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Jiiri
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Emrah TORLAK
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Yaygin ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.), Akdeniz bolgesi ve giineybat1 Asya'ya 6zgii bir
Poaceae (¢im ailesi) tiirlidiir. T. aestivum, diinya ¢apinda 1liman iklimlerde yetistirilen birkag ekili bugday
tiiriinden biridir. Ekmeklik bugday, her hiicrenin ¢ekirdeginde A, B ve D olarak adlandirilan ii¢ tam genoma
sahip bir hekzaploiddir bitki tiiriidiir. Diploid iirlinlerle karsilastirildiginda, ekmeklik bugday genomundaki
biiyiik genomik segmentlerin yiiksek komplikasyonu ve duplikasyonu nedeniyle T. aestivum'daki
molekiiler genetik arastirmalar zorludur. Saflik testi, 1slah programlarinin 6nemli bir pargasidir. Bugday
gesitlerinde yiiksek diizeyde bir genetik saflik olusturulmali ve istikrarli agronomik performans igin safligi
izlemek icin giivenilir testler mevcut olmalidir. Fenotipik karakterizasyon, temel saflik testi protokolleri
i¢in diizenli bir yontemdir; ancak, fenotipik degerlendirmeler 6zneldir ve giivenilmezdir; fenotip ¢evresel
kosullardan ve tarimsal uygulamalardan etkilenir. Bu ¢aligmada, ekmeklik bugday genomik dizilerinden
biyoinformatik yolla 36 tek kopya, ortak baskin SSR belirteci gelistirildi ve amplifikasyon etkinligi ve
polimorfizm orant i¢in deneysel olarak test edildi. Sonug olarak, 36 SSR markériinden dokuzu, polimorfizm
oranlarina ve amplifikasyon tekrarlanabilirliklerine dayali olarak ekmeklik bugday gesitlerinin saflik testi
icin yeterli bulundu. Dokuz tek lokus SSR markorii, ekmeklik bugday genotiplerinde genetik saflik ve
stabilite testi i¢in bir ana set olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: DNA Markori, Ekmeklik Bugday, Genotip, Genom
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DEVELOPMENT OF SSR MARKERS FOR GENETIC STABILITY TESTING
IN BREAD WHEAT (Triticum aestivum L.)
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Common wheat/bread wheat (Triticum aestivum L.), is an annual Poaceae (grass family) species,
native to the Mediterranean region and southwest Asia. T. aestivum is one of the several species of
cultivated wheat, now grown in temperate climates worldwide. Bread wheat is hexaploid, with three
complete genomes termed A, B and D in the nucleus of each cell. Compared to diploid crops, molecular
genetic research in T. aestivum is challenging due to the high complexity and duplication of large genomic
segments in the bread wheat genome. Purity testing is an important portion of breeding programmes. A
high level of genetic purity in wheat varieties must be established and reliable tests should be available to
monitor the purity for stable agronomic performance. Phenotypic characterization is a regular method for
basic purity testing protocols; however, phenotypic assessments are subjective, highly prized and
unreliable; as phenotype is influenced by environmental conditions as well as agricultural practices. In the
present study, 36 single copy, co-dominant SSR markers were developed via bioinformatics from bread
wheat genomic sequences and experimentally tested for amplification efficiency and polymorphism rate.
As aresult, nine out of 36 SSR markers were found to be adequate for purity testing of bread wheat varieties
based on their polymorphism rate and amplification reproducibility. These nine single locus SSR markers
can be used as a core set for genetic purity and stability testing in bread wheat genotypes.

Keywords: DNA markers, Genotyping, Genomics, Triticum aestivum L
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1. GIRIS

Bitki 1slahi, hizli bir sekilde artan niifusun besin ihtiyacini kargilamak i¢in tiretimi
artirmadaki en dnemli yoldur. Insan beslenmesinde en &nemli tiir olan bugday 1slahindaki
caligmalar iilkemizde 1928 yilinda baslamis ve giiniimiizde ileri 1slah teknikleriyle de
devam etmektedir. Klasik 1slahta morfolojik yonden yapilan ¢alismalar 6n plandadir.
Morfolojik olarak yapilan seleksiyon ve kriterler klasik islahta bazi sorunlara neden
olabilmektedir. Ozellikle 1slahin ileri kademesinde seleksiyon; en énemli dzelliklerden
biri olan durulmusluk, yeknesaklik gibi 6zellikler morfolojik gézlemlerle yapilmaktadir.
Bu gozlemlerle birlikte ileri 1slah tekniklerinin yani molekiiler markorler kullanilmasi
daha dogru sonuglar gosterecektir. Bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalarda DNA
belirleyicileri, farkli alanlarda kullanilmaktadir. Fiziksel ve genetik kromozom haritalari
ile markdr destekli seleksiyon bu alanda yapilan en 6nemli ¢alismalardandir (Yildirim ve
Kandemir, 2004). Ozellikle molekiiler markérler bitki tiirlerindeki galismalarda gen
teshisi, materyal karekterizasyonunun yapilmasi, filogenitik analizler gibi birgok bi¢cimde
kullanilabilir (Rafalski ve ark., 1996).

Artan niifusla birlikte ithalatin artmamasina ve gerekli olan {liretimin yurt i¢inden
temin edilebilmesi i¢in degisen iklim kosullarina uygun olabilecek iiretimin ayni1 oranda
artmasi gerekmektedir (Kiin, 1996). Diinyanin en onemli stratejik tarim iiriinlerinden
birisi olan bugday, insan beslenmesinde ve hayvancilikta biiylik 6nem arz etmektedir.
Her gecen giin sanayi isteklerine uygun olan verimli ve kaliteli olmasmin yaninda
hastaliklara dayanikli bugday cesitlerine olan ihtiya¢ devam etmektedir (Konak ve ark.,
1999). Her bitkide oldugu gibi bugday 1slahinda da kaliteli, verimli ve tutarli performans
gosteren (durulmus-saf) gesitlerin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla yapilan
seleksiyonlarda genotiplerin genetik olarak bilinmesi 6nemlidir (Peterson ve ark., 1992).

Klasik 1slahta bolge verim denemesine gelmis bir hattin durulmus olmasi beklenir.
Bu 6zellik ¢esidin verim ve kalitesine de dogrudan etki etmektedir. Bu durum bugdayda
ve diger tiirlerde saflik analizinin molekiiler yonii ile incelenmesinin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Ulkemizde ileri kademe hatlarda durulmusluk testlerinin molekiiler olarak
incelenmesi yaygin degildir. Genellikle morfolojik olarak incelenmekte ve seleksiyon
yapilmaktadir. Bu yiizden bugdayda saflik testlerinde kullanilmasi ig¢in SSR

markorlerinin gelistirilmesi ve kullanilmasi bu alanda 6nemli bir adim olacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Gecmisten Giiniimiize Bugdayin Tarihi

Bugdayin ilk ekimi yaklagik 10.000 yil once, avciliktan ve yiyecek
toplanmasindan yerlesik tarima gecisi goren 'Neolitik Devrim'in bir parcasi olarak
gerceklesmistir. Bu en erken ekili bigimler diploid (AA genomu) (einkorn) ve tetraploid
(AOMB genomu) (emmer) bugdaylaridir ve genetik akrabaliklarina bakildiginda
bunlarin Tiirkiye'nin giineydogusundan geldigini géstermektedir. Yetistiricilik, yaklasik
9000 y1l 6nce hekzaploid ekmeklik bugdayinin ilk ortaya ¢ikmasiyla Yakin Dogu'ya
dogru yayilmistir (Shewry, 2009).

Bugday formlarindan ilk kiiltiire alinanlar1 Einkorn ve Gernik bugday tiirleri
oldugu bilinmektedir (Shewry, 2009; Peng ve ark., 2011a). Bu bugdaylarin genetik olarak
iligkileri incelenmesi sonucunda gen merkezlerinin Diyarbakir-Karacadag yoresi oldugu
kanaatine varilmistir (Heun ve ark., 1997; Dubcovsky ve Dvorak, 2007; Shewry, 2009;
Ozkan ve ark., 2010). Bu tiirler bereketli hilal bolgesinde dogal ortamda yetistirilmektedir
(Ozkan ve ark., 2010; Peng ve ark., 2011b). Dogal ve yapay seleksiyonlarla Triticum
dicocoides tiirii Gernik bugdayina evrimlestirilmistir ve giinimiizde Emmer veya Gernik
adiyla da bilinmektedir. Bu tiir dogal yollarla kendi kendine melezlenmesiyle kromozom
katlanmasi sonucu Spelt bugdayin1 meydana getirmistir (Peng ve ark., 2011a; Peng ve
ark., 2011b). Kiiltiire alinan tetraploid ve diploid bugdaylar bereketli hilal bolgesinde
gerceklesirken, 8500 yil once hekzaploid bugday tiirlerinin olusmas1 Hazar Denizi
yakinlarinda meydana gelmistir (Peng ve ark., 2011a). Emmer ve spelt bugdaylarinin
dogal ve yapay yollarla kolay hasad edilebilen tiirlere doniismesi saglanmis ve bununla
birlikte olusan bu bugday formlari 1slah ¢alismalarinin temellerini olusturmustur.

Ulkemiz birgok biyolojik gesitliligi biinyesinde barindirmaktadir. Bunlar arasinda
en 6nemli tiirlerden biri bugdaydir. Insan beslenmesinin yaninda tarihi, kiiltiirel ve
toplamsal hatta arkeolojik agidan da biiyiilk deger tasimaktadir. Bugdayin tarihi
Tiirkiyenin de iginde bulundugu Irak, iran, Suriye, Liibnan, Filistin ve Israil’i kapsayan
“Bereketli Hilal” diye adlandirilan bolgede baslamistir (Sekil 2.1.). ”Bereketli Hilal”
bolgesi bugdayla birlikte bir¢ok tahil ¢esidinin ana vatani olmus ve dogal bitki ortiisii
halini almistir. Insanogulunun bugdayla beslenmeyi 6grenmesi ve bunu giinliik hayatinda

degerlendirmesi bu bolgede baslamustir (Ozberk ve ark., 2016).
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Sekil 2.1. Bereketli hilal (Ozberk ve ark., 2016).

Insanoglunun beslenmesinde énemli bir yer tutan bugdayin kiiltiire alinmasindaki
ilk yer olan Giineydogu Anadolu Bolgesi giiniimiizde de hala kiiltiirii yapilmakta olan
bircok tahil grubununun (arpa, ¢avdar, bugday) ve yabani atalarinin dogal yayilma
gosterdigi bir bolgedir (Nesbitt ve Samuel, 1996; Zohary ve Hopf, 2000).

Bilim insan1 Harlan, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden farkli genetik materyal
toplayarak Vavilov tarafindan tanimlanan orjin bolgelerinin, baz1 genetik cesitlilikleri
iceren bes kiiciik alana bdliinebilecegi sonucuna varmistir. Bunlar1 “mikro merkez”
olarak tanimlayan Harlan’a karsin, Tirk bilim insani Ekingen daha farkli veriler

kullanarak Harlan tarafindan bese ayrilan bolgeleri yediye ayirmistir (Sekil 2.2.). Ama bu
ayrim hicbir fark yaratmamaktadir. Cilinkii Tiirkiye her iki tiirlii de ¢ok degerli gen
kaynaklarmin sahibidir (Plarre, 1991).

Ikinci Diinya savasiyla birlikte artan niifus, fakirlik ve aclik kitliga neden oldu. O
zamanlarda ilkel yontemlerle iiretilen bugday ve celtigin verimleri ¢ok diisiiktii ve ihtiyaci
karsilayamayacak diizeydeydi. Dr. Norman Borlaug verim diisiikliigii ile alakali Meksika
Sonora’da Ford Vakfinin destekleriyle ¢aligmalar yiiriittii. Dr. Borlaug ve bu calismaya
katki saglayan Rockefeller Vakfi, melezlemelerle birlikte modern yetistirme tekniklerinin

uygulanmasi sonucu bugday iiretimini ikiye katladi. Yesil Devrim diye adlandirilan bu



gelisme, Dr. Borlaug’a 1970 Nobel Baris Odiilii’nii kazandird: (Perkins, 1997). 1935
yilinda yerel ¢esit olan Daruma ve Kirmiz1 Kiglik Tiirk Bugdayin melezlenmesiyle elde
edilen Norin 10 ¢esidi bu verimli ¢esitlerin gelistirilmesinin ilk ayagidir (Powell ve ark.,
2013). Yesil devrimle birlikte azotlu giibrelerin ve pestisitlerin yogun olarak kullanilmasi
ve bugdaylarin azotu daha etkin sekilde kullanmasinin saglanmasiyla bugday tiretimi iki
katina ¢ikmistir (Atalik, 2007). Bu durumdan iilkemiz de fayda saglamistir. 1960’1
yillarin basinda Meksikadan bugday ithal edilmistir. Bize ait olan cesitlerle ilk
melezlemesinde kullanilan bugdaylar yeni c¢eside doniistiiriilmiis ve ana yurduna

donmeye baslamistir (Ozberk ve ark., 2016).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de tarim driinlerinin gen ¢esitlilik merkezleri (Plarre, 1991).

Uzun yillardan itibaren iilkemizde yetistiriciligi yapilan kalitesi yiiksek, kuraga ve
sicaga dayanikli yerel cesitler vardir. Ama bu ¢esitlerin verimleri sinirli olup, yaprak
hastaliklarina kars1 direngleri diigiiktiir. Bununla birlikte uzun boylu bugday cesitlerinde
yatmaya kars1 direngleri diisiiktiir (Ozberk, 2010). Baz1 dag kdylerinde bu yerel gesitlerin
ekimleri devam etmektedir. Bir yandan bu yerel ¢esitlerin ekimi devam ederken zamanla
bu cesitlerin yerini modern kiiltiir ¢esitleri almistir. Islahgilarin babasi olarak bilinen
Mirza Gokgol, lilkemizdeki bugday varyasyonlar: iizerine yaptigt bir ¢alismada 18.000
tip ve 256 yeni varyete tespit ederek Tiirkiyedeki ¢esitliligin bir hazine kadar degerli
olduguna dikkat ¢ekmistir (Karagoz ve ark., 2010). Yapilan ¢aligmalarla yerel bugdayin

ekilig alanlarinin zamanla azaldig1 goriilmektedir (Karagoz, 2014; Kan ve ark., 2015;



Morgounov ve ark., 2016). Bununla birlikte ekilis alanlariyla alakali resmi bir kayit da
bulunmamaktadir. Lakin 565.312 hektar olabilecegi tahmin edilmektedir (Karagdz,
2014). Kirmizt Bugday, Sar1 Bugday, Karakilgik, Zerun, Ak Bugday, Siyez, Koca
Bugday, Topbas, Sahman ve Uveyik Bugday1 en ¢ok ekim alanma sahip yerel bugday
cesitleridir (Kan ve ark., 2015).

Giintimiizde Ekmeklik Bugday Hekzaploid ekmeklik T. Aestivum L. (2n=42,
AABBDD) ve Makarnalik Bugdayin T. durum Desf. (2n=28, AABB) ekimi yogun olarak
yapilmakla birlikte, en ¢ok da ekmeklik bugdayin ekimi yapilmaktadir. Giinlimiizde
ekilen bu bugdaylarin azot tepkisi ve kuraga dayaniklilig1 yiiksektir. Tiirkiyede bulunan
11.707 bitki taksonunun 3.649’u yani %31°1 endemiktir. Tiirkiye’de 3.649’u (ylizde
31,82) endemik olmak iizere, toplam 11.707 bitki taksonu kayitlidir (Giiner, 2012).

2.2. Bugdayin Diinya ve Tiirkiye’deki Durumu

Diinyadaki toplam niifusun yaklasik %80’den fazlasinin protein kaynagi olan
bugday diinyanin en 6nemli tahilidir. Global gida ihtiyacinin da %21’ini karsilamaktadir
(Shewry, 2009). Diinyada iiretilen bugday 755 milyon tondur (Anonim 2021a). Niifusun
artist ve gida ihtiyaci dikkate alindiginda bugday iiretimi yakin gelecekte yetersiz
olacaktir. Bu yiizden verimin %40 artirilmas1 gerekmektedir (Fischer, 2014). Bununla
birlikte bugdaya olan talebin de %33 olmas1 6ngoriilmektedir (Anonim, 2010). Bugday
tiretiminde Cin 134 milyon ton ile birinci sirada olup, ardindan sirasiyla 124 milyon ton
ile Avrupa Birligi, 107 milyon ton ile Hindistan, 85.4 milyon ton ile Rusya ve 49.7 ile
ABD gelmektedir (TMO, 2020). Bu iilkeler diinya bugday iiretiminin %65’ini
olusturmaktadir (Anonim, 2022a).

Tiirkiye’de bugday iiretim miktar1 20,5 milyon tondur. Bunun 4 milyon tonu
makarnalik, 16,5 milyon tonu ise ekmeklik bugdaydir. Dekar basina verim ortalamasi
diinyada 351 kg/da iken, iilkemizde bu deger 278 kg/da’ dir (TUIK, 2021). Kisi bast
bugday tiiketimi Ulkemizde yillik ortalama 182 kg olup, diger iilkere gore en fazla bugday
tiiketimi yapan iilkeler arasindadir (ZMO, 2018).

Tiirkiye’de besin iiriinleri arasinda en temeli ekmek ve ekmek iirtinleridir. Giinliik
enerji ihtiyacinin %43’ tahil ve tahil tirlinlerinden saglanmaktadir (Pekcan ve ark, 2006).
Diinyada ise tahil ve iirlinlerinden saglanan enerji degeri 2000’1i yillarda %48 iken bu
oranin 2050 yillarinda %41 olacagi varsayilmaktadir. (Kruse, 2010; Nelson ve ark.,
2010). Bugdayin payi ise tahillar arasinda %19°dur. 2014 Tiirkiye Beslenme ve Saglik

Arastirmas1 Raporuna gore beyaz ekmek tiiketimi daha fazladir. Buna karsilik beyaz
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ekmekten ziyade tanenin tamamini igeren tam tahillarin besleyicilik 6zellikleri daha fazla
oldugu ve saglik acisindan da daha faydali oldugu belirtilmektedir (Borneo and Leon,
2012). Tam bugday unundan yapilmis olan ekmegin diyabet ve kalp rahatsizligin1 6nemli
Olgiide azalttig1 ortaya c¢ikarilmistir (Brouns ve ark., 2013). Bugdayin bu denli
faydalarinin ve yogun kullaniminin olmasiyla birlikte lilkemizin de bugdayin ana vatani
olmasinin 6nemi daha da iyi anlagilmaktadir.

Kiiresel olarak, diyetlerinin 6nemli bir kismi i¢in bugday kullanan insan sayisinin
birka¢ milyar oldugu siiphesizdir. Bununla birlikte, nispeten diisiik protein igerigine
(genellikle %8-15) ragmen bugday, insan ve hayvan beslenmesi i¢in yilda yaklasik 60
milyon ton oldugu tahmin edilen toplam soya mahsulii kadar protein saglar. Bu nedenle,
ozellikle ekmek, eriste ve diger lrlinlerin (bulgur, kuskus gibi) diyetin 6nemli bir
boliimiinii saglayabildigi daha az gelismis lilkelerde, bugday proteinlerinin beslenmedeki
onemi daha ¢ok dikkate alinmalidir (Shewry, 2009).

2.3. Bugdaym Genetik Ozellikleri

Insan beslenmesinde énemli bir yer tutan bugdaym kimyasal bilesiminde %65-
75, karbonhidrat, %8-14 su , %7-18 oraninda protein, %1-2 oraninda mineral maddeler,
vitaminler ve enzimler bulunmaktadir. Bugday yapisinda bulunan gliiten proteinlerinin
(Glutenin, gliadin) %85 olmasindan dolay1 ekmek yapiminda kullanilmasi 6n plandadir
(Akyiirek, 2014).

Ekmek yapiminda kullanilan ekmeklik bugday [Triticum aestivum L. 2n=6x=42
(AABBDD)] farkli atalardan elde edilmis ti¢ genomu her biri farkli atadan elde edilen
A, B ve D olan ii¢ genomu igeren allohekzaploid bir bitkidir (Poehlman, 1987). Ekmeklik
bugday genomu 16x109 bp’den olugsmaktadir (Bennet ve Leitch 1995). Bugday genomu
%80’den fazla defalarca tekrarlanimis DNA sekanslarini olusturmaktadir (Smith ve
Flavell, 1975).

Bugday genomu (2n = 6x = 42) biiyliiktiir (~17 GB) ve karmasiktir (AABBDD, 3
homolog alt genom) ayrica 124 binden fazla gen iceren yiiksek tekrar igerigine (% 80)
sahiptir. En son pangenom bazli diizene gore, bugday genomunda 140.500 £ 102 gen

bulunur ve ¢ekirdek genomu 81.070 £ 1.631 gendir (Consortium, 2014).



2.4. Molekiiler Markorler (Markor Cesitleri) ve Kullanim Alanlari

Genetik bir marker, bir kromozom iizerinde bilinen bir yere sahip olan ve belirli
bir gen veya oOzellik ile iliskili bir gen veya DNA dizisidir. Gozlenebilen genomik
lokustaki mutasyon veya degisiklik nedeniyle ortaya cikabilecek bir varyasyon olarak
bilinmektedir. Genetik bir marker, tek bir baz ¢ifti degisikligini (tek niikleotid
polimorfizmi, SNP) kapsayan bir dizi veya mini ve mikro uydular gibi uzun bir dizi
serisine sahip kisa bir DNA dizisi olabilir. Son yillarda, polimorfizmi DNA diizeyinde
ortaya ¢ikaran calismalarda 6nemli bir rol oynadiklar1 i¢in molekiiler markdrlere ragbet
artis gostermistir. Bazen “Akilli Yetistirme” terimi markor destekli yetigtirme
stratejilerini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Al-Samarai ve ark., 2015). Bagka bir
ifadeyle de farkli metodlarla tespiti yapilabilen polimorfik DNA sekans kodlama
bolgeleri molekiiler markorler olarak tanimlanmaktadir (Metin, 2012). Markor
sistemlerinin tespitinin ekonomik olarak, hizli bir sekilde ve kolay yapilabilmesi,
genomdaki diizgiin dagilimi, poliformik olmas1 markor sistemlerinde bulunmasi gereken
ozelliklerdir. Molekiiler markorler bitki gen kaynaklarmmin ve 6zelliklerinin
belirlenmesinde, genetik ve fiziksel olarak haritalandirmanin olusturulmasinda (Goyal ve
ark., 2005; Somers ve ark., 2004; Yildirnm ve ark., 2004a), bitkilerin transgenik
durumlariin tespitinde, islah arastirmalarinda gereken 6zelliklerin bagka bir ebeveyne
aktarilmasinda ve klasik 1slaha yardimci olarak 1slah siiresinin kisaltilmasinda
faydalanilmaktadir (Atak, 2004). Fizyoloji, taksonomi, embriyoloji gibi pek ¢ok alanlarda
DNA temelli molekiiler markdrlerden yararlamilmistir. Ozellikle adli vakalarda, parmak
izi ve genetik farkliliklarin ve benzerliklerinin tespitinde de biiyiik oranda yararlanilmistir
(Joshi ve ark., 2000).

DNA’nin elde edilebilmesi i¢in organizmanin herhangi bir yerinden kii¢iik bir
doku pargasi yeterlidir (Botstein ve ark., 1980). DNA markdrlerinin kalitimi basit ilkelere
sahip olmasinin yaninda, calisilan organizmanin tiim dokularindan elde edilebilir ve
dominant ya da kodominant 6zellige sahip olabilirler (Williams ve ark., 1990).

DNA markdrleri ile 1slah stratejileri zamanla degiserek gelismis ve spesifik
kalitsal 6zelleklere gore markor gelistirme saglanmistir. Bununla birlikte konuyla alakali
yapilan bilimsel arastirmalar artmis ve akademik yonden yeni bir saha acilmis oldu.
Molekiiler markorlerin, kantitatif karekterlerle ¢alisiilmasinda kolaylik saglamis olmasi

bu ¢aligmalara ilgiyi arttirmistir (Ruana ve ark., 2003).



Molekiiler markdrler Hibridizasyon (PCR Temelli Olmayan) yontemine gore
(RFLP-Restriction Fragment Length Polymorphism/Siirli  Parga Uzunluklar
Polimorfizmi) ve PCR’a baglh olanlar (SSR-Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarl
Diziler veya Mikrosatelitler, RAPD-Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele
Cogaltilmis DNA Polimorfizmi, AFLP-Amplified Fragment Length
Polymorphism/Cogaltilmis Parga Uzunlugu Polimorfizmi, ISSR-Inter Simple Sequence
Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm) seklinde iki ana gruba ayrilmaktadir

(Staub ve ark., 1996).
2.4.1. PCR Temelli Olmayan Teknikler
24.1.1. RFLP

RFLP hibridizasyon temelinde yaygin bir sekilde kullanilan molekiiler markor
teknigidir. Calismasi yapilan bitkinin DNA’s1 izole edildikten sonra endoniikleaz
enzimleriyle DNA parcalart kesilir ve jel elektroforezinde yiiriitiilerek nitroseliiloz
membran {izerine transfer edilir. Boylece farkli DNA parcalar1 meydana getirilir. Bu
markorlerin yliksek polimorfizme, tekrarlanabilirligi ve kodominant olmasi avantaji
olurken (Bark ve Havey, 1995), maliyetli ve uzun zaman alan bir teknikle yapilmasi ise
dezavantaj yaratmaktadir (Gidik, 2012). RFLP, genetik c¢esitlilik ve filogenetik
caligmalarda, gen haritalarin c¢ikartilmasinda ve akrabalik iliskilerinin tespitinde

kullanilmaktadir (Miller ve Tanksley, 1990; Desplanque ve ark., 1999).
2.4.2. PCR Temelli Teknikler

PCR ‘i kesfedilmesinden sonra molekiiler biyoloji calismalarina ilgi artmis ve
yapilan markor ¢calismalarinda 6nemli bir yer edinmistir. PCR, ¢ok az miktarda DNA ve
enzimlerin yaninda kimyasallarin da kullanilarak canli organizmaya gerek olmaksizin
DNA ¢ogaltma yontemidir (Mullis ve Faloona, 1987). PCR tekniginin gelistirilmesiyle
birlikte RAPD, AFLP ve SSR markér sistemleri de olusturulmustur (Botstein ve ark.,
1980).

2.4.2.1. RAPD

RAPD, niikleotitlerin rastgele dizilimlerine sahip olan primerlerin kullanilmasiyla
DNA pargalarinin ¢ogaltilmasidir. Bu teknikle olusan farkli batlarla DNA
polimorfizmine bakilabilmektedir (Ozsensoy ve Kurar, 2000). RAPD sisteminin
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bulunmasindan sonra kendi i¢erisinde DAF (DNA Amplification Fingerprinting) ve AP-
PCR (Arbitrary Primed-Polymerase Chain Reaction) olarak iki farkli RAPD sistemi
kurulmustur. DAF sisteminde (Caetano-Anolles ve ark, 1991) 5-8 niikleotit uzunlugunda
cesitli primerler kullanilirken, AP-PCR’da ise 10-15 niikleotit uzunlugu tek niikleotit
¢esidi kullanilir ki bu ¢ok kullanilmayan bir islemdir (Welsh ve McClelland, 1990).
Ayrica DAF sisteminde olusan iiriinlere glimiis nitrat boyamasi uygulanir ve poliakrilamit
jel tizerinde yiriittlir (Filiz ve Kog, 2011).

PCR teknikleri igerisinde bulunan RAPD tekniginin karekterizasyon ve
haritalama islemlerinde daha kisa siirede ve daha az maliyete gereksinim duyulmasi
nedeniyle tercih edildigi bilinmektedir (Devos ve Gale, 1992). Bu olumlu yo6nlerinin
olmasina ragmen, RAPD markdrlerinin dominant olmasi nedeniyle yorumlanmasi zor ve
kolay bir sekilde tekrarlanmamasi gibi olumsuz yonler icermektedir (Lavi ve ark., 1994).
Bitkilerde molekiiler genetik calismalarinda da bu teknik basarili bir sekilde
kullanilmistir. Bugdayda (Devos ve Gale, 1992), arpada (Tinker ve ark., 1993), fasulyede
(Tiwari ve ark., 2005), nohutta (Hajj-Moussa ve ark., 1996), patateste (Hu ve Quirose,
1991), misirda (Osipova ve ark., 2001) bu teknik yogun bir sekilde kullanilmis ve etkin
sonuclar alinmistir. Lakin RAPD tekniginin SSR markdrleriyle kiyaslanmasinda SSR
tekniginin genetik akrabalik tespitinde daha iyi sonuglar verdigi bilinmektedir (Ravi ve
ark., 2003).

24.2.2. AFLP

AFLP tekniginin polimorfizm orani ¢ok yiiksek olmasiin yaninda isgiicii ve
sonuglarinin giivenilirligi RFLP ve RAPD arasindadir. Parmak izi analizlerinde
kullanilmasi fazla sayida lokusu ayni zamanda ve etkili bir sekilde taramasi sebebiyle
oldukca kullanilabilirdir. Degisik genetik haritalar arasinda transferinin zor olmasi ve
dominant markdrler vermesi de olumsuz yonlerindendir (Walton, 1993). 18 gesit arpada
genetik varyasyonun belirlenmesi i¢in yapilan SSR, RAPD, AFLP teknikleri arasinda,
RFLP ve AFLP’nin sonuglari birbirine yakin oldugu, SSR tekniginin orta ve RAPD
teknignin daha diisiik oldugu kanaatine varilmistir (Russel ve ark., 1997).

2.4.2.3. ISSR

ISSR, dizi bilgisine gerek duyulmadan primer dizayninin yapilabilmesi ve

dominant markdr olmasi artt yonlerindendir (Joshi ve ark., 2000). Yiiksek poliformizm



Ozelligine sahip olmasiyla gen haritalamalarinda, genetik benzerlik ve taksonomi
calismalarinda kullanilabilmektedir (Gupta ve ark., 1994; Zietkiewicz ve ark., 1994).
Tekrarlanabilirligin diisiik olmasi ve birbirine benzeyen parcgaciklarin homolog olmamasi

ISSR tekniginin avantajli olmayan yonleri arasindadir (Kesawat ve Das, 2009).
2.4.2.4. SSR (Minisatelit)

Minisatellitler 4-20 kb genom biiyiikligii arasinda degisken, fazla lokus
problariyla hidrelize olan (Jeffreys ve ark., 1985), canli genomda siklikla ve belirli sayida
tekrar eden, genomun hangi boélgesinde bulundugu ve ka¢ defa tekrarlandig: tiirler
arasinda degisiklik gosteren dizilerdir. Kodominant ve tekrarlanabilir 6zellige sahip
olmasi en 6nemli avantjlar1 iken ¢alisilan genomun bilgisine ve dizilim analizine ihtiyag
duyulmasi ise eksik yanlarini olusturmaktadir (Rangwen ve ark., 1995; Ridout ve Donini,
1999). Tekrar iinitelerindeki sayilardaki varyasyon nedenleri genellikle esit olmayan gen
doniisleri  ve krossing-over baslica sebepleridir. Yiiksek mutasyon oranlari
popiilasyondaki bireylerin ¢oklu lokuslarini farklilagtirmakta ve polimorfizm oranlarinin
arttirmaktadir (Nakamura ve ark., 1987). Mikrosatellitlerin tekrar sayisinin 100’den az
oldugu bilinen bir durumdur. Mikrosatellitler hem prokaryot hem de dkaryot genomunun
herhangi bir bolgesinde yer almaktadir (Jarne ve Lagoda, 1996; Varshney ve ark., 2005).
Basit yapili hiicreler olan prokaryot hiicrelerde mikrosatellitlerin pek ¢ok fonksiyona
sahip oldugu bilinmesine karsin gelismis yapili Okaryot hiicrelerdeki rolii ise tam
anlamiyla ¢oziilememistir (Bennett, 2000). Mikrosatellit triinleri sadece tek kopyali
sekanslardan iiretilmez. PCR isleminin sadece tek bir lokusu giiglendirmesi sartiyla
tekrarlayan DNA sekanslarinda yer alabilirler. Bu nedenle, bugdayda, eslenmis
mikrosatellit isaretleyicilerinin rastgele dagitilip dagilmadigini veya kromozomlarin
belirli bolgelerinde kiimelenip kiimelenmedikleri iizerine arastirma yapmak miihimdir
(Gill ve ark., 1993a; Gill ve ark., 1993b).

SSR markorleriyle yapilan molekiiler ¢alismalar PCR teknigi yardimiyla genetik
calismalardaki kullanilan ve tercih edilen en yaygin markdr sistemidir. Bir tiiriin
bireylerinde tekrar dizelerini kusatan DNA dizileri aynidir ama tekrar dizilim sayilar
homolog kromozomlar arasinda bile farklilik gosterebilmektedir. Iki niikleotit tekrarli
SSR bolgelerinin polimorfizm orant %100 iken, ii¢ niikleotitli SSR bolgelerinin
polimorfizm oran1 %60’larda oldugu belirtilmektedir. Bu teknik belirli canlh
genomlariin olmasi, polimorfizm oranlarinin ¢ok yiiksek olmasi ve kolay bir kullanima

sahip olmasi nedeniyle yaygin kullanilan bir markér sistemidir. (Ozsensoy ve Kurar,
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2000). SSR teknigi bitkilerdeki genetik haritalama konularinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cok fazla polimorfik olmalarindan dolayr SSR’lar bitkilerde yiiksek
oranda bilgi sunmaktadir (Roder ve ark., 1995). Bununla Birlikte DNA replikasyonunda
ortaya ¢ikan dizi atlama, hatali baz eslesmeleri ve esit olmayan krossing-over olaylari
sayida farkliliga neden olan baslica olaylardandir ve bu durum jel elektroforeziyle
tanimlanmaktadir (Matsuoka ve ark., 2002).

Haritalama ve DNA parmak izi arastirmalarinda kullanilmasi (Korzun ve ark.,
1998; Russell ve ark., 2000; Parker ve ark., 2002), biyofarklilik ¢alismalarinda (Virk ve
ark., 1999), genetik akrabalik ¢alismalarinda (Roder ve ark., 1995), QTL saptamalarinda
(Parker ve ark., 1998), seleksiyondan kaynaklanan genetik ¢esitlilikte (Stachel ve ark.,
2000), tetraploid yabani bugdaylarin aksesyonlar1 yoniiyle (Fahima ve ark., 2002) bir¢ok
konu ve alanda kullanimiyla da ne kadar yaygin olarak kullanildig1 ve tercih edildigi
ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte mutasyon oranlarinin yiiksek olmasiyla primer
baglanma bolgelerindeki degisiklikler farkli ve anlamsiz alellerin olusmasina olanak
saglamasi sistemin eksikligidir (Filiz ve Kog, 2011). SSR basta insanlar i{izerinde
tanimlandiktan sonra diger organizmalarda da kullanilmaya baslanmistir (Litt ve Luty,
1989). Bugdayda (Roder ve ark., 1995), misirda (Senior ve Heun, 1993), soya
fasulyesinde (Akkaya ve ark., 1992), patateste (Provan ve ark., 1996) ve yabani
bugdaylarda (Pestsova ve ark., 2000) SSR arastirmalari yapilmustir.

Mikrosatellit markdrleri bitkilerde yeni bir genetik markerler sinifini temsil eder.
Bu tiir isaretleyiciler, hekzaploid bugday (Triticum aestivum L.) gibi dar bir genetik baza
sahip tiirlerde bile yiiksek diizeyde bir polimorfizm meydana getirmektedir (Roder ve
ark., 2011).

Tohum {iretimi, pazar denetimi ve 1slah arastirma programlarinda tohum safligi
testi gereklidir. SSR marker bazli saflik testi, yiiksek derecede kesinlik ile zaman
kazanmada biiylik katkis1 olabilir. Uluslararas1 Bugday Genom Sekanslama
Konsorsiyumu'nun mevcut yeni bir bugday genom diizenegi tiim genom ftizerinde her
yerde dagitilan SSR markdrleri i¢in paha bigilmez bir kaynak olarak degerlendirilebilir
(Consortium, 2014). Ozellikleri kontrol eden hedef genlere daha yakin olan SSR’ler
bugday cesitlerini gelistirme programina islenebilir (Li ve ark., 2014).

2.5. Bugdayda SSR Markoérleri Kullanilarak Yapilan Calismalar

Libyadaki bugday ¢esitlerinde yapilan calismada 24 bugday mikrosateliti ile 15
Libya bugday genotipi kullanilmistir. 24 mikrosatelit ile 20 farkli kromozom {izerine
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yerlesen 26 lokus tespit edilmistir. 4,5 ortalama ile 116 allel her lokus i¢in belirlenmistir.
2DS ve 4DL iizerinde bulunan 2 markér monomorfik oldugu tespit edilmistir. B genomu
5,9’luk allel ile 4.1 ve 2.7 allellik A ve D genomlarma gore daha degisken oldugu
belirlenmistir (Ben Amer ve ark., 2001).

Molekiiler tanimlaninin yapildigr 20 adet ekmeklik bugday calismasinda (Dede,
2007), onceden gelistirilen mikrosatellit lokuslarindan fazla polimorfiz gosteren 7 tanesi
kullanmislardir. Bugday ¢esitlerinden 10’ar tane aksesyonun DNA ‘larin1 polimer zincir
reaksiyonu ile cogaltilmistir. Sonucta cesitlerin iki temel gruba ayrildigi ve bu iki
grubunda alt gruplara ayrildigi bildirilmistir. Akbugday hatt1 ile sar1 bugday hatti arasinda
genetik olarak benzerlik bulunurken, Mengen hattiyla izmir’den alinin hat arasinda
genetik benzerlik birbirinden en uzakta ¢ikmistir.

Genetik cesitlilik ve akrabalik iligkilerinin incelenmesinde 40 Cin endemik
bugday aksesyonlar1 arasinda kullanilan 24 SSR markoriiniin 21’inin polimorfik oldugu,
genetik c¢esitliliginin belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanilabilecegi ve etkili bir yontem
oldugu belirtilmistir (Wei ve ark., 2003).

Bugday genetik cesitliligini kapsayan baska bir ¢alismada farkli orjinli olan 13
bugday genotipinin 43 SSR belirleyicisi kullanilarak aralarindaki genetik benzerliklere
bakilmistir. Calismada 13 bugday genotipinin arasinda genetik c¢esitlilik belirlenmis ve
bu ¢esitlerin bugdayda genetik cesitliliginin arttirilmasinda kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir (Ahmad ve ark., 2002).

Salem ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, 48 SSR markoriiyle 7 bugday
¢esidi kullanilmig, markérler 15 kromozom iizerinde yerlesik 15 bolge belirlemistir. 48
alel meydana gelmis ve her lokus i¢in ortalama 3.2 allel olugsmustur. PIC degerinden
0.548°1ik bir ortalama elde edilmis ve her lokus i¢in alleller 2-7 arasinda say1 vermiglerdir.
Xgwm95 ve Xgwm437 icin ise 0.278-0.816 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir.

Seleksiyonun sebep oldugu bir genetik farklilik ¢alismasinda 60 ekmeklik
bugday, 3 bugday genom Ornegi ve 42 mikrosatelit ile allel siklig1 analiz edilmistir. 42
SSR’1n yiiksek poliformizm gosterdigi, farkli ¢evresel sartlar altinda yetistirilmekten
ortaya ¢ikan farklilikta, SSR’larin gergekc¢i ve ¢coziime yonelik analiz sonuglar1 kendini
gostermistir (Stachel ve ark., 2000).

Tritikale tizerine Cuadrado ve Schwarzacher (1998) tarafindan yapilan ¢alismada

yakin akraba tiirleri olan ekmeklik bugday ve ¢avdarin genomlarindaki di, tri ve tetra
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niikleotit motifi iceren 10 SSR markoriiniin bugday ve cavdarda benzer dagilimlar
olusturdugu belirlenmistir.

Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan 6 yazlik, 16 kishk makarnalik bugday cesidi ve
135 arpa gesidini birbirinden ayirmak i¢in bugdayin A ve B genomuna ait olan bir dizi
mikrosatelit kullanilmigtir. Ayn1 mikrosatelitler ile 15 popiilasyon arasinda polimorfizm
aragtirmasi yapilmigtir. Sonugta SSR’larin bugday ve arpa arasindaki genetik farkliligin
belirlenmesinde kullanilabilecegi ve yiiksek oranda dogruluk igerdigi tespit edilmistir
(Donini ve ark., 1998).

Yugoslavyadaki Farkli bugday cesitlerinde fenotipik varyasyon arasindaki iligki
47 SSR lokusu ile incelenmis ve kuraklik altinda verimle iliskili olan psp3071 adinda
yeni bir markor ortaya ¢ikarilmistir (Quarrie ve ark., 2003).

Roder ve ark. (2002), bugday cesitlerinde mikrosatelitlerle veritabini analizleri ve
yapilandirilmast amaciyla, 199 SSR markorii ve 1 sekans spesifik isaretleyici
kullanmislardir. 502 Avrupa bugdaymin da yer aldigir ozellikle kislik tipler icin bir
veritaban1 kurmuslardir. Flagment analizleriyle de farkli tekniklerle veri noktalar
iretmiglerdir. Calismada %99,5 dogrulukla basar1 elde edilmis olup, duplikasyonlar
disinda cesitler arasinda 199 allel belirlenmis ve tanimlanan ebeveynlerden cesitler
gelistirilmigtir. Cesitlerin %25’inde heterotik unsurlar goriinmesinin ve yiiksek seviyede
genetik farklilik ve allel farkliligi ¢ikmasinin  sebebi Giineydogu Avrupa’da
heterojenitenin iist seviyerde olmasidir. Sonugta farkli bolgelerdeki genotiplerle yapilan
bu ¢alismada bir¢ok mikrosatelit i¢in allel frenkanslar1 farklilagtirilmastir.

Etiyopyada bulunan hekzaploid ve tetraploid bugday germplasmindaki genetik
cesitlilik arastirmasinda 22 SSR markorii ile 12 Triticum durum desf. , 69 Triticum
aestivum, 54 Triticum aethiopicum kullanilmis olup toplam 286 allel tespit edilmigtir. T.
aethiopicum: 7,9, T. durum: 7,9 ve T. aestivum: 9,9’luk allel ortalamalarina sahiptir. PIC
degerleri de 3 tiir karsilastirilabilmistir. Genomlara gore allel sayilar1 A genomunda 10,1,
B genomunda 18,4 ve D genomunda 8,2 olarak belirlenmistir. Tirler arasindaki
belirlenen farkliliklar dendogram ile saglanmistir (Alamerew ve ark., 2004).

Makarnalik bugday cesitlerinden 4’1 yerel 16 adet olmak iizere arasinda genetik
iliskiyi belirlemede yapilan ¢alismada yiiksek derecede polimorfik olan 7 SSR markdrii
kullanilmistir. Calisma sonucunda SSR’larin 1slah ¢alismlarinda yeni ¢esitlerin 1slahinda
ebeveyn seleksiyonunda yararlanilabilecek kadar yiiksek polimorfik oldugu

belirlenmistir. Bununla beraber bu SSR’larin, bugday cesitlerinin genotiplerinin
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belirlenmesinde ve DNA parmak izi analizlerinde ¢ok faydali oldugu ortaya ¢ikarilmigtir
(Dograr ve ark., 2000).

Kislik ve yazlik ekmeklik bugdayda genetik cesitliligin kurakliga toleranslig
bakimindan SSR ile incelenmesinde genotipler yiiksek, orta ve diisiik kuraklik toleransi
gore ve kaynak bolgelerine gore gruplara ayrilmistir. Calismada kurakliga toleransli olan
genotiplerdeki genetik ¢esitliligin, kurakliga kars1 toleransi az olan genotiplere gore daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Alt1 bolgedeki SSR karsilastirmalari sonucunda Kuzey
Amerika’daki genotiplerin diger bolgelerdeki genotiplere oranla ¢ok daha fazla genetik
cesitlilik gosterdigi tespit edilmistir (Dodig ve ark., 2010).

Garg ve ark. (2001) tarafindan ekmeklik bugday, makarnalik bugday ve tritikalede
genetik c¢esitliligin incelenmesi amaciyla SSR, AFLP ve RAPD molekiiler sistemleri
kullanilmistir. Sonuclara gore SSR sisteminin diger AFLP ve RAPD sistemlerine gore
cesitlerin ¢ogunun tanimlanabildigi ve daha gercekei oldugu tespit edilmistir. Yerel
bugday c¢esitlerinde genetik c¢esitliligin belirlenmesinde yapilan ¢aligmalarda da
SSR’larin RAPD ve AFLP’ye gore daha etkili oldugu saptanmustir (Strelchenko ve ark.,
2002).

Peleg ve ark. (2008) tarafindan yapilan c¢alismada kurakliga dayaniklilik
bakimindan farklilik gosteren ve Israil ile yakin bolgelerinden 25 popiilasyon ile temsil
edilen 145 yabani tip bugdayda, lokuslardaki alellik ¢esitliligi bakimindan 54 SSR
markorii denenmistir. Genotipler arasinda %54 oraninda genetik gesitlilik tespit edilirken,
popiilasyonlar arasinda ise bu oran %44 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismayla SSR’larin
genetik farklilik arastirmalar1 agisindan 6nemli ve elverisli markorler oldugu tespit
edilmistir.

Wei ve ark. (2005) tarafindan fusarium hastaligina dayanikli 20 Cin yerel
cesidiyle ve fusarium hastalagina duyarli 4 bugday hatti arasinda SSR markorleri
kullanilarak genetik benzerlik calismasi yapilmistir. Calisma sonuglarina goére 40 bugday
SSR belirleyicisinden 39’u, 24 bugday genotipin aralarinda polimorfik oldugu tespit
edilmistir.

Genotiplerin  tanimlanmasi, bugday genotipleri arasindaki farkliliklarin
hesaplanmasi ve DNA polimorfizminin belirlenmesi amaciyla 55 elit bugday genotipinde
20 mikrosatellit ile yapilan ¢aligmada arastirmacilar, 12 primer ¢iftinin kullanilmasiyla
55 genotip arasinda 48’ini ayirt edebilmislerdir. Bu sonuca gore mikrosatelitlerin genetik
cesitliligin hesaplanmasinda ve tanimlanmasinda oldukca etkili bir yontem oldugunu

ortaya koymuslardir (Prasad ve ark., 1999).
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SSR markoérleri kullanilarak 36 yerel ekmeklik bugday arasindaki genetik
cesitlilik calismasinda, SSR markdrlerinin gergekei ve ¢ok yararli bir markor sistemi
oldugu kannatine varilmistir (Dreisigacker ve ark., 2005).

Ayni kitada yetistirilen 55 elit bugdaydaki DNA polimorfizmi, genetik ¢esitliligin
ve genotiplerin belirlenmesi amaciyla 20 SSR markorii kullanilmigtir. SSR markérleriyle
yapilan bu calismada 21 lokusta 155 allel belirlenmistir. 1-13 arasinda degiskenlik
gosteren allel sayilar1 7,4 ortalama allel sayisina sahip olmuslardir. PIC ve MI degerleri
0,71 ve 0,70 olarak belirlenmistir. Genetik benzerlikte ise 0,05-0,88 arasinda degiskenlik
gostererek 0,23 liik ortalama tespit edilmistir (Prasad ve ark., 2000).

Roder ve ark. (2002) tarafindan SSR markorleri araciligi ile ekmeklik bugdayin
germplazminin genetik cesitliligini belirleme calismast yapilmistir. Farkli kitalardan
elden edilen 998 hekzaploid ekmeklik bugday ¢esidi 24 SSR markdriiyle test edilmis ve
her lokus i¢in 18,1 allel ortalamasi ile 470 allel tespit edilmistir. A genomunun lokus allel
sayist 17,4, B 19,9, D 16,5 olmustur. En 1iyi ¢esitlilik kromozomlarin sentromerik
bolgelerine gore daha cok sentromerik olmayan bolgelerinde goriilmiistiir. Allel sayisinin
SSR’larn tekrar sayistyla birlikte arttig1 ve gen cesitliliginin allel sirasiyla da baglantili
oldugu belirlenmistir.

Kurakliga tolerans bakimindan D genom temelinde genetik ¢esitlilik arastirmasi
yapilmis, arastirmada 23 SSR markérii kullanilarak Polimorfizm Bilgi Igerigi (PIC)
degerlerine bakilmis ve genetik kiime analizleri olusturulmustur. Elde edilen sonuglar
SSR  markorlerinin  kurak ve yar1 kurak c¢evre sartlar1i icin bugday 1slahinda

kulllanilabilirligini géstermistir (Faheem ve ark., 2015).
3. MATERYAL METOD
3.1. Bitki Materyali

Tez galigmasi kapsaminda 16 adet farkli kademelerde (F3-F8) bulunan ekmeklik
bugday genotipleri Konya Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal Arastirma Enstitiisii

Miidiirliigiinden saglanmistir (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1. Caligma Kapsaminda Kullanilan Ekmeklik Genotiplerin Kademe Bilgisi.

Genotip Adi flerleme Kademesi
Ekmeklik Bugday G1 F3
Ekmeklik Bugday G2 F4
Ekmeklik Bugday G3 F6
Ekmeklik Bugday G4 F6
Ekmeklik Bugday G5 F5
Ekmeklik Bugday G6 F4
Ekmeklik Bugday G7 F3
Ekmeklik Bugday G8 F3
Ekmeklik Bugday G9 F4

Ekmeklik Bugday G10 F8
Ekmeklik Bugday G11 F6
Ekmeklik Bugday G12 F7
Ekmeklik Bugday G13 F6
Ekmeklik Bugday G14 F3
Ekmeklik Bugday G15 F4
Ekmeklik Bugday G16 F6

Sekil 3.1. Ekmekllk bugday genotiplerinin DNA izolasyonuna hazirlanmasi
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3.2. Ekmeklik Bugday Genomunun Genetik Stabilite Testlemesi i¢cin SSR

Motiflerince Taranmasi
3.2.1. Tiim Genom Fonksiyonel SSR gelistirme

NCBI veri bankasindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/11?genome_
assembly_id=1613926) indirilen ve 16000Mb biiyiikliigiinde fasta formatinda ekmeklik
bugdayin genom verisi (AABBDD) saglanmigtir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. Ekmeklik bugday referans genomuna ait NCBI veri bankasindan kullanilan veri bilgileri

Name RefSeq GC% Protein Gene Pseudogene
Chr 1A 598.66 46 2,889 6,101
Chr 1B 700.55 46.3 4,254 7,448
Chr 1D 498.64 46.4 2,371 6,149
Chr 2A 787.78 46 3,549 7,735
Chr 2B 812.76 46.3 4,552 8,740
Chr 2D 656.54 46.4 3,245 7,780
Chr 3A 754.13 46 3,382 7,022
Chr 3B 851.93 46.3 4,531 8,354
Chr 3D 619.62 46.4 2,911 7,059
Chr 4A 754.23 46.1 3,252 6,886
Chr 4B 673.81 46.4 3,756 5,626
Chr 4D 518.33 46.6 2,110 4,955
Chr 5A 713.36 46 3,187 8,239
Chr 5B 714.7 46.3 3,827 8,373
Chr 5D 569.95 46.3 2,805 7,592
Chr 6A 622.67 46 2,606 5,385
Chr 6B 731.19 46.4 4,378 6,986
Chr 6D 495.38 46.5 2,506 5,660
Chr TA 744.49 45.9 3,566 7,539
Chr 7B 764.07 46.2 4,507 7,176
Chr 7D 642.92 46.4 3,256 7,510

Ekmeklik bugdayda referans genom verisi (assemblylWGSCCSRefSeqv2.1)
AUGUSTUS programi ile ab initio yaklagimiyla protein kodlamaya sahip olabilecek
lokuslar tahmin edilmis ve sekans fasta dosyas1 meydana getirilmistir. Gliniimiize kadar
ekmeklik bugdaydaki transkript verilert NCBI veri sisteminden elde edilerek ayni sekilde
fasta formatinda indirilmistir. Bu sayede transkript verileri ve ab initio tahmin verileri
seqtk_mergefa algoritmasiyla bir araya getirilmistir (merge). Birlestirilen bu genom
verileri perfect ve imperfect SSR markorlerinin tespitini yapmak i¢in biyoinformatik
yonil ile analiz edilmistir. Ekmeklik bugdayin genom diizeyinde saflik analizlerinde
kullanilmast i¢in primer tasarimi, basit dizi tekrar tanimlamasi ve igaret haritalamasi
GMATA (Genome-wide Microsatellite Analyzing Tool Package) (Wang ve Wang, 2016)
yazilimimin kullanilarak olusturulmustur. Bu uygulamada asil amacimiz genomdaki
tekrarca zengin bdlgelerin ve bununla birlikte imperfect SSR lokuslarinin ortaya
c¢ikarilmasidir. Lakin kullanilan yazilimin (GMATA) ¢alismasi i¢in ayni zamanda R, Perl,
Java programlarinin kurulu olmas1 gerekmektedir. “SSR identification” kullanilarak fasta
formatindaki dosya basit dizi tekrarlarin bulunmasi igin yiiklenmistir (Sekil 3.3).

Kullanilan arama 6zellik filtreleri: Minimum boy: 3 nt, Maksimum boy: 3 nt, Minimum
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tekrar sayisi: 6 seklindedir (Sekil 3.3). Bunun sonucunda program sayesinde tekrar
birimlerinin motifi, sayis1 ve en Onemlisi tanimlamasi yapilan her basit dizi tekrar

lokusunun kesin konumunu ortaya ¢ikaran ¢iktilar elde edilmistir (Sekil 3.4.)

GMATA
SSR identification | SSR statistical plotting ] Gbrowse viewing I Marker designing | e-Mapping i Aboutj

Parameters
Sequence flle (fasta format)

| Browse | GMATAriticum\triticum_trascripts

Motif unit
Mindength (nt) 3 Min. repeattimes: |6
Max-ength (nt). 3 Highighted mot: (0 v

Run Clear Exit

Running Information

Sekil 3.3. Ekmeklik bugday genomundan GMATA yazilimi kullanilarak SSR motiflerinin tahmini iglemi.

GMATA
[ SSR identification | SSR statistical plotting | Gbrowse viewing | Marker designing | e-Mapping | About |

Gbrowse gff format fie (.gbf) Generate gbf

Gbrowse gff format fie (.off3) Generate gff3

Running information

Sekil 3.4. Ekmeklik bugday genomundan GMATA yazilimi kullanilarak SSR motiflerinin genom
haritasinda yerlerinin belirlenmesi
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3.2.2. SSR Markor gelistirme ve haritalama

PCR primerlerinin gelistirilmesi elde edilen SSR lokuslarinin GMATA
programindaki “Marker designing” boliimiiniin kullanilmasi ile analiz edilmistir.
GMATA programindaki bu boliime ekmeklik bugdayda fasta formatinda “Sequence file”
ve daha once olusturulan .ssr ¢ikti dosyalart “SSR loci dosyas1” formatinda yiiklemesi
yapilmistir. Markor gelistirmede 6zellikler su sekilde ayarlanmigtir: Minimum amplikon
boyu: 150 bp, maksimum amplikon boyu: 350 bp, erime sicakligi (Tm): 60 °C, Flanking
(yan) sekans uzunlugu: 800 bp, maksimum template (kalip) uzunlugu: 2000 bp.

Parametreler analizlerin sonucunda ‘.mk’ ve ‘.sts’ uzantili iki tane dosya
olusturmustur. Her iki dosya da farkli igeriklere sahiptir. ‘.mk’ dosyasi markorlerin ileri
ve geri primer sekanslarini, bu primerlerin Tm degerlerini, pozisyonlarin1 ve meydana
getirdikleri sekans iiriiniiniin uzunluklarin1 veren bilgiye sahiptir. ileri ve geri primer
sekanslarin uzunluk bilgilerinin yer aldigi ve bu bilgilerin ‘e-Mapping’ (elektronik
haritalama) de kullanilmasiin saglandig: bilgiyi ise ‘.sts’ dosyasi icermektedir. ‘e-
Mapping’ genomik sekans boyunca tasarlanmis markdrleri amplikasyon boyutlarinin ve
fiziksel haritalamasinin hesaplamak i¢in e-PCR algoritmasi (Schuler, 1997) GMATA

programinin 'e-Mapping' algoritmasina iglenmistir.

GMATA

| SSR identification | SSR statistical plotting | Gbrowse viewing | Marker designing | e-Mapping | About |
Files selection

Sequnce file _Browse | GMATAMnticum\GCF_018294505.1_IWGSC_CS_RefSeq_v2 1_genomic fna gz

SSR loci file (.ssr) | Browse | |[GMATAMriticum\triticum_trascripts ssr
Ampiicon settings Otner settings

Min. amplicon size (-smin) 100 op Flanking sequence length (-fi) 400

Max amplicon size (-Smax) 350 bp Max_template length (-1) 2000

Optimal annealing Tm (-tm) 60 o Computer platform (-p) w v

Output template sequence | F 7] Primer3 path, unix only Optional /primer3-2 2 aisrc

Marker design Clear
Running information:

Sekil 3.5. Ekmeklik bugday genomundan GMATA yazilimi kullanilarak SSR markorlerinin gelistirmesi
islemi.
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| SSR identification ] SSR statistical plotting ] Gbrowse viewing 1 Marker designing ] e—Mapping] About |

Files selection

Sequence fie | Browse GMATA\triticum\GCF_018294505.1_IWGSC_CS_RefSeq_v2.1_genomic.fna.gz

Marker fie (.sts) | Browse Desktop\GMATA\triticum|\triticum_trascripts.ssr.mk.sts

Mapping parameters

Tag of mapping resuls  eMap

ot e w v sts size range (-d) 100-1000

Word size (-w) 12 Max mismatches (-n) 1

Contiguous word (-f) 1 Max indels (-g) 1

Margin (-m) 3000 St - —

Running information:

Sekil 3.6. Ekmeklik bugday genomundan GMATA yazilimi kullanilarak SSR motiflerinin e-mapping ve
e-PCR islemleri.

e-Mapping algoritmasinda, elde edilen ‘.sts’ dosyasi ve birlestirilmis diziden
olusan FASTA dosyast (Sequence file) kullanilmistir. e-Mapping algoritmasinin
calistirilabilmesi i¢in maksimum indel (insersiyon-delesyon) sayisi: 0, maksimum
mismatches (yanlis eslesme): 0 olarak uygulanmis ve sonugta ‘eMap’, ‘.amp’ ve ‘frg’
dosyalar1 olusturulmustur (Sekil 3.5.-3.6.). Elde edilen tiim bu dosyalar markor kopya ve
allel boyutlar1 hakkinda bilgi yer almaktadir.

3.3. Gelistirilen Markorlerin Fonksiyonel Tanimlamas1 ve Protein Modelleme

Calismalan
NCBI veri sisteminden tiriticum familyasinda taniml1 protein sekanslari
‘Identical Protein Groups Database’ mentisiinden

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/?term=triticum) tez c¢alismasinda gelistirilen SSR
markorlerinin fonksiyonel anotasyonlar1 icin karsilastirma ve yiiksek verimlilikte
hizalama yapmak i¢in protein tanimlar1 FASTA formati olarak indirilmistir. Daha
sonrasinda Blast algoritmalar1 sayesinde BLAST+2.13.0 kullanilarak markér verileri
yapilmistir. Elde edilen SSR markdrlerini de i¢ine alan 2000 niikleotidlik sinir sekanslar
yani genomik lokuslar indekslenerek tek bir FASTA dosyas1 olarak markor isimleri ayni
birakilarak birlestirilip doniistiirme islemi yapilmistir. Markor sekanslarina atanan

anotasyon tanimlar1 her birinde yer alan biyolojik islem, hiicresel bilesen ve molekiiler
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islev kapsamli bir sekilde hesaplamalar1 yapilarak 6nemli lokuslara yonelik degisik
ozellikler belirlenmistir. SSR markdr lokuslarinin protein kodlama kapasitesi vardir. Bu
lokuslar1 SSR motifleri dikkate alinarak domain tahminleri i¢in protein modellemeleri
homoloji esasli yaklagimlar1 ile Swiss model protein modelleme programi

(https://swissmodel.expasy.org/interactive) ile modellenmesi saglanmistir.

3.4. Ekmeklik Bugday Genotiplerinden DNA izolasyonu ve SSR Markérlerinin

Genotiplenmesi

Ekmeklik bugday genotiplerinin yapraklarindan alinan doku 6rneklerinden, 200
ng yaprak doku ornegine ornegine 800 pL CTAB ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (%2
CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4 M NaCl, %1 PVP-40)
eklemesi yapilarak hiicre duvarinin yikilmasi i¢in 65°C’ de 1 saat siireyle inkiibe edilmis
ve sonrasinda hacimce (25:24:1) oraninda olan fenol:kloroform:izoamil alkol 6rnege
koyulmustur ve oda sicakliginda olacak sekilde 10 dakika santrifiij edilmistir. 2 ml’lik
deney tilipline iist faz aktarilip, 600 pL hacimce 24:1 oraninda hazirlanmig
kloroform:izoamil alkol hazirlanan 6rnege koyumustur. Santrifiij isleminden sonra 1,5
ml’lik tlipe, hacminin 1/6 oraninda %100’liikk izopropanolla karigtirllmis ve oda
sicakliginda DNA paletinin eldesi i¢in 30 dakika inkiibe yapilmistir. DNA ¢okeltisinin
izopropanolden ayristirilmast i¢in inkiibe isleminin ardindan O6rnek tekrar oda
sicakliginda 10 dakika santrifiij edilerek iist faz ayristirilmis ve DNA’nin siispanse
edilmesi i¢in 100 pL sterilize distile su katilmistir. DNA ile beraber izole edilmis olmasi
beklenen RNA degradasyonu DNA ekstraksiyonu esnasinda, ekstarkte edilen DNA
orneklerine 1 pL. RN Ase enzimi eklenmis ve 37°C’de 30 dakika tiipler inkiibe edilecektir.
Ekstraktesi yapilmis olan DNA 6rneklerinin saflig1 ve konsantrasyonunun 6l¢iimii Qubit
cihaz1 ile yapilacaktir. Olusturulan DNA Ornekleri -20°C’de ilerde analizlerde
kullanilmasi i¢in saklanmustir.

Ekmeklik bugday genotiplerinde genetik stabilite testlerinde genotiplemek, SSR
markdriiniin  ¢ogaltilabilmesi, yapilacak olan PCR reaksiyon karigimlar igin  1X
AmplitagGold® PCR Tamponu, 2.5 mM MgCl2 , 200uM her bir ANTP, 300 nM her bir
primer, 0.5 tinite AmplitaqgGold® polimeraz enzimi (Applied Biosystems Foster City
CA), 10.0uL ekmeklik bugdayin yaprak DNA’s1 ve niikleaz icermeyen H20 ile reaksiyon
hacimlerinin toplam1 20uL olacak sekilde sonlandirilmistir.

Ik basta 95°C*de 10 dakika DNA denatiirasyonu; denatiirasyon igin 95°C’de 30

saniye; tavlama (annealing) reaksiyonu i¢in 60°C’de (sicakliklar primerlere gore degisik
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gosterecektir); uzama igin 72°C’de 30 saniye (35 dongii olacak sekilde); en son uzama
72°C’de 10 dakika ve 4°C’de reaksiyon sartlarinda PCR reaksiyonlar1 meydanaz
getirilmistir. Ekmeklik bugday genotiplerinin DNA o6rneklerinden; cogaltilan SSR
markorleri  agoroz jel elektroforezi ve Qiaxcel Fragment Analyzer (Qiagen

Sample&Assay Technologies) kapiler elektroforez sistemi ile olusturulmustur.
4. ARASTIRMA SONUCLARI
4.1. Saflik Testlemesinde Kullamlacak Markor Setinin Tasimasi Gereken Ozellikler

Tohum iireticileri piyasaya; acilim (segragasyon) gostermeyecek olan durulmus
hatlar {izerinden tohumluk {iretmeleri gerekmektedir. Islah calismalari sonucunda
saflastirilan ileri melez hatlarinin, belirli bir jenerasyondan sonra genetik alt yapisinda
homozigotlasma baslamaktadir. Piyasaya siirlilen tohumlarin belirli bir kaynaktan,
genetik olarak saf olmalar1 gerekmektedir ki yetistiriciler satin aldiklar1 tohumun {iretim
alaninda tek diize (saf) olarak yetistirebilsinler. Bu noktada tarla, bag, bahgede iiretilen
iriiniin a¢ilim go@stermesi hem tohum {ireticisine hem de ¢iftgi i¢in ekonomik
yiikiimliiliikler olusturabilir. Bu nedenle tohum f{ireticileri; ciftciye ulasmadan once
tirettikleri tohumlarin saf oldugunu teyit etmeleri gerekir bu noktada morfolojik, kimyasal
ve biyokimyasal testlemeler ile sertifikasyon islemleri yapilmaktadir. Son on yillik
siiregte molekiiler genetik alanda ki gelismeler sayesinde yapilan saflik testlemeleri
molekiiler markdrler ile gerceklestirilmekte ve diger saflik testleme yontemlerine gore
dogrulugu yiiksek, kesin sonuglar iiretmektedir. Molekiiler genetik testlemeler ileri
jenerasyonlarda olusabilecek segregasyonlari, heterozigotluk durumunu ve disa doniik
melez alabilen bitkilerde tohumda ki olasi kontrolsiiz doéllenmeleri tespit
edebilmektedirler. Bu noktada domates, biber, karpuz gibi bir¢ok bahge bitkisinde saflik
testlemeleri i¢in molekiiler markdr setleri belirlenmis ve sertifikasyon islemlerinde rutin
saflik testleme yontemleri haline gelmistir. Saflik belirleme testlerinde kullanilan bu
molekiiler markorler; genom tizerinde fazlaca rekombinasyona ugrayan bolgelerden, ko-
dominant; dizeye dayali ve tekli kopyalara ait genomik lokuslar iizerinden belirlenmis
SNP ve SSR markoérleridir. Bugdayda molekiiller markdrler kullanilarak saflik
testlemeleri icin gelistirilmis rutin kullanima uygun bir markor seti mevecut degildir.
Ancak bugday genomunda gerceklestirilen molekiiler genetik ¢alismalar sonucu ¢ok
sayida genom dizisi veri tabanlarina yiiklenmistir ve bu bilgiler kullanilarak saflik

testlemesi i¢in markdrler gelistirilebilir. Bugdayda bir diger 6zel durum ise kompleks
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genom yapist ve polyploidi seviye farklaridir. Molekiiler genetik saflik testi gelistirilen
birgok bahce bitkisinin genom organizasyonu ve yapist bugdaya kiyasla daha basittir ve
genomlari diploid (2n) yapidadir. Bugdayda molekiiler markorler kullanilarak yapilacak
bir saflik testi i¢in Oncelikle dogru markdr setinin biyoinformatik olarak belirlenmesi
gereklidir. Testleme icin kullanilmasi planlanan markorlerin asagidaki ozellikleri
tagimasi gerekir.

e Markoériin DNA dizisine dayali bugday genomuna spesifik olmasi.

e Markoriin ko-dominant bir markor olmasi yani homozigot lokuslari, heterozigot
lokuslardan ayirmasi gerekmektedir.

e Hexaploid genoma sahip ekmeklik bugday icin genom yapist diploid sekilde
diistintiliip her bir genoma spesifik markorler gelistirilmesi gerekir yani genom
iizerinde calisilan bdlge yalnizca bir set genoma ait olup diger genom bdlgelerinde
tekrar1 olmamasi gerekir.

e Kullanilacak markoérlerin genom setleri iizerinde tek kopya halinde bulunmasi
gerekmektedir. Ciinkii testlemenin amaci homozigot bireyleri heterozigot
bireylerden ayirt etmektir. Multi lokusa baglanan bir markdr, test sonucunu direk

etkileyebilir ve homozigot olan bireyleri heterozigot gibi gosterebilir.

4.2. Ekmeklik Bugday Referans Genomundan SSR Motiflerinin Biyoinformatik
Olarak Tespiti

Tiim bu kriterler géz onilinde tutularak Ekmeklik bugday genomuna spesifik,
ekmeklik bugday genotiplerinde genetik stabilitenin belirlenmesi amaci ile SSR
markorleri  gelistirilmistir. Oncelikle Ekmeklik bugday referans genom verisi
(assemblyIWGSCCSRefSeqv2.1) ab initio yaklasimla protein kodlama potansiyeline
sahip lokuslar tahmin edilerek bir sekans fasta dosyasi olusturulmustur. Ayrica yine
NCBI veri tabanindan bugiine kadar ekmeklik bugdayda bulunan transkript verileri fasta
formatinda indirilmis olup, ab initio tahmin verileri ile transkript verileri birlestirilmistir.
SSR markérlerinin gelistirilmesinde bu veri seti kullanilmistir. Veri setinin toplam
blytikligi 475,526,569 bp uzunlugundadir. SSR markor motifleri tri-niikleotid tekrar
dizileri bakiminda taranmigtir. Yeni toplam 13535 adet SSR motifi tespit edilmistir
(Tablo 4.1.). Tri-niikleotid SSR motifleri bakimindan en sik rastlanan motifler sirasi ile
GCG/CGC, CGG/CCG, GCC/GGC, GAG/CTC seklinde olup sirasi ile 2010, 1824, 1538
ve 1030 adettir (Sekil 4.1.).
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Tablo 4.1. SSR motif bilgileri

Grouped Motif Total
GCG/CGC 2010
CGG/CCG 1824
GCC/GGC 1538
GAG/CTC 1030
AGG/CCT 805
CAG/CTG 717
AGC/GCT 633
GCA/TGC 628
GGA/TCC 619
TTC/IGAA 430
CTT/AAG 381
TGGI/CCA 366
TTGICAA 325
CACIGTG 283
TCT/AGA 255
CGA/TCG 218
GTC/IGAC 203
TCA/TGA 202
CAT/IATG 197
ATC/GAT 168
GGT/ACC 130
ACA/TGT 120
TAATTA 108
CGT/ACG 90
AAC/GTT 68
ATAITAT 46
AAT/ATT 45
CTAITAG 36
TAC/GTA 33

ACT/AGT 27
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Sekil 4.1. SSR markoér motiflerinin dagilimi

Benzer sekilde en sik goriilen tri-niikleotid motif bi¢imi bugday genomunda SSR
markor gelistirme ¢aligmalarinda tespit edilmistir (Gupta ve ark., 2003; Somers ve ark.,
2004; Mehta ve ark., 2021).

4.3. Ekmeklik Bugday Referans Genomundan SSR Motiflerinden Markor Dizaym

Elde edilen SSR markor motiflerine ait indeks sekans dosyasi daha sonra bulunan
SSR motifleri i¢in markor dizayni gerceklestirilmis olup toplamda 12535 adet markor
gelistirilmistir. Primer gelistirmede yiiksek hassaslik parametreleri kullanilmasindan
dolayr 1000 adet SSR motif bolgesine primer dizayni gergeklestirilmistir. Bu durum
markdr olarak calisilacak olan 12535 adet primer ¢iftini yiiksek gilivenilirlikte dizayn
edilmis olarak gostermektedir. Gelistirilen 12535 markoriin 7276 adeti unique SSR
markoridiir yani ilk kez bu g¢alismada gelistirilmistir.  Geligtirilen  tim
markdrlere ait  veriler Figshare veri tabanina (10.6084/m9.figshare.21746819)
yiikklenmis olup Tablo 4.2.°de bir ornek set verilmistir
(https://figshare.com/articles/dataset/Ekmeklik_Bugday SSR_veri_figshare xIsx/21746
819).
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Tablo 4.2. Tez kapsaminda gelistirilen 7276 adet yeni Tri-Niikleotid SSR markdriine ait 6rnek bilgi

Name Seq_Len StartPos EndPos Repetitions Motif
>XM 044462114.1 1458 159 176 6 GCG
>XM 044462114.1 1458 525 548 8 GGA
>XM 044462189.1 1523 204 221 6 CGC
>XM 044462204.1 1768 339 359 7 AGA
>XM_044462205.1 2389 960 980 7 AGA
>XM_044462206.1 2187 758 778 7 AGA
>XM_044462208.1 2381 952 972 7 AGA
>XM_044462213.1 2973 1544 1564 7 AGA
>XM_044462215.1 2047 618 638 7 AGA
>XM_044462220.1 2639 1210 1230 7 AGA
>XM_044462223.1 2520 1094 1111 6 AGA
>XM_044462227.1 1647 344 364 7 AGA
>XM_044462228.1 2284 16 33 6 CTC
>XM_044462233.1 2399 1096 1116 7 AGA
>XM_044462237.1 2013 586 606 7 AAG
>XM_044462241.1 1873 446 466 7 AAG
>XM_044462244.1 2469 1042 1062 7 AAG
>XM_044462272.1 2601 1479 1496 6 AGG
>XM_044462289.1 690 7 24 6 TCT
>XM_044462295.1 1767 160 177 6 GGC
>XM_044462300.1 713 331 357 9 CTC
>XM_044462300.1 713 401 418 6 CTC
>XM_044462367.1 3366 85 105 7 AGG
>XM_044462435.1 855 809 832 8 CGC
>XM_044462477.1 4886 345 362 6 CGG
>XM_044462510.1 3553 254 271 6 GCG
>XM_044462514.1 1219 82 99 6 CGC
>XM_044462518.1 1213 82 99 6 CGC
>XM_044462522.1 1195 82 99 6 CGC
>XM_044462527.1 570 82 99 6 CGC
>XM_044462591.1 759 60 77 6 CGC
>XM_044462628.1 1509 94 111 6 GCC
>XM_044462633.1 1732 27 44 6 GTC
>XM_044462645.1 768 63 80 6 CGC
>XM_044462691.1 507 199 222 8 GAG
>XM_044462716.1 2212 60 77 6 GCC
>XM_044462758.1 1984 485 505 7 GCA
>XM_044462787.1 1506 285 308 8 GGA
>XM_044462814.1 3473 431 460 10 CGG
>XM_044462814.1 3473 763 780 6 CCT
>XM_044462817.1 1801 257 274 6 CAC
>XM_044462875.1 2960 277 294 6 CCT
>XM_044462882.1 1180 49 69 7 CCG
>XM_044462893.1 1070 53 70 6 TTC
>XM_044462912.1 1185 272 289 6 GCG
>XM_044462940.1 1778 92 109 6 TCC
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>XM_044463019.1
>XM_044463040.1
>XM_044463067.1
>XM_044463068.1
>XM_044463069.1
>XM_044463088.1
>XM_044463112.1
>XM_044463116.1
>XM_044463123.1
>XM_044463189.1
>XM_044463191.1
>XM_044463265.1
>XM_044463282.1
>XM_044463283.1
>XM_044463284.1
>XM_044463337.1
>XM_044463376.1
>XM_044463383.1
>XM_044463424.1
>XM_044463426.1
>XM_044463497.1
>XM_044463507.1
>XM_044463512.1
>XM_044463522.1
>XM_044463565.1
>XM_044463602.1
>XM_044463605.1
>XM_044463649.1
>XM_044463688.1
>XM_044463700.1
>XM_044463729.1
>XM_044463736.1
>XM_044463741.1
>XM_044463753.1
>XM_044463809.1
>XM_044463860.1
>XM_044463884.1

1657
1062
1281
1191
1301
2686
1616
726
764
2268
1030
1469
1271
1752
2787
1398
1196
1340
1827
1785
1228
1566
1437
1335
1452
886
1366
1022
911
920
2735
2765
2688
1090
1512
2414
708

115
564
30
35
30
1369
405
91
256
133
676
291
489
1715
2750
602
724
779
1222
1180
139
865
421
457
1221
63
125
412
353
289
1007
1037
960
135
384
88

135
581
50
55
50
1386
422
117
273
153
693
320
506
1732
2767
622
744
796
1242
1200
156
882
438
474
1241
80
142
432
370
306
1033
1063
986
152
401
105
43
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CTT
CCT
CTC
CTC
CTC
GGC
GCG
CCG
GCG
GCG
CGG
GAG
GCG
GAT
GAT
GCG
GAG
CGG
GAA
GAA
CGC
GAG
AAG
GAG
ATG
AGC
ACC
GAG
AGC
CGC
TGA
TGA
TGA
CCG
CTC
CCT
CTT
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Gelistirilen SSR markdrlerine ait genom koordinatlart GFF3 formatinda
toplanmis olup markorlere ait tiim koordinat verileri Figshare veri tabanina GFF3 dosaya
formatinda yiiklenmis olup Tablo 4.3.’de bir 6rnek set asagida verilmektedir. Calisma
kapsaminda 7276 adet yeni SSR markorii Jaiswal ve ark. (2017)
gerceklestirilen ¢alismada 268 adet SSR markdrlerine ek olarak MAS c¢alismalarinda
kullanilabilecektir. Ayrica yeni gelistirilen markorlere iliskin kromozomal pozisyon

bilgilerinin bulunmast 6zellikle pozisyonel klonlama caligmalarina destek olacagi

tarafindan



diistiniilmektedir. Hastalik dayaniklilig1 ve agronomik kalite 6zelliklerin de gelistirilen
markdrlerin basta, Bhatta ve ark. (2019) yaptiklar ¢alismaya, Liu ve ark. (2001) mildiyo
hastalik dayanim markor gelistirme ¢alismasi ve Ogbonnaya ve ark. (2008) ¢ok sayida
ekmeklik bugday hastalig1 i¢in yaptiklar1 haritalama verilerinin ince haritalama

calismalarinda kullanilabilecektir.

Tablo 4.3. Gelistirilen SSR markorlerine ait genom haritalamasi sonuglarinin genom koordinat verilerini
gosterir 6rnek tablo

Lokus Markor PF PR Markér verilerinin Harita Pozisyonlari
##gff-
version 3
XM_044462 Name=SSR1;ID=SSR1|6:GCG;Note=SSR1|6:
114.1 SSR 159 176 GCG@XM_044462114.1:159..176
XM_044462 Name=SSR2;|D=SSR2|8:GGA;Note=SSR2|8:
114.1 SSR 525 548 GGA@XM_044462114.1:525.548
XM_044462 Name=SSR3;ID=SSR3|6:CGC;Note=SSR3|6:
189.1 SSR 204 221 CGC@XM_044462189.1:204..221
XM_044462 SSR 339 359 Name=SSR4;|D=SSR4|7:AGA;Note=SSRA4|7:
204.1 AGA@XM_044462204.1:339..359
XM_044462 oo %60 ogp  Name=SSR5;ID=SSRS[7:AGA;Note=SSRS[7:
205.1 AGA@XM_044462205.1:960..980
XM_044462 oo . g Name=SSR6;ID=SSR6[7:AGA;Note=SSR6[7:
206.1 AGA@XM_044462206.1:758..778
XM_044462 SSR 952 972 Name=SSR7;ID=SSR7|7:AGA;Note=SSR7|7:
208.1 AGA@XM_044462208.1:952..972
XM_044462 Name=SSR8;ID=SSR8|7:AGA;Note=SSR8|7:
213.1 SSR- 1544 1564 AGA@XM_044462213.1:1544..1564
XM_044462 o 618 s3g  Name=SSRO;ID=SSRO[7:AGANote=SSR[7:
215.1 AGA@XM_044462215.1:618..638
XM_044462 Name=SSR10:ID=SSR10[7:AGA;Note=SSR1
220.1 SSR- 1210 1230 0[7:AGA@XM_044462220.1:1210..1230
XM_044462 Name=SSR11;ID=SSR11|6:AGA;Note=SSR1
223.1 SSR- 1094 1111 1/6:AGA@XM_044462223.1:1094..1111
XM_044462 SSR 344 364 Name=SSR12;ID=SSR12|7:AGA;Note=SSR1
227.1 2[7:AGA@XM_044462227.1:344..364
XM_044462 (oo " - Name=SSR13;ID=SSR13/6:CTC;Note=SSR1
228.1 3/6:CTC@XM_044462228.1:16..33
XM_044462 Name=SSR14;ID=SSR14|7:AGA;Note=SSR1
233.1 SSR- 109 1116 A7:AGA@XM_044462233.1:1096..1116
XM_044462 (o 86 s05  Name=SSRI5/ID=SSRI5[7:AAG:Note=SSR1
237.1 5[7:AAG@XM_044462237.1:586..606
XM_044462 (o ” 466 Name=SSR16/ID=SSR16[7:AAG;Note=SSR1
241.1 6[7:AAG@XM_044462241.1:446. 466
XM_044462 Name=SSR17;ID=SSR17|7:AAG;Note=SSR1
244.1 SSR 1042 1062 7[7:AAG@XM_044462244.1:1042..1062
XM_044462 Name=SSR18:ID=SSR18/6:AGG;Note=SSR1
272.1 SSR- 1419 1496 8/6:AGG@XM_044462272.1:1479..1496
XM_044462 (o , y Name=SSR19;ID=SSR19/6:TCT;Note=SSR1
289.1 9/6: TCT@XM_044462289.1:7..24
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XM_044462
295.1

XM_044462
300.1

XM_044462
300.1

XM_044462
367.1

XM_044462
435.1

XM_044462
477.1

XM_044462
510.1

XM_044462
514.1

XM_044462
518.1

XM_044462
522.1

XM_044462
527.1

XM_044462
591.1

XM_044462
628.1

XM_044462
633.1

XM_044462
645.1

XM_044462
691.1

XM_044462
716.1

XM_044462
758.1

XM_044462
787.1

XM_044462
814.1

XM_044462
814.1

XM_044462
817.1

XM_044462
875.1

XM_044462
882.1

XM_044462
893.1

XM_044462
912.1

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

160

331

401

85

809

345

254

82

82

82

82

60

94

27

63

199

60

485

285

431

763

257

277

49

53

272

177

357

418

105

832

362

271

99

99

99

99

77

111

44

80

222

77

505

308

460

780

274

294

69

70

289

30

Name=SSR20;ID=SSR20|6:GGC;Note=SSR2
0|6:GGC@XM_044462295.1:160..177

Name=SSR21;ID=SSR21|9:CTC;Note=SSR2
1]9:CTC@XM_044462300.1:331..357

Name=SSR22;ID=SSR22|6:CTC;Note=SSR2
2|6:CTC@XM_044462300.1:401..418

Name=SSR23;ID=SSR23|7:AGG;Note=SSR2
3|7:AGG@XM_044462367.1:85..105

Name=SSR24;ID=SSR24|8:CGC;Note=SSR2
4|8:CGC@XM_044462435.1:809..832

Name=SSR25;ID=SSR25|6:CGG;Note=SSR2
5|6:CGG@XM_044462477.1:345..362

Name=SSR26;ID=SSR26|6:GCG;Note=SSR2
6/6:GCGC@XM_044462510.1:254..271

Name=SSR27;ID=SSR27|6:CGC;Note=SSR2
7|6:CGC@XM_044462514.1:82..99

Name=SSR28;ID=SSR28|6:CGC;Note=SSR2
8|6:CGC@XM_044462518.1:82..99

Name=SSR29;ID=SSR29|6:CGC;Note=SSR2
9|6:CGC@XM_044462522.1:82..99

Name=SSR30;ID=SSR30|6:CGC;Note=SSR3
0|6:CGC@XM_044462527.1:82..99

Name=SSR31;ID=SSR31|6:CGC;Note=SSR3
1/6:CGC@XM_044462591.1:60..77

Name=SSR32;ID=SSR32/6:GCC;Note=SSR3
2/6:GCC@XM_044462628.1:94..111

Name=SSR33;ID=SSR33|6:GTC;Note=SSR3
3|16:GTC@XM_044462633.1:27..44

Name=SSR34;ID=SSR34|6:CGC;Note=SSR3
4|6:CGC@XM_044462645.1:63..80

Name=SSR35;ID=SSR35|8:GAG;Note=SSR3
5|8:GAG@XM_044462691.1:199..222

Name=SSR36;ID=SSR36|6:GCC;Note=SSR3
6|6:GCC@XM_044462716.1:60..77

Name=SSR37;ID=SSR37|7:GCA;Note=SSR3
7|7:GCA@XM_044462758.1:485..505

Name=SSR38;ID=SSR38|8:GGA;Note=SSR3
8|8:GGA@XM_044462787.1:285..308

Name=SSR39;ID=SSR39|10:CGG;Note=SSR
39|10:CGG@XM_044462814.1:431..460

Name=SSR40;ID=SSR40|6:CCT;Note=SSR4
0[6:CCT@XM_044462814.1:763..780

Name=SSR41;ID=SSR41|6:CAC;Note=SSR4
1|6:CAC@XM_044462817.1:257..274

Name=SSR42;ID=SSR42|6:CCT;Note=SSR4
2/6:CCT@XM_044462875.1:277..294

Name=SSR43;ID=SSR43|7:CCG;Note=SSR4
3|7:CCG@XM_044462882.1:49..69

Name=SSR44;ID=SSR44|6: TTC;Note=SSR4
416: TTC@XM_044462893.1:53..70

Name=SSR45;ID=SSR45|6:GCG;Note=SSR4
5|6:GCG@XM_044462912.1:272..289



XM_044462
940.1

XM_044463
019.1

XM_044463
040.1

XM_044463
067.1

XM_044463
068.1

XM_044463
069.1

XM_044463
088.1

XM_044463
112.1

XM_044463
116.1

XM_044463
123.1

XM_044463
189.1

XM_044463
191.1

XM_044463
265.1

XM_044463
282.1

XM_044463
283.1

XM_044463
284.1

XM_044463
337.1

XM_044463
376.1

XM_044463
383.1

XM_044463
424.1

XM_044463
426.1

XM_044463
497.1

XM_044463
507.1

XM_044463
512.1

XM_044463
522.1

XM_044463
565.1

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

SSR

92

115

564

30

35

30

1369

405

91

256

133

676

291

489

1715

2750

602

724

779

1222

1180

139

865

421

457

1221

109

135

581

50

55

50

1386

422

117

273

153

693

320

506

1732

2767

622

744

796

1242

1200

156

882

438

474

1241

31

Name=SSR46;ID=SSR46|6:TCC;Note=SSR4
6/6: TCC@XM_044462940.1:92..109

Name=SSR47;ID=SSR47|7:CTT;Note=SSR4
7|17:CTT@XM_044463019.1:115..135

Name=SSR48;ID=SSR48|6:CCT;Note=SSR4
8|6:CCT@XM_044463040.1:564..581

Name=SSR49;ID=SSR49|7:CTC;Note=SSR4
9|7:CTC@XM_044463067.1:30..50

Name=SSR50;ID=SSR50|7:CTC;Note=SSR5
0|7:CTC@XM_044463068.1:35..55

Name=SSR51;ID=SSR51|7:CTC;Note=SSR5
1|7:CTC@XM_044463069.1:30..50

Name=SSR52;ID=SSR52|6:GGC;Note=SSR5
2|6:GGC@XM_044463088.1:1369..1386

Name=SSR53;ID=SSR53|6:GCG;Note=SSR5
3|6:GCG@XM_044463112.1:405..422

Name=SSR54;1D=SSR54|9:CCG;Note=SSR5
4|9:CCG@XM_044463116.1:91..117

Name=SSR55;ID=SSR55|6:GCG;Note=SSR5
5|6:GCG@XM_044463123.1:256..273

Name=SSR56;ID=SSR56|7:GCG;Note=SSR5
6|7:GCG@XM_044463189.1:133..153

Name=SSR57;ID=SSR57|6:CGG;Note=SSR5
7|6:CGG@XM_044463191.1:676..693

Name=SSR58;ID=SSR58|10:GAG;Note=SSR
58|10:GAG@XM_044463265.1:291..320

Name=SSR59;ID=SSR59|6:GCG;Note=SSR5
9/6:GCG@XM_044463282.1:489..506

Name=SSR60;ID=SSR60|6:GAT;Note=SSR6
0|6:GAT@XM_044463283.1:1715..1732

Name=SSR61;ID=SSR61|6:GAT;Note=SSR6
1|6:GAT@XM_044463284.1:2750..2767

Name=SSR62;ID=SSR62|7:GCG;Note=SSR6
2|7:GCG@XM_044463337.1:602..622

Name=SSR63;ID=SSR63|7:GAG;Note=SSR6
3[7:GAG@XM_044463376.1:724..744

Name=SSR64;ID=SSR64|6:CGG;Note=SSR6
4|6:CGG@XM_044463383.1:779..796

Name=SSR65;ID=SSR65|7:GAA;Note=SSR6
5/7:GAA@XM _044463424.1:1222..1242

Name=SSR66;ID=SSR66|7:GAA;Note=SSR6
6|7:GAA@XM_044463426.1:1180..1200

Name=SSR67;ID=SSR67|6:CGC;Note=SSR6
7|6:CGC@XM_044463497.1:139..156

Name=SSR68;ID=SSR68|6:GAG;Note=SSR6
8|6:GAG@XM_044463507.1:865..882

Name=SSR69;ID=SSR69|6: AAG;Note=SSR6
9/6:AAG@XM_044463512.1:421..438

Name=SSR70;ID=SSR70|6:GAG;Note=SSR7
0/6:GAG@XM_044463522.1:457..474

Name=SSR71;ID=SSR71|7:ATG;Note=SSR7
17:ATG@XM_044463565.1:1221..1241



XM_044463 SSR 63 80 Name=SSR72;ID=SSR72|6:AGC;Note=SSR7
602.1 2|6:AGC@XM_044463602.1:63..80
XM_044463 SSR 195 142 Name=SSR73;ID=SSR73|6:ACC;Note=SSR7
605.1 3|6:ACC@XM_044463605.1:125..142
XM_044463 SSR 412 432 Name=SSR74;ID=SSR74|7:GAG;Note=SSR7
649.1 47:GAG@XM_044463649.1:412..432
XM_044463 SSR 353 370 Name=SSR75;ID=SSR75|6:AGC;Note=SSR7
688.1 5|6:AGC@XM_044463688.1:353..370
XM_044463 SSR 289 306 Name=SSR76;ID=SSR76|6:CGC;Note=SSR7
700.1 6]6:CGC@XM_044463700.1:289..306
XM_044463 Name=SSR77;ID=SSR77|9:TGA;Note=SSR7
729.1 SSR 1007 1033 719: TGA@XM_044463729.1:1007..1033
XM_044463 Name=SSR78;ID=SSR78|9:TGA;Note=SSR7
736.1 SSR 1037 1063 8|9: TGA@XM_044463736.1:1037..1063
XM_044463 SSR 960 986 Name=SSR79;ID=SSR79|9:TGA;Note=SSR7
741.1 9|19: TGA@XM_044463741.1:960..986
XM_044463 SSR 135 152 Name=SSR80;ID=SSR80|6:CCG;Note=SSR8
753.1 0]6:CCG@XM_044463753.1:135..152
XM_044463 Name=SSR81;ID=SSR81|6:CTC;Note=SSR8
809.1 SSR 384 401 1|6:CTC@XM_044463809.1:384..401
XM_044463 SSR 88 105 Name=SSR82;ID=SSR82|6:CCT;Note=SSR8
860.1 2|6:CCT@XM_044463860.1:88..105
XM_044463 SSR 2 43 Name=SSR83;ID=SSR83|14:CTT;Note=SSR
884.1 83|14:CTT@XM_044463884.1:2..43

4.4. Gelistirilen SSR Markorlerinin Fonksiyonel Anotasyonu ve e-PCR Sonuglari

Geligstirilen 12535 adet SSR markdr verisi yine biyoinformatik olarak fonksiyonel
protein anotasyonlarin tabi tutulmus olup protein kodlama verileri molekiiler fonksiyon

ve biyolojik proses, gruplanarak analiz edilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. SSR markor verisi fonksiyonel protein anotasyonlar: (molekiiler fonksiyon ve biyolojik proses)

7
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Tez kapsaminda gelistirilen 7276 tekil yeni SSR markdrii ekmeklik bugdayda
genetik stabilitenin tespiti i¢in Ongoriilen parametreler uyarinca, protein kodlama
potansiyeli, hekzaploid ekmeklik bugday genomunda tek kopya halinde bulunma olasilig1
ve yiiksek diizeyde varyasyon gosterme potansiyeli bakimindan e-PCR ve tiim ekmeklik
bugday genomuna e-mapping algoritmalar: tarafindan analiz edilmistir. Haritalan SSR
markorlerinden 22421 adet toplam amplikon tiretmistir (Sekil 4.3.). Markorlerin sirasi ile
816 markor tek lokus, 2609 markor iki lokus, 2212 markor ti¢ lokus, 616 markor ise dort
lokusa baglanmistir ve kalan markorler bes veya daha fazla sayida alel tiretmistir (Tablo

4.4.).

Tablo 4.4. Gelistirilen 7276 adet tekil SSR markdriiniin alel iiretme bakimimdan dagilimi gosterir tablo

Alleles Total markers

1 816
2 2609
3 2212
4 616
5 34
6 727
7 24
8 31
9 123
10 23
12 29
13 1
14 2
15 13

Tek lokus o6zelligi gosteren 816 SSR markdriinti i¢inden 36 adet markor
laboratuvarda ekmeklik bugday genotiplerinin saflik testlemesinde kullanilmak iizere
secilmistir. Markor secimi polimorfizim biriktirme ve tek kopya olma o6zellikleri
tizerinden belirlenmis bu noktada aday 816 adet lokusa ait sekans verileri NCBI veri
tabaninda arastirilmis ¢ok sayida sekans girisi ve temsili olan 201 SSR markor sekanslari
coklu hizalanarak SSR motiflerinde en cok sayida tekrar farkliligi goriilen 36 markor
secilmistir. Calismada tespit edilen 816 adet tek lokus SSR markorii, literatiirde benzer
caligmalarda tespit edilen ve haritalama, genetik ¢esitlilik ve popiilayon yapisi ¢alismalari
i¢in kullnilan tek lokus SSR markoérlerinden daha fazla sayidadir (Torada ve ark., 2006;
Varshney ve ark., 2000; Hao ve ark., 2011; Belete ve ark., 2021). Bu durumun temel
sebebi ekmeklik bugday referans genomunun gelistirilmesi ve ¢calisma kapsaminda hem

ab initio hem de referans temelli biyoinformatik yaklasimlarin kullanilmasidir.
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Ekmeklik Bugday Genomunda Markaor/Alel Dagilimi
S 2609
2500 o1
~ 2000 / i\
0
> / \
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=
S 1000 | 816 &16 727
o ¢
3 500
34/ | \2a 31 123 3 29 1 2 13
0 ’0\~0———0———0—0—»O
0 2 4 6 8 10 12 14 16
-500
Alel Sayisi

Sekil 4.3. Gelistirilen 7276 adet tekil SSR markoriiniin alel {iretme bakimindan dagilimi

4.5. Ekmeklik Bugday Genotiplerinde Cahsilmak Uzere SSR Markérlerinin

Secilmesi Ve Karakterizasyonu

Ekmeklik bugday genotiplerinde ¢alisilmak iizere se¢ilen 36 adet SSR markoriine
ait veriler ve alel biiyiikliikleri Tablo 4.5.’de verilmistir. Gelistirilen 36 adet markoriin
tamami1 PCR amplifikasyonu vermis olup ¢aligma kapsaminda tahmin edilen alel

biiyiikliiklerine benzer PCR iiriinleri iiretmislerdir.
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Tablo 4.5. Ekmeklik bugday genotiplerinde ¢aligilmak iizere segilen 36 adet SSR markdriine ait veriler
ve alel biiytikliikleri

Markor Adi Alel Biiyiikliigii (bp)
TA-SSR1024 259
TA-SSR1026 286
TA-SSR1029 279
TA-SSR1032 346
TA-SSR1035 342
TA-SSR1039 264
TA-SSR1049 292
TA-SSR1060 323
TA-SSR1067 176
TA-SSR108 253
TA-SSR1094 235
TA-SSR1097 244
TA-SSR113 328
TA-SSR1137 221
TA-SSR1146 335
TA-SSR1147 322
TA-SSR1162 311
TA-SSR1175 214
TA-SSR119 334
TA-SSR1191 282
TA-SSR1194 206
TA-SSR1195 306
TA-SSR120 183
TA-SSR1218 248
TA-SSR122 154
TA-SSR1226 267
TA-SSR1227 163
TA-SSR1238 247
TA-SSR1239 350
TA-SSR1241 343
TA-SSR1245 154
TA-SSR1247 331
TA-SSR1248 194
TA-SSR1272 274
TA-SSR1277 134
TA-SSR128 235
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Calisma kapsaminda genotipleme de kullanilan 36 adet SSR markérii 150 ile 354
bp arasinda biiyiikliigii degisen aleller iiretmistir (Sekil 4.4.). Calisma kapsaminda
kullanilan farkli ilerleme kademelerindeki 16 adet ekmeklik bugday genotipini yiiksek
¢Oziiniirliikte ayristirmis ve %70-%95 araliginda saflik gosteren 4 temel gruba ayirmistir.
S8 gibi ileri kendilenmis genotiplerde yiiksek diizeyde, S3 ila S4 seviyesinde ki

genotiplerde diisiik seviyede durulma oranlari tespit edilmistir.

SaflikTestlemesinde Kullanilan Markorlerin Alel Blyuklugu

g
w w b
8 & 8

250
200
150
100
50
0

e-PCR Alel Buyuklagu
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O DD H D DD S DO D D D O
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Markorler

Sekil 4.4. Ekmeklik bugday genotiplerinde calisilmak iizere segilen 36 adet SSR markériine ait veriler ve
alel biiytikliikleri.

Genotipleme de kullanilan 36 SSR markoriinden 9 tanesi kullanilan genotip
setinde genetik stabilite saflik/purity testlemelerinde kullanilabilecek bir ¢ekirdek markor
seti olarak belirlenmistir (Tablo 4.6.). Cekirdek set olarak belirlenen bu 9 markor sirasi
ile TA-SSR1060, TA-SSR1137, TA-SSR1175, TA-SSR1277, TA-SSR1241, TA-
SSR1248, TA-SSR1226, TA-SSR108 ve TA-SSR1097 isimli markdrlerdir. Ayrica
cekirdek markdr seti protein modellemeleri yapilmis olup veriler Sekil 4.6.°da
goriilmektedir. Cekirdek markor seti yliksek miktarda polimorfik alel {iretmistir. En
yiiksek sayida polimorfik veri TA-SSR1137, TA-SSR1241 ve TA-SSR1226 seklinde
olup 16 genotipte 11, 7 ve 6 adet farkli alel tiretmislerdir.
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Tablo 4.6. Tez kapsaminda gelistirilen 9 adet SSR markéoriinden olusan ¢ekirdek markor setine ait
markdr verisi.

Markor Adr Primer lleri ™m Primer Geri ™m
GGTCGGGAGGTT GCATGCCATTACCA
TA-SSR1060 59.791
TGATCTG TCCTTT
CTCCTCGTGAGCC GATGTGCGCCACA
TA-SSR1137 60.929 60.698
ATCTCC ACCTT
TGATCCAGGAGG TCCTCCATGACCCT
TA-SSR1175 60.160 59.460
AGATCGAC CATCTT
GCACAAGGGGTG GTTTCCAGGGAGA
TA-SSR1277 61.725 60.045
AGCTTTCT AGGGAAG
GGAGGCGGAGGA CAGAGCTGATCCC
TA-SSR1241 60.166 59.803
ATAAGAAG CTGTTTC
GGAAACCCTCGT GCCGAGATGGTCTT
TA-SSR1248 60.456 60.735
CATCTCCT CTCCTT
ACTACGACCGAG GAGCGAGATGTAC
TA-SSR1226 59.875 60.362
CCTTTTCA CGGAGAA
TCTTCCTTGCTGG CACCACTGCTGCTC
TA-SSR108 59.993 60.038
TTTGCTT CTGTT
TCGCGAGAGTTC CCTCGTCATCGTCA
TA-SSR1097 60.199 60.622
GTGTGTAG TCTTCC

4.6. Ekmeklik Bugday Genotiplerinin Genetik Stabilite Testlemesi:

Tez ¢aligmas1 kapsamida gelistirilen markorlerin ekmeklik bugday genotiplerinde
genetik saflik testlemesinde kullanilabilecegini gostermek {izere farkli ilerleme
kademelerinde bulunan 16 adet ekmeklik bugday genotipi 36 adet SSR markori ile
genotiplenmis olup 9 adet SSR markdriiniin yeterli ¢oziiniirligii sagladigi tespit
edilmistir. TA-SSR1241isimli markdr 16 genotipte 8 adet alel iireterek en yiiksek
polimorfizim gosteren markor olmustur (Sekil 4.5.). Genetik stabilite diizeyleri arastirilan
16 genotipin F3 ve F4 kademesinde bulunan sekiz genotip i¢in stabilite diizeyi %82-%87
arasinda tespit edilmis olup F5 ve F6 kademesinde ki alt1 genotip %93-95 arasinda son

olarak F7 ve ileri genotiplerde %97 ilizerinde tespit edilmistir (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. Ekmeklik bugday genotiplerinin stabilite diizeylerinin belirlenmesi

Genotip Adi flerleme Kademesi
Ekmeklik Bugday G1 %82-%87
Ekmeklik Bugday G2 %82-%87
Ekmeklik Bugday G3 %93-95
Ekmeklik Bugday G4 %93-95
Ekmeklik Bugday G5 %93-95
Ekmeklik Bugday G6 %82-%87
Ekmeklik Bugday G7 %82-%87
Ekmeklik Bugday G8 %82-%87
Ekmeklik Bugday G9 %82-%87

Ekmeklik Bugday G10 97%
Ekmeklik Bugday G11 %93-95
Ekmeklik Bugday G12 97%
Ekmeklik Bugday G13 %93-95
Ekmeklik Bugday G14 %82-%87
Ekmeklik Bugday G15 %82-%87
Ekmeklik Bugday G16 %93-95

Sekil 4.5. TA-SSR1241 isimli markoriin 16 ekmeklik bugday genotipinden elde edilen PCR iiriinlerinin

kapiler elektroforez sonuglari.

Calisma kapsaminda belirlenen dokuz adet SSR markoériinden olusan ¢ekirdek
markdr seti homoloji tabanli protein modelleme analizlerine tabi tutulmus olup
(Waterhouse vd. 2018, Bienert vd. 2017, Guex vd. 2009) hem protein tanimlamalari hem
de NCBI veri bankasinda bulunan 9 markdriin farkli genotiplerde yiiklenmis olan DNA
sekans verileri indirilmis ve SSR markor motifi bakimindan polimorfik olan sekanslar

hizalanarak tespit edilmistir (Tablo 4.8.).
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Tablo 4.8. Cekirdek markor setine ait kromozomal pozisyon ve protein tanimlari

Markér Ad1  Pozisyon Protein Tanimlar1

TA-SSR1060  Chr3A Triticum aestivum GDSL esterase/lipase At4g10955-like
TA-SSR1137  Chr3A Triticum aestivum signal recognition particle subunit SRP
TA-SSR1175 ChrlA Triticum aestivum chaperone protein ClpB1-like
TA-SSR1277  Chr3B Triticum aestivum uncharacterized LOC12306
TA-SSR1241  ChrlA Triticum aestivum ethylene-responsive transcription factor ERF109
TA-SSR1248  Chr3B Triticum aestivum uncharacterized LOC123066203
TA-SSR1226  Chr3B Triticum aestivum uncharacterized LOC123065205
TA-SSR108  Chr2B Triticum aestivum mitochondrial inner membrane protease subunit 2
TA-SSR1097  Chr3A Triticum aestivum acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32

Omek olarak TA-SSR1241 markérii icin veri tabaininda bulunan 21 farkli
genotipe ait sekans SSR motif farkliliklar1 tizerinden 3 gruba ayrilmistir. Farkli bulunan
sekanslardan a.a sekanslar1 tahmin edilmis ve farklilik olusan iki a.a sekansi iizerinden

protein modellemeleri yapilmistir (Sekil 4.6.).

@
TA-SSR1241 Markori- ethylene-responsive transcription factor ERF109-like Protein model

Sekil 4.6. TA-SSR1241markdriiniin SSR motif polimorfizimi gosteren iki farkli verisine ait homoloji
tabanli protein tahminleri ve ramachandran grafikleri. A-B TA-SSR1241, C-D TA-SSR1241-1 varyanti.

TA-SSR1241 ve TA-SSR1241-1 varyasyonuna ait veriler modellendiginde hem
protein modellerinin i¢ fonksiyonel domaininde hem de protein modelleri i¢in olusturulan

ramachandran grafiklerinde hem phi agisinda degisim oldugu hem de ptotein modellinin
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arka yapisinda TA-SSR1241-1 varyantinda glisin a.a degismesi hem agilart hemde

modelin yapisint degistidigi gézlemlenmektedir.

5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonugclar

Tez c¢alismast kapsaminda ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)
genotiplerinde genetik saflik testlemeleri i¢in kullanilabilecek genom spesifik, tek kopya
ve polimorfizim potansiyeli yiiksek SSR markorlerinin gelistirilerek validasyonu
hedeflenmistir. Ekmeklik bugday genomu yiiksek genom biiyiikligii ve kompleks genom
organizasyonuna sahip hekzaploid bir genomdur. A, B ve D genomlarinin hibridizasyonu
streclerinde hem genomlar arast hem de genom iginde genomik lokuslarin
duplikasyonlari, translokasyonlarinin siklikla olustugu referans genom projesi sonucu
ortaya koyulmustur. Ozellikle bu kompleks genom yapist ¢oklukla genom igi sekans
benzerliklerini arttirmistir. Bu 6nemli bilgi o6zellikle tek kopya genomik bdlgelerin
tespitinin onemini saflik testlemesi ¢aligmalarinda elzem kilmaktadir. Tez calismast
kapsaminda ekmeklik bugday referans genomu hem ab initio hem de homoloji tabanlt
yaklasimlar ile biyoinformatik olarak analiz edilerek genetik stabilite testlemelerinde
kullanilmak iizere aday markor bolgelerinin tespitti ve markdrlerin gelisilmesi calismalari
yiiriitilmistir. Calisma kapsaminda 13535 adet tri-niikleotid SSR motifi tespit edilmis
olup yiiksek kalite parametreleri kullanilarak aday SSR markoérlerini tanimlayacak
primerler dizayn edilmistir. Ekmeklik bugday genomuna spesifik 7276 adeti unique SSR
markori ¢alisma kapsaminda gelistirilmis olup, bu markdrler referans genoma yine
biyoinformatik algoritmalar ile haritalanmistir. Tek kopya SSR markorleri bu sonuglar
tizerinden filtrelenmis ve 816 adet tek kopya SSR markorii haritalanmistir. Polimorfizim
iiretme kabiliyetleri, protein anotasyon verileri incelenerek 36 adet SSR markdorii
laboratuvarda ekmeklik bugday genotiplerinde saflik testleme ¢alismalarinda
kullanilmistir. Farkli ilerleme (durulma) kademelerimdeki ekmeklik bugday genotipleri
bu markdr seti ile incelenmis ve genetik stabilite diizeyleri tespit edilmistir. Daha sonra
36 SSR markoriiniin i¢cinden dokuz adet SSR markortii yereli ¢oziintirliigli agladig: tespit
edilmis olup bu dokuz SSR markérii ekmeklik bugdayda kullanilmak iizere karakterize

edilmistir. Tez c¢alismast sonucunda ekmeklik bugdaylarin saflik tespitinde
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kullanilabilecek tekrar edilebilir genom spesifik, yliksek c¢oziiniirliikte markdr seti

gelistirilmistir.
5.2. Oneriler

Calisma kapsaminda 7276 adet SSR markorii genomik koordinatlari tespit
edilerek karakterize edilmistir. Bu markor seti hem ekmeklik bugday genetik
haritalarinda kullanilabilecek nitelikte olup hem de bu markér seti referans anotasyonu
olan oOnemli agronomik Ozelliklere iligkili bolgelerde segilim i¢in kullanilma
potansiyeline sahiptir. Bu markor seti ileride genetik iliskilendirme ve haritalama
calismalarinda kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica gelistirilen ve validasyonu
gerceklestirilen 36 adet SSR markorii daha genis bir ekmeklik bugday gen
koleksiyonunda denenerek ayrim, ¢oziiniirlikk giicli tespit edilmelidir. Tez kapsaminda
karakterize edilen markor seti farkli bugday tiirlerinde denenerek transfer edilebilme
kabiliyetleri denebilecegi ongoriilmektedir. Son olarak tez g¢aligma sonuglar1 ekmeklik
bugday c¢esitlerinin DNA parmak izi analitlerinde ve DNA barkodlarinin

olusturulmasinda kullanilmasi ileride gergeklestirilecek caligsmalar i¢in Onerilir.
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