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OZET

Bu calismada 14 siyez bugday1 (7riticum monococcum L.) 7 ISSR markoérii kullanilarak
genetik iligkileri belirlenmistir. Aragtirma sonucunda 68 polimorfik bant elde edilmis olup
polimorfizm orani (P%) ortalama %97.5 olarak hesaplanmistir. Genetik cesitlilik (H) degeri 0.38 ile
0.50 arasinda olup, ortalama 0.45 olarak belirlenmistir. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.30 ile 0.37
arasinda olup, ortalama 0.34 olarak saptanmistir. Ortalama Jaccard benzerlik degeri 0.4554 olarak
tespit edilmistir. Dendogram sonucuna gore genotipler iki kiimede gruplanirken, PCoA grafiginde
dort alt kiimeye ayrildiklari belirlenmistir. Genetik varyasyonun belirlenmesi ve filogenetik
iligkilerin karakterize edilmesinde ISSR markorlerinden yararlanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar kelimeler: Siyez Bugday1, Triticum monococcum L., ISSR, Islah
GENETIC DIVERSITY OF SOME EINKORN WHEATS BY ISSR MARKERS
ABSTRACT

In this study, genetic relationships of 14 einkorn wheats (7riticum monococcum L.) were
determined using 7 ISSR markers. As a result of the research, 68 polymorphic bands were obtained
and the polymorphism ratio (P%) was calculated as average 97.5%. The genetic diversity (H) value
varied between 0.38 and 0.50, and the average H value was determined as 0.45. Polymorphism
information content (PIC) changed between 0.30 and 0.37 with an average 0.34. The average of
Jaccard similarity index was determined as 0.4554. According to the result of the dendogram, all
genotypes are grouped into two clusters. On the other hand, PCoA analysis demonstrated that
einkorn wheats divided into four sub-clusters in graph. In conclusion, ISSR markers can be used to
determine genetic variation and characterize phylogenetic relationships.
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GIRiS

Bitki gen kaynagi zenginligi acisindan Tiirkiye 6nemli bir bitki Ortiisiine sahip oldugu
bilinmektedir. Tiirkiye, Diinya gen merkezleri igerisinde Akdeniz ve Asya Mindr grubu igerisinde
bulunmasindan dolay1 zengin bir floraya sahiptir (Vavilov, 1994). Tiirkiye’nin zengin florasi,
bulundugu konum ve bircok bitki tiirline gen kaynagi ve orijin (anavatan) olmasindan
kaynaklanmaktadir (Eren, 2014). Tiirkiye’nin anavatan oldugu bu bitki tiirlerinin basinda hig
siiphesiz bugday (7Triticum sp.) bitkisi gelmektedir. Bugday bitkisi artan diinya niifusunun beslenme
ihtiyacinin karsilanmasinda en 6nemli kaynak oldugu bilinmektedir. Tiirkiye’de bugday bitkisi
binlerce yillik tarihiyle 6nemli bir kiiltiir bitkisi olarak degerlendirilmektedir (Zohary ve Hopf,

1988; Harlan, 1995). Siyez bugdayinin ise iiretim miktarinin artacagi bildirilmektedir (Demirel,
2020).

Bugday bitkisinde verim ve kalitenin arttirilmasinda ¢esitlerin belirlenmesi amaciyla genetik
kaynaklar 1slah ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. Bugday 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasi gereken
onemli bir genetik kaynak ise siyez (Triticumm monococcum L.) bugdayidir. Siyez, gilinlimiizde
kullanilan bugday genotiplerinin atasal bugdaylarindan biri olarak kabul edilmektedir (Karabak ve
ark., 2019; Kaplan, 2020). Kiiltiirii binlerce yil dncesine dayanan siyez bugdayi, hayvan ve insan
beslemesi agisindan oldukca 6nemlidir. Kiiltiirli yapilan bugday c¢esitlerine kiyasla daha ¢ok protein,
yag ve organik madde igerdigi ¢aligmalarla belirlenmistir. Ayrica siyez bugdayinin olumsuz iklim
ve verimsiz toprak kosullarinda yetisebildigi bildirilmistir (Zengin, 2015; Karabak ve ark., 2019).
Morfolojik ve molekiiler ¢aligmalarda siyez bugdaylar1 aragtirmacilar tarafindan 1slah ve molekiiler
caligmalar1 i¢in kaynak olarak kullanilmistir (Gurcan, 2017; Demirel, 2019; Eren, 2020).

Bitki 1slah caligmalarinda genotipler arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesinde molekiiler
markdrler kullanilmaktadir. Molekiiler markér gibi biyoteknolojik araglar, gen bolgelerinin
karakterize edilmesi, gen kesfi, genetik haritalama ve baz1 taksonomi c¢aligmalara katki
saglamaktadir (Kwon ve ark., 2005; Soorni ve ark., 2013). Ozellikle genetik varyasyonun, baglanti
haritalarinin belirlenmesiyle ¢esitler arasi genomik degiskenligi ortaya koymaktadir (Giilsen ve
Mutlu, 2005). Molekiiler markor teknigi yaklasik yarim asirdir PCR temelli olarak kullanilmaktadir
(Schulman 2007; Hubby ve Lewontin, 1966). Genetik varyasyonun belirlenmesinde kullanilan SSR,
SRAP, REMAP, IRAP, RBIP, SSAP, SNP gibi ¢esitli molekiiler markdr teknikleri bulunmaktadir.
Genetik ¢esitliligin belirlenmesi i¢in farkli teknikler kullanilmasi gerekmektedir. Bu tekniklerin
disinda giiniimiizde kullanilan bir diger molekiiler teknik ise ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat)
teknigidir. Bu nedenle farkli markor teknikleri ile genetik varyasyonun belirlenmesi oldukga
onemlidir.

El-Assal ve Gaber (2012) RAPD, ISSR ve SSR belirteclerinin genetik iliski kurma ve Misir
ve Suudi bugday c¢esitleri arasinda ayrim yapmadaki yeteneklerini inceledikleri ¢aligmada ISSR
belirteglerinin daha fazla rekiirrens (geri tekrarlana bilirlik) oldugu ve yiiksek polimorfizm sagladig:
boylece ¢esit ayrimciliginda kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Bu ¢alismada son yillarda 6nemi artan ve 1slah ¢aligmalarina katki saglamasi1 amaciyla siyez
bugdaylarinda genetik varyasyonun belirlenmesi ve filogenetik iliskilerin karakterize edilmesi
amaglanmstir.

MATERYAL VE METOT

Calisma Kayseri Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi Bitki Biyoteknolojisi
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan siyez bugdaylar1 Igdir Universitesi Tarla
Bitkileri Boliimii biinyesinde temin edilmistir.
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DNA izolasyonu i¢in 0.4 g yaprak ornekleri kullanilarak, Doyle ve Doyle (1990)’ye gore
CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) ekstraksiyon protokolii modifiye edilerek
uygulanmistir. Izole edilen DNA konsantrasyonlar: 230/280 nm dalga boyunda spektrofotometrik
cihaz1 kullanilarak 6lgiilmiistiir. Olgiimii yapilan DNA’lar 5 ng/ul olacak sekilde PCR analizine
hazirlanmistir. 20 pl’lik PCR kokteyli hazirlanarak, PCR isleminde reaksiyon i¢in 94 C’de 1 dakika
1 dongii, 94 °C’de 45 saniye markor baglanma sicakliginda 45 saniye 72 °C’de 1 dakika 42
dongiiyle yapildiktan sonra 72 °C’de 5 dakika 1 dongii basamaklari ile sonlandirilmistir. PCR
yardimiyla c¢ogaltilan DNA’lar TBE tampon igerisinde %?2’lik agaroz jel iizerinde elektroforez
kullanilarak 120 V’da 3 saat yiriitilmiistiir. Elektroforez isleminden elde edilen PCR iiriinleri
kuyulara eklenmistir. Elektroforez sonrasinda jeller UV 1s1mn1 altinda goriintiileri kayit altina
alinmistir. Literatiir bilgileri dogrultusunda 4 bugday 6rnegi lizerinde yapilan amplifikasyon sonucu
7 primer ile ¢alisilmistir. Calismada kullanilan ISSR primerler sirastyla UBC-845, UBC-840, UBC-
823, UBC-851, UBC-826, UBC-818 ve UBC-822’dir. ISSR primerleri kullanilarak elde edilen jel
goriintiileri incelenerek bant varligt durumunda ‘1°, bant yoklugunda 0’ seklinde skorlanmistir.
Skorlama sonrasi polimorfik bant sayisi (PB), polimorfizm orani (P%), gen cesitliligi (H) ve
polimorfizm bilgi icerigi (PIC) gibi parametreler belirlenmistir (Peakall ve Smouse, 2006; Liu ve
Muse, 2005). Genotiplere ait benzerlik indeksi Jaccard (1912)’a goére NTSYS-pc V2.11 programi
kullanilarak belirlenmistir (Rohlf, 2000). Genotipler aras1 benzerlik dendogrami MEGA programi
kullanilarak olusturulmustur (Kumar ve ark, 1994). iki boyutlu PCoA grafik GENALEX V6.5
programi kullanilarak elde edilmistir (Peakall ve Smouse, 2006).

Cizelge 1. Siyez bugday1 genotiplerine ait amplifikasyon sonuglari

Bant Sayisi Cesitlilik Degerleri

Sekans Sicakhk PB P% H PIC
UBC-845 (CT)8RG 45 12 90 0.38 0.30
UBC-840 (GA)BYT 45 12 100 0.44 0.33
UBC-823 (TC)8C 45 10 97.5 0.43 0.33
UBC-851 (GTRYG 45 8 100 0.49 0.37
UBC-826 (AC)8C 45 12 95 0.50 0.37
UBC-818 (CA)8G 45 8 100 0.48 0.36
UBC-822 (TC)8A 45 6 100 0.49 0.37
Toplam 68
Ortalama 9.71 97.5 0.45 0.34

BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 14 siyez bugdayr ile 7 ISSR primeri kullanilarak polimorfizm durumlar
incelenmistir. 14 siyez bugdayina ait amplifikasyon sonuglar1 Cizelge 1°de detayli bir sekilde
verilmigtir. Calismada kullanilan primerlerden elde edilen ortalama polimorfik bant sayis1 9.71 ve
toplam polimorfik bant sayisi ise 68 olarak belirlenmistir. Calismada %100 polimorfizm elde edilen
primerler sirastyla UBC-840, UBC-851, UBC-818 ve UBC-822 markorleri oldugu saptanmistir. En
diisiik polimorfizm orani ise %90 ile UBC-845 markoriinden elde edilmistir. Ayrica ortalama
polimorfizm orani %97.5 olarak belirlenmistir. Olgun et al. (2015) 5 ISSR primeri ile yaptiklar
calismada %95.5 oraninda polimorfizm elde etmislerdir. Ayrica Altindal ve ark. (2017) tritikale
cesitlerinde 16 primer kullanarak ortalama %42.27 polimorfizm orani bildirmislerdir. Zhu ve ark.
(2011) bes ISSR markorii ile yeniden firetilebilir toplam 43 farkli bant ortaya ¢ikarmis, 43 bandin
29’unun (%67.44) polimorfik oldugunu raporlamislardir. Abdel-Lateif ve Hewedy (2018)
yiiriittiikleri calismada bugday genotiplerini bes ISSR primerleri ile analiz ederek toplam 34 bantin
olustugunu ve bu bantlardan 23"iniin polimorfik oldugunu (P% = %68) sunmuslardir.
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(Calisma sonucunda ortalama H degeri H=0.45 iken, en yiiksek H degeri H=0.50 ile UBC-826
markdriinde ve en diisiik H degeri ise 0.38 ile UBC-845 markdriinde belirlenmistir. Dashchi ve ark.
(2012) yiiriittiikleri ¢alismada ISSR analizi kullanarak Iran ekmeklik bugdaylarinda ortalama H
degerini 0.36 olarak rapor etmiglerdir. Ma ve ark. (2006) bugdayda genetik yakinlig1 incelemek icin
ISSR markérlerini kullanmis, PIC degerlerini en diisiik 0.601 olarak, en yiiksek 0.941 olarak ve
ortalamasini da 0.791 olarak bulduklarini bildirmislerdir. Calismamizdaki PIC degeri Ma ve ark.
(2006)’nin PIC degerinden diisiik ¢ikmis olup, onlarin bugday genotiplerini 1slah hatlarindan segmis
olmalarindan kaynakli olabilecegi kanaatine varilmistir. Benzer bir ¢aligmada Khaled ve ark. (2015)
ISSR yontemi ile ortalama PIC degerini 0.10 olarak, RAPD yontemi ile ortalama PIC degerini 0.15
olarak raporlamislardir. Etminan ve ark. (2016) ise ISSR analizi ile elde ettikleri bulgularda
ortalama PIC degerini 0.41 olarak bulmuslardir.

PIC, mevcut her bir bandin iligki frekanslarin1 hesaba kattig1 i¢in, ham bant sayisindan biraz
daha iyi bir ¢esitlilik tahmini saglar (Comertpay ve ark., 2012).

Cizelge 2. Siyez bugdaylarina ait Jaccard benzerlik degerleri

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14
S1 1
S2 0.9600 1
S3 0.6667 0.6364 1
S4 0.9231 0.9597 0.6176 1
S5 0.1053 0.1071 0.1333 0.1053 1
S6 0.6333 0.6000 0.6875 0.5806 0.0164 1
S7 0.0508 0.0517 0.0635 0.0508 0.7857 0.0167 1
S8 0.1509 0.1538 0.1786 0.1509 0.6818 0.1111 0.6222 1
S9 0.0714 0.0727 0.0833 0.0714 0.7805 0.052 0.7561 0.5435 1
S10 0.7143 0.6786 0.5143 0.6552 0.0893 0.6207 0.0909 0.1800 0.0357 1
S11 0.0339 0.0345 0.0476 0.0339 0.7619 0.0169 0.8718 0.6000 0.8205 0.0536 1
S12 0.0536 0.0545 0.0667 0.0536 0.7143 0.0357 0.775 0.5556 0.6829 0.0556 0.7949 1
S13 0.0351 0.0357 0.0667 0.0351 0.6744 0.0545 0.8205 0.5556 0.6829 0.0755 0.8421 0.7436 1

S14 0.0357 0.0364 0.0500 0.0357 0.7317 0.5100 0.7500 0.5682 0.7436 0.0370 0.8158 0.7179 0.7632 1

Siyez bugdaylar1 arasindaki benzerlik oranlarin1 belirlemek icin Jaccard benzerlik
degerlerinden yararlanilmigtir. S1 ve S2 genotipleri 0.96’lik deger ile birbirine en ¢ok benzeyen
genotipler olurken S5 ve S6 genotipleri 0.0164’°liik deger ile birbirine en az benzeyen genotipler
olarak saptanmustir. Jaccard benzerlik degerleri ortalamasi ise 0.4554 olarak hesaplanmistir (Cizelge
2). Carvalho ve ark. (2009) ISSR markorlerini kullanarak Portekiz ekmeklik ve makarnalik
bugdaylarinda genetik ¢esitliligi aragtirdiklar1 ¢alismada Jaccard benzerlik degerlerinin 0.32 ile 0.85
arasinda degistigini bildirmislerdir. Burkhamer ve ark. (1998)’da yaptiklar1 benzer bir ¢aligmada da
bugdaylar arasi benzerlik degerlerinin 0.34 ile 0.81 araliginda degistigini rapor etmislerdir. Bizim
calismamizda bu degerlerin 0.0164’e kadar diismesinin sebebi se¢ilmis siyez bugdaylarindaki
genetik uzakligin yiiksek olmasindan kaynaklandigini géstermektedir.
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Sekil 1. Siyez bugdaylarina ait dendogram

Dendogram ve PCoA (Temel koordinat analizi) birlikte incelendiginde siyez bugdaylar: iki
farkli kiimeye ayrildig1 (A ve B) daha sonra dort farkli alt kiimelere boliindiigli saptanmistir (Sekil
1). A kiimesi igerisinde Sekil 2°de gosterilmis siyah ve mavi kiimeler bulunmaktadir. Siyak kiimeyi
S1, S2 ve S4 genotipleri olustururken, mavi kiimeyi ise S3, S6 ve S10 genotipleri olugturmaktadir.
B kiimesi igerisinde Sekil 2°de gosterilmis kirmizi ve yesil kiimeler yer almaktadir. S5, S8 ve S9
genotipleri kirmizi kiimede bulunurken, S7, S11, S12, S13 ve S14 genotipleri ise yesil kiimede
gruplanmistir.

Principal Coordinates (PCoA)

Coord. 2

®Seril

@ S6

Coord. 1

Sekil 2. Siyez bugdaylarina ait PCoA grafigi

SONUC

Bu c¢aligmada 7 ISSR markorii ile 68 polimorfik bant elde edilmis olup 14 siyez genotipi
dendograma gore 2 kiimeye, PCoA grafigine gore de 4 alt kiimeye ayrildig1 belirlenmistir. Yeni
spesifik belirteglerin tanimlanmasi, yetistiricilerin 1slah programlar1 i¢in bugday germplazmasini
degerlendirmesi ¢ok dnemlidir. Genetik varyasyonun belirlenmesi, filogenetik iliskilerin karakterize
edilmesi ve ISSR markérlerinin yeterliligini arastirdigimiz bu ¢alisma ile 1slahgilar ve arastirmacilar
icin faydali bilgiler sunulmustur.

Planlanacak 1slah ¢alismalari i¢in bu arastirmanin sonuclar1 degerli katkilar saglayabilecegi
fakat farklt markor sistemleri ve morfolojik arastirmalarla da ¢aligmanin desteklenmesi gerekliligi
sonucuna varilmistir.
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