPD-18 5'-GAGAGCCAAC-3'
OPE-01 5'-CCCAAGGTCC-3'
OPE-05 5'-TCAGGGAGGT-3'
OPG-03 5'-GAGCCCTCCA-3'
OPG-08 5'-TCACGTCCAC-3'

PCR isleminden sonra amplifiye olan DNA’lar
eleoktroforezde % 1.5luk agaroz jelde yura-
talmusttr. Jel ve elektrot tampon c¢o6zeltisi
icin S50xTAE (242 g Tris, 57.1 ml asetik asit,
37.2 g EDTA pH 8.5 distile su ile llitreye
tamamlanir) kullanilmistir. Elektroforez iglemi
Fisher Biotech, FB-LSU-1 cihazinda gercek-
lestirilmistir. Standart markoér olarak 27000
bp’lik A DNA Hind III /Eco R1 kullanilmistir.

Elektroforez isleminden sonra DNA’nin goérii-
nlUr hale getirilip degerlendirilebilmesi icin
ethidium bromid ile boyanmistir. Jel 2 pg/ml
ethidium bromid iceren saf suda 20 dakika
calkalanarak boyanmis ve daha sonra fazla
boyay1 uzaklastirmak icin 15 dakika saf suda
yikanmistir. Bantlarin degerlendirilebilmesi
icin jeller boyama isleminden sonra UV i1sik
altinda incelenmis fotograf makinas1 ile
fotograflari cekilmistir.

Genotipler arasindaki genetik benzerlik ve ge-
netik uzaklik degerleri, RAPD bantlarinin varli-
ginda 1 yoklugunda O olacak sekilde hazirlan-
mis olan veri matriksinden yararlanarak Nei ve
Li (1979) tarafindan gelistirilen benzerlik orani
formultne gore hesaplanmis ve genetik uzaklik
matriksi elde edilmistir. Ayrica NTSYS-version
2.0 (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System, Rohlf, 1998) istatistik paket
programinda UPGMA (Unweighted pair-group
method arithmetic average) gruplandirmasina
gore genotiplere ait dendrogram elde edilmistir.
Benzerlik katsayis1 “Jaccard”in metoduna gore
hesaplanmistir.

ARASTIRMA BULGULARI

RAPD analizi sonucunda degerlendirmeye ali-
nan 6 primer (OPA-10, OPD-18, OPE-01,
OPE-05, OPG-03 ve OPG-08) toplam 46 adet
bant vermistir. Elde edilen bantlarin 21 ade-
dinin polimorfik, 25 adedinin monomorfik
bantlar oldugu gozlenmistir. Ortalamalar in-
celendiginde; ortalama polimorfik bant sayisi
3.5, ortalama monomorfik bant sayis1 4.2 ve
birey basina disen RAPD bant sayist 6.6
olarak hesaplanmaistir.
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Cizelge 3. Genotiplerin genetik uzaklik matriksi.

Yavaros-79 Altar-84 Salihli-92 Hat-41 Hat-47 Hat-50
Ege-88 0.00 0.10 0.15 0.18 0.15 0.16
Yavaros-79 0.10 0.15 0.18 0.15 0.16
Altar-84 0.13 0.13 0.07 0.16
Salihli-92 0.10 0.14 0.24
Hat-41 0.14 0.15
Hat-47 0.12

St 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 1. OPG-03 primerinin RAPD sonuclari. St:
Stan-dart DNA, 1: Ege-88, 2: Yavaros-79, 3:
Altar-84, 4: Salihli-92, 5: Hat-41, 6: Hat-44,
7: Hat-50.

Primerler degerlendirmeye alindiginda; en faz-
la bant veren primerler OPD-18, OPE-0O1 ve
OPE-05, en az bant veren primer ise OPG-08
primeri olarak gbézlenmistir. En fazla polimor-
fik bant veren primerler OPD-18, OPE-01 ve
OPE-05 en fazla monomorfik bant veren pri-
mer OPA-10 olarak belirlenmistir. OPG-03
primerine ait RAPD bant deseni Sekil 1’de
verilmistir.

Arastirmada kullanilan makarnalik bugday
genotiplerinin birbirleriyle olan genetik uzak-
lik matriksi Cizelge 3’de gosterilmistir. Cizelge
incelendigi zaman genotiplere ait genetik
uzaklik degerlerinin 0.00-0.24 arasinda degis-
tigi goértulmektedir. Genotiplere ait ortalama
genetik uzaklik degeri 0.14 (toplam poly-
morfizm /karsilastirma sayisi) olarak saptan-
mistir. Genotiplere ait genetik benzerlik oran-
lar1 0.76-1.00 arasinda varyasyon gostermis-
tir. Genotiplere ait ortalama benzerlik orani

lEge-SS

IYavaros-?B

-Altar-84

Hat-47

Hat-30

alihli-92

Hat-41

r T T T T T T T T T T
0.73 0.80 0.87
Katsayt

T
0.03 1.00

Sekil 2. Genotiplere ait UPGMA dendrogramai.
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0.86 (toplam monomorfizm /karsilastirma sa-
yis1) olarak saptanmistir. Ayrica Ege-88 ile
Yavaros-79 ve Altar-84 ile Hat-47 genotiple-
rinin birbirleriyle cok yakin genotipler oldugu
anlasilmaktadir. Bu genotipler arasindaki ya-
kin iliski elde edilen dendrogramda da goértl-
mektedir (Sekil 2).

Jaccard’in benzerlik indeks katsayisina gore
olusturulan makarnalik bugday genotiplerine
ait dendrogram Sekil 2’de verilmistir. Dendro-
grama gbére makarnalik bugday cesit ve hat-
larn iki ana grup altinda toplanmislardir.
Birinci grupta Salihli-92 cesidi ile Hat-41 yer
almistir. Ikinci grup iki alt gruptan olus-
mustur. Birinci alt grupta Ege-88, Yavaros-
79, Altar-84 ve Hat-47 yer alirken ikinci alt
grubu Hat-50 olusturmustur.

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada bélimtmutiz makarnalik bug-
day 1slah calismalarinda standart cesit olarak
kullanilan ve Ege Bolgesi'nde verim yoniinden
o6n plana cikan bazi makarnalik bugday cesit-
leri ile yine bolimumuzliin ortaklasa calistigl
CIMMYT kurulusundan temin ettigi ve uzun
yillar sonucu Umitvar olarak sectigi baz
makarnalik bugday hatlarinda RAPD markor-
leri kullanmilarak genetik uzaklik arastiril-
mistir.

Incelenen makarnalik bugday genotiplerine
ait genetik uzaklik degerlerinin 0.00-0.24 ara-
sinda degistigi tespit edilmistir. Bu degerler
bu genotipler arasinda genetik varyabilitenin
distk oldugunu goéstermektedir. Arastirilan
genotipler CIMMYT ve Ege Tarimsal Arastirma
Enstittist (ETAE) orijinli genotiplerdir. ETAE
bugday 1slah calismalarinda CIMMYT ile de
ortaklasa calismakta ve gelistirdigi cesitlerde
CIMMYT 1slah materyalini de kullanmaktadar.
Bu nedenle bu calismada incelenen genotipler
arasindaki genetik varyabilitenin dtistik olma-
sinin nedeni ortak CIMMYT genitérleri olabi-
lir. Incirli ve Akkaya (2001) yazlik ve kishk
Turk makarnalik bugday cesitlerinde genetik

KAYNAKLAR

uzakligs AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) markoérleriyle arastirmislar ve
inceledikleri bu makarnalik bugday cesitleri-
nin genetik olarak benzer olduklarini belirt-
mislerdir. Altintas ve ark. (2008) Turkiye’de
yetistirilen makarnalik bugday cesitlerinin
cogunlugunun CIMMYT germplasmini tasidi-
gin1 ve genetik olarak dar bir cesitlilige sahip
olduklarini saptamislardir. Ancak Turk ma-
karnalik bugday cesitleri ile baz1 kdy popu-
lasyonlar1 arasindaki genetik cesitliligi aras-
tiran basgka bir calismada, genotipler arasin-
daki genetik uzaklik degerleri 0.74 ile 0.99
arasinda degismistir (Akar ve Ozgen, 2007).

Elde edilen gerek genetik uzakhk matriksi
gerekse UPGMA dendrogramina gore Ege-88
ile Yavaros-79 cesidi genetik olarak birbirine
en yakin cesitler olarak belirlenmistir. Ege-88
cesidi ETAE, Yavaros-79 cesidi ise CIMMYT
tarafindan gelistirilmis cesitlerdir. Ancak bu
cesitlerin pedigrilerine bakildigi zaman ortak
bir ataya (Anhinga;AA) sahip olduklar goril-
mektedir. Elde edilen genetik yakinligin ne-
deni bu ortak atadan kaynaklanabilir. Incirli
ve Akkaya (2001) Ege-88 ile Salihli-92 cesit-
leri arasindaki yakin genetik iliskiyi ‘Anhinga’
ortak atasindan kaynaklanabilecegini ve
ayrica Ege-88’in Salihli-92 cesidinin diger
atasi oldugunu vurgulamislardir. Bu nedenle
Ege-88 ve Yavaros-79 cesitleri ayni 1slah
programinda genitér olarak kullanilmak
istenirse bu sonuc¢ dikkate alinmalidir.

Arastirmada incelenen makarnalik bugday
genotiplerinde RAPD teknigi basarili bir se-
kilde uygulanmis ve elde edilen sonuclarla bu
genotipler arasindaki genetik varyasyon orta-
ya konmustur. Ayrica bu calisma ile RAPD
tekniginin maliyetinin dusuk, hizh, az bitki
Ornegi ile yapilabildigi bir kez daha anlasilmis
ve bundan sonraki genetik cesitlilik calis-
malarinda bu yoéntemin yaygin bir sekilde
kullanilabilecegi gosterilmistir. Ancak bu tir
genetik varyasyon calismalarinda daha cok
sayida primer kullanilmas:1 arastirmalarin
basarisini arttiracaktir.
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