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Bu calisma Tiirkiye orjinli 28 arpa ¢esidi igerisindeki genetik farkliliklar1
ortaya ¢ikarmak icin yapilmistir. Genetik farkliliklar1 saptamak i¢in fizyo-morfolojik
baz1 karakterler ile ISSR DNA Molekiiler isaretleyi teknigi kullanilmistir. Arpa
cesitleri, bazi fizyo-morfolojik ozellikleri incelemek ig¢in 2003-2004 yetistirme
yilinda Tarla Bitkileri Arastrma ve Uygulama Alanina ekilmistir. Inceleme
sonucunda hem iki swrali hemde alt1 swrali arpa ¢esitleri igersinde ¢esit bazinda
farkliliklar saptanamamagtir.

Arpa cesitlerinde DNA seviyesinde genetik cesitliligi saptamak i¢in 64 ISSR
primerler1 ilk olarak 7 adet arpa cesidinde kullanilmis ve 64 ISSR primerindan 57
tanesinin PCR iirlinii trettigi saptanmistir. Polimorfizim oranma goére 10 ISSR
primert secilmistir. 28 arpa cesidinde kullanilan 10 ISSR primer1 toplam 75 adet
band iiretmis olup bunun 51 adedinin polimorfik oldugu goriilmiistiir. Polimorfizm
seviyesinin gostergesi olan PIC degeri calismada en yiiksek 0.844, en diisiik 0.354
olmak iizere ortalama 0.611 olarak bulunmustur. Genetik uzaklik katsayis1 0.05 ve
0.37 simnirlar arasinda degismistir. Efes-2 ile Yesevi-93 cesitlerinin genetik olarak
birbirlerine en yakin, Karatay-94 ile Aday-4 c¢esitlerinin ise genetik olarak birbirine
en uzak cesit oldugu tespit edilmistir. Bu caligmada, arpa cesitleri arasindaki
benzerlik  ve  farklihklar1  saptamada  fizyo-morfolojik  benzerliklerin
kullanilabilirliginin yetersiz, “ISSR Markor Teknigi” ise yeterli oldugu sonucuna
varilmastir.

Anahtar Kelimeler : Arpa, Hordeum vulgare, ISSR, Genetik Cesitlilik
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DETERMINING OF GENETIC DIVERSITY OF BARLEY VARIETIES
GROWN IN TURKEY USING ISSR (INTER SIMPLE SEQUENCE
REPEAT) MARKER TECHNIQUE
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This study was conducted to determine genetic diversity in 28 barley cultivars
originated from Turkey (22 two-raw and 6 six-raw) using some physio-
morphological characters and ISSR DNA molecular markers. To study some
physio-morphological characters, these varieties were planted in field during 2003 —
2004 growing year. Based on this study, no any differences found among the barley
varieties.

To study genetic diversity in 28 barley varieties by ISSR molecular marker,
64 ISSR primers were screened in 7 varieties. 57 of 64 produced a PCR product. 10
ISSR were selected according their polymorphism level. These ISSR primers totally
produced 75 bands, and 51 were polymorphic. Average “Polimorphism Information
Content” (PIC) was 0.611, with minimum PIC 0.354 and maximum PIC 0.844.
Genetic Distance Coefficient average was found 0.214, and range from 0.05 to 0.37.
Minimum genetic distance was found between Efes-2 and Yesevi-93 and maximum
was between Karatay-94 and Aday-4. In this research, “physio-morphologic
characteristics” was found insufficient for detecting similarities and differences
between barley genotypes where “ISSR Markers Technique” was successful for
seperating the cultivars.

Key Words: Barley, Hordeum vulgare, ISSR markers, Genetic Diversity
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1. GiRiS Deniz YALIM

1. GIRIiS

IIk kiiltire alnan tarla bitkilerinden biri olan arpa, Gramineae familyasi,
Hordeum cinsine aittir. Hordeum cinsi kendi i¢cinde Hordeum, Anisolepis, Critesion
ve Stenostachys olmak iizere 4 seksiyona ayrilir. Hordeum seksiyonu ise Hordeum
vulgare L., Hordeum bulbosum L. ve Hordeum murinum L. olmak iizere 3 tiire
ayrilmaktadir. Diinyada kiiltiirii yapilan arpa c¢esitleri Hordeum vulgare tiiriine
girmektedir.

Arpa, hayvansal protein iiretimi, un ve bira sanayi ile insan beslenmesinde
kullanilan 6nemli bir hammadde olmasinin yam sira tuza karsi dayanikli olmasi
nedeniyle sulu tarim alanlarinda coraklasan topraklarin islahinda kullanilan 6nemli
bir kiiltiir bitkisidir. Kalite ve kullanim 6zelligi ag¢isindan genis bir yelpazeye sahip
olan arpadaki gen kaynaklarmin kayit altina alinmasi ve Tiirkiye’de yetistirilen
cesitlerin morfolojik ve DNA seviyesinde birbiri ile karsilastirilmasi, var olan
genetik potansiyelin ortaya konulmasi ac¢isindan onemlidir. Dogadan toplanan
bitkisel Orneklerde ilk Onceleri morfo-fizyolojik ©zelliklerin incelenmesiyle
genetiksel varyasyonlar bulunmaya calisilmis, bunu biyokimyasal markorler
(izoenzim ve dane proteinleri) izlemis ve son olarak ta molekiiler seviyede genetiksel
varyasyonu ortaya c¢ikaracak teknikler gelistirilmistir.

Bitkiler arasindaki genetik varyasyonu ortaya ¢ikarmak icin farkli molekiiler
DNA isaretleyici teknikleri kullanilmaktadir. Ik olarak genetik varyasyonlarin
tanimlanmasinda RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) teknigi
kullanilmistir ( Tanskley ve ark., 1989; Backmann ve Sollers, 1983). Bu yontem kisa
bir siirede fazla sayida 6rnegin incelenmesini miimkiin kilmadigindan ve fazla sayida
laboratuvar islemine gereksinim duyulmasindan dolay1 kullanimi azalmistir. Daha
sonra PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali yontemler, molekiiler genetik
caligmalarinda umut verici bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (Williams et al., 1990;
Welsh ve ark., 1990).

Bir¢ok bitki tiiriinde ¢esitler arasindaki genetik varyasyonu ortaya ¢ikarmakta
hangi molekiiler DNA tekniginin en uygun oldugunu belirlemek amaciyla RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms), AFLP (Amplified Fragment Length
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Polymorphisms), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeat), ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) DNA isaretleyici
teknikleri karsilastirimis ve polimorfizm bakimindan SSR ve AFLP teknikleri,
maliyet bakimimdan RAPD ve ISSR teknikleri, tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP,
SSR, ISSR ve AFLP DNA tekniklerinin avantajli olduklar1 belirlenmistir. Bunlarin
yam sira ¢alisilacak laboratuvar olanaklar1 g6z oniinde bulunduruldugunda, RAPD
ve ISSR yontemlerinin radyoaktif madde kullaniminin olmadig1 ve kosullarin smirl
oldugu laboratuvarlarda rahatlikla kullanilabilecek yontemler oldugu bildirilmistir
(Powell ve ark., 1996; Russel ve ark., 1997; Pejic ve ark., 1998).

Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen hazir iiretilmis diniikleotid,
tetraniikleotid ve pentaniikleotid tekrarlarina dayanan bazlara sahip primerlerin
kullanildig1, genotipleri birbirinden ayirma giiciiniin yiiksek ve uygulama maliyetinin
diisiik olmasi 6zelligiyle bilinen, ISSR ( Basit Diziler Arasi1 Tekrar) teknigi; bugday
(Nagaoka and Ogihara, 1997), arpa (Sanchez et al.1996; Fernandez et al. 2002),
celtik (Qian et al. 2001), misir (Kantety et al. 1995), pamuk (Liu ve Wendel, 2001)
ve diger bir cok kiiltiir bitkisinde tiir i¢ci ve tiirler arasi1 genetik varyasyonun
saptanmasinda, bugday (Nagaoka and Ogihara, 1997), arpa (Tanyola¢, 2003;
Fernandez et al. 2002), misir (Pejic et al.1998), celtik (Blair et al.1999), pamuk (Liu
ve Wendel, 2001), patates (Prevost and Wilkinson, 1999), bezelyede (Metais et
al.2000) ve daha bir cok kiiltiir bitkisinde tiirlerin veya tiir i¢i ¢esitlerin birbirlerinden
ayrilmasinda basar1 ile kullanilmis olup halen yukarida ifade edilen caligma
konularinda yogun olarak kullanilmaktadir.

Bu arastirmanin amaci, Tirkiye’de yetistirilen bazi biralik ve yemlik arpa
cesitlerinin, morfolojik ve DNA seviyesinde genetik cesitliligini ortaya ¢ikarmaktir.
Ozel olarak;

a) biralik ve yemlik arpa ¢esitlerinin morfolojik olarak genetik varyasyonunu
saptamak,

b) Arpa cesitlerini DNA seviyesinde birbirinden ayirmamiza yarayan en uygun
ISSR primerlerini belirlemek ve

c) ISSR DNA isaretleyicisi teknigini kullanarak DNA seviyesinde Tiirkiye’de

ticari olarak yetistirilen arpa ¢esitlerinde genetik iligkileri incelemektir.
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2. ONCEKi CALISMALAR

Bernard ve ark. (1997), RAPD molekiiler isaretleyicisini kullanarak, Tiirkiye,
Iran ve Israil’den temin ettikleri 20 vyabani arpa (Hordeum spontaneum)
populasyonunun 88 genotipinde genetik ¢esitliligi bulmak icin yapmis olduklar1 bu
arastirmada, kullanilan 33 RAPD primerinden 22 primerin iyi iiriin verdigini (1-11
polimorfik band), 4 genotip disindakilerin DNA parmak izlerinin ayn1 olmadigini,
toplam genetik varyasyonun % 75’inin populasyon i¢inden, geri kalan % 25’inin ise
populasyonlar arasinda saptandigini bildirmislerdir.

Igbal ve ark. (1997), 23 elit seviyedeki ticari pamuk cesidi arasindaki genetik
farkliliklar1 RAPD teknigi ile arastirdiklar1 bu calismada, 50 RAPD primeri
kullandiklarini, 49 RAPD primerinin polimorfik bant olusturdugunu, toplam 349
bant amplifikasyonundan % 89.1’ini polimorfik olarak gézlemlediklerini bildirerek
RAPD tekniginin melezleme 1slahinda kullanilacak anaglarin se¢ciminde yardimci
olabilecegini rapor etmislerdir.

Schut ve ark. (1997), AFLP DNA molekiiler isaretleyicisini kullanarak 31
arpa genotipinde genotipler arasi genetik benzerligi arastirdiklar1 bu calismada,
AFLP analizinden elde edilen sonuglari ii¢ farklt metod kullanarak genetik akrabalik
degerlerini hesapladiklarini, AFLP sonuglarini pedigri ve morfolojik karakterlerle
karsilastirdiklarin1 ve morfolojik ve pedigri ozellikleri ile AFLP verilerine gore
hesaplanan genetik benzerlik degerleri arasinda korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

Terzi (1997), baz1 arpa, yulaf ve tritikale ¢esitlerinin RAPD bandi olusturma
yeteneklerini saptamak amaciyla yaptiklar1 arastirmada; arpada ve tritikalede 7,
yulafta ise 6 primerin bu tiirler i¢in tiire 6zgii RAPD band1 olusturabildigini ayrica
RAPD tekniginin cesit tanmimlamasinda ve genotipler arasi genetik iliskileri
incelemekte kullanilabilecegini bildirmistir.

Cao ve ark. (1998), RAPD molekiiler isaretleyicisini kullanarak, 69 Triticum
spelta ve 32 Triticum macha primitif bugday tiiriinde genetik c¢esitliligi hesaplamak
icin yapmis olduklar1 bu arastirmada, toplam 10 RAPD primeri kullandiklarini, elde
edilen verileri genotiplerin birbirleriyle olan genetik benzerliklerini bulmak i¢in

Jaccard Genetik Benzerlik Katsayisi formiiliine gore hesapladiklarini, Triticum spelta
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ve Triticum macha genotiplerinin cografi orjinleriyle uyum icinde olduklarini,
Triticum macha bugday germplasminin Triticum spelta bugdaymdan daha fazla
genetik cesitlilige sahip oldugu, bazi genotiplerin duplike oldugunu, arastirma
sonucu olarakta RAPD tekniginin, bugday germplasm koleksiyonlarmin genetik
cesitliligini hesaplamada ve duplike Ornekleri tanimlamada kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Ahmad (1999), tek yillik nohut tiirleri arasindaki genetik iliskiyi RAPD
molekiiler DNA isaretleyicisiyle saptamak amaciyla yaptigi calismada; kullanilan 75
RAPD primerinden sadece sekiz RAPD primerinin 9 Cicer cinsinde genomik
DNA’y1 cogaltabildigini, bunlarin kullanilmasiyla 115 tekrarlanabilir band elde
edildigini, bu verilerin tek yillik nohut tiirleri arasinda genetik iliskileri incelemede
kullanildigini, dort farkli kiimeleme grubunun elde edildigini, her tiir icin spesifik bir
band saptandigmi ve bunlarin kullanilmasiyla tiirlerin birbirlerinden ayurt
edilebilecegini, sonu¢ olarak RAPD’ nin nohut filogenetik arastirmalari ile nohut
cesit gelistirme c¢aligsmalarda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Bahrman ve ark. (1999), 26 adet Fransa orjinli alt1 sirali kiglik arpa ¢esidinin
genetik farkliliginin molekiiler, biyokimyasal ve morfolojik isaretleyicilerle
belirlenmesi ve bu ¢esitlerin Arpa Mozaik Viriisii (BaMMV)’ ne dayanikliligini tespit
etmek amaciyla yaptiklar1 caligmada; cesitlerin 7 tanesinin BaMMV’ye tam
dayanikli oldugunu ayrica biyokimyasal ve morfolojik yontemlere kiyasla DNA
molekiiler isaretleyicilerinin kullanilmasiyla cesitlerin daha detayli ayrilabilecegini
belirtmislerdir.

Cao ve ark. (1999), gen bankalarinda yanlis siniflandirilmis materyalin
teshisinin pratik olarak yapilabilmesinde RAPD molekiiler isaretleyicisinin kullanilip
kullanilamayacagimi arastirdiklar1 bu ¢alismada, siiflandirmasi morfolojik verilere
gore yapilan ve yanlis yapildigindan siiphelenilen 12 7. macha veya T. spelta
genotipi ile kontrol olarak birer adet 7. dicoccoides, T. monococcum ve T.
timopheevii’'yi RAPD molekiiler isaretleyici kullanarak analiz yaptiklarini,
kiimeleme analizi sonucunda 5 genotipin 7. dicoccoides grubunda, 1 genotipin 7.
timopheevii grubunda ve 6 genotipinde 7. monococum grubunda oldugunu, bu

sonuclarin sitolojik arastirmalar ile de desteklendigini, bu caligma esnasinda 1
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RAPD isaretleyicisinin D genomuna spesifik olarak bulundugunu ve RAPD
molekiiler isaretleyicilerinin Triticum’un alt tiirlerini birbirlerinden ayirt etmede
rahatlikla kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Strelchenco ve ark. (1999), RAPD molekiiler isaretleyicisi ile Vavilov gen
bankasindan morfolojik olarak farklilik gosteren 303 arpa koy cesidinde genetik
cesitliligi saptamak icin yaptiklar1 bu arastirmada, toplam 93 polimorfik bandin tespit
edildigini, elde edilen sonuglara gore yapilan kiimeleme analizlerinde 3 farkli grubun
olustugunu ve buna dayanarak arpanmn evriminin yeniden gozden gecirilmesi
gerektigini bildirmislerdir.

Selbach ve Molina (2000), malt kalitesi bakimindan se¢ilmis 13 Brezilya arpa
cesidi arasindaki genetik cesitliligi RAPD yontemi ile arastirdiklar1 bu caligmada; 18
RAPD primerinden 221 iiretilebilir bant elde edildigini, elde edilen bantlarin %
93’{iniin polimorfik oldugunu, bunlarin % 62’sinde cesitler arasi farkliliklarin tespit
edilebildigini, genetik benzerlik katsayisinin 0.28 ile 0.94 arasinda degistigini
bildirerek Brezilya cesitleri arasinda genetik cesitliligin var oldugunu rapor
etmislerdir.

Liu ve Wendel (2001), ISSR polimorfizminin pamuk bitkisine
uygulanabilirliligini tespit etmek amaciyla yaptiklar1 bu calismada, ISSR parmak izi
orneklerinin kalitim diizeyinin yiiksek bulundugunu ve ISSR DNA isaretleyicisinin
pamukta tiir i¢i ve tiirler arasi1 varyasyonu saptamada  kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Terzi ve ark. (2001), farkli genomlara sahip 15 Hordeum tiir ve alt tiirii
tizerinde PCR’a dayali DNA molekiiler isaretleyicileri ile tiir icindeki filogenetik
iligkileri saptamay1 amacladiklar1 bu calismada; RAPD ve DNA isaretleyicisini,
genetik uzaklik ve filogenetik agaclar1 olusturmada kullandiklarini, analiz
sonuclarma gore H. vulgare ssp. vulgare, ve H. vulgare ssp. spontaneum grubunun
birincil gen havuzunu icinde, H. bulbosum grubunun ikincil gen havuzunda,
Amerikan yabani arpalarini ve H. bogdanii’nin temsil ettigi li¢iinciil gen havuzunun
birbirlerinden kolaylikla ayrildigin1 bildirmislerdir.

Dakir ve ark. (2002), iki cesit genetik markor (tohum depo proteinleri ve
RAPD) kullanarak Fas’tan toplanmig bazi arpa genotiplerinde genetik cesitliligi
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degerlendirmek amaciyla yaptiklari calismada; 31 yerel arpa populasyonundan
6’sinin RAPD teknigi ile incelendigini, 21 RAPD primerinden 100 polimorfik RAPD
band1 elde edildigini, RAPD’in depo proteinlerine gore genetik cesitliligi saptamada
daha etkili bir yontem oldugunu bildirerek Fas koy arpa populasyonlarinda
cesitliligin fazla oldugunu belirtmislerdir.

Fernandez ve ark. (2002), RAPD ve ISSR DNA isaretleyicileri ile farkli
tilkelerden gelen 16 arpa cesidinin filogenetik akrabalik iliskilerini inceledikleri bu
caligmada, 10 RAPD ve 10 ISSR primeri kullandiklarini, 125’1 RAPD ve 228’1 ISSR
olmak iizere toplam 353 bant elde ettiklerini, RAPD primerlerinden birinin (S10) ve
ISSR primerlerinden dordiiniin (811, 820, 835, 881) tiim cesitleri aywrabildigini, iki
molekiiler markoriin kullanilmasiyla elde edilen dendogramlarda, arpa cesitlerinin ve
yazlik / kislik ve alt1 swral1 / iki swrali olarak ayrilabildigini bildirerek, RAPD ve ISSR
markorlerinin parmak izi ¢ikarmada c¢abuk, giivenilir ve bilgilendiricic DNA
isaretleyicisi oldugunu bildirmislerdir.

Liu ve ark (2002), izoenzim yardimiyla 143 yabani arpada (Hordeum
spontaneum) genetik cesitliligi arastirdiklar1 bu arastirmada, 10 izoenzim analizinin
yapilmasiyla toplam 34 allelin saptandigini, Pgd-1 lokusu hari¢ diger lokuslarin
polimorfik oldugunu, Est-2 ve Est-4 lokuslarmin ise varyabilitesinin ¢ok yiiksek
oldugunu, incelenen allellerin hem kiiltiir hem de yabani arpalarda bulundugunu,
genetik benzerligin 0.18 ile 1.00 arasinda degistigini bildirerek analiz edilen 6rnekler
arasinda bazilarmin birden fazla bulunabilecegini rapor etmislerdir.

Agrama ve Tuinstra (2003), iki DNA molekiiler isaretleyicisi kullanarak, SSR
ve RAPD yontemleriyle, sorgum gen kaynaklarinda genetik cesitliligi inceledikleri
calismada, morfolojik olarak birbirlerinden farkli 22 sorgum genotipini, 32 RAPD ve
28 SSR primeri ile analiz yaptiklarini, primer basma 4.5 polimorfizm orani ile SSR
DNA isaretleyicisinin yiiksek polimorfizme sahip oldugunu, RAPD DNA
isaretleyicisinin polimorfik oraninin diisiik oldugunu, SSR verilerine gore hesaplanan
genetik uzaklik degerlerinin sorgum genotiplerinin cografik origini ve taksonomik
smiflandirmasi ile iligkili oldugunu bildirerek, SSR DNA isaretleyicisinin sorgum
genotiplerinde  genetik  benzerligi saptamada basariyla kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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Biiyiikiinal Bal (2003), Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen bir ekmeklik
bugday cesidi olan Gerek-79’un DNA’sinda 29 arpa mikrosatellitinin
uygulanabilirligini arastirdig1 arastrmasinda, incelenen 29 SSR’dan 10 tanesinin
arpadakine benzer uzunlukta iiriinler meydana getirdigini ve bu SSR primerlerin
bugday cesitlerinde genetik cesitliligi arastirma calismalarinda kullanilabilecegini
bildirmistir.

Tanyola¢ (2003), ISSR ve RAPD isaretleyicilerini kullanarak, Tiirkiye nin
batisindan toplanmig 15 yabani arpa (Hordeum spontaneum) populasyonu arasindaki
genetik uzaklig1 hesaplamak amaciyla yiiriittiigii bu calismada; 55 RAPD ve 10
ISSR olmak iizere toplam 65 primer kullandigini, toplam 55 polimorfik band elde
ettigini, populasyonlar arasinda 2 farkli kiimelenmis grubun saptandigini, minumum
genetik varyasyonun Pinarbasi ve Bornova populasyonlar1 arasinda (GU=0.192),
maksimum genetik varyasyonun ise I¢gmeler ve Aydin populasyonlar1 (GU=0.926)
arasinda bulundugunu, 2 dominant DNA isaretleyici olarak RAPD ve ISSR’in
genetik varyasyonu saptamada etkili ve timit verici DNA molekiiler isaretleyicileri
oldugunu bildirmistir.

Agnese ve ark. (2004), Nortik ve Baltik iilkelerinde gectigimiz yiizyilda
yapilan geleneksel 1slah calismalarinin sonucu arpanin genetik cesitliliginde ve
akrabalik diizeyinde goriilen degisiklikleri degerlendirmek amaciyla yaptiklari bu
caligmada; 227 hattin analizinde dort ISSR primeri kullandiklarmi, sonugta 47
polimorfik bant elde ettiklerini, her bir lokusun Shannon — Weaver degerinin 0.012 —
0.693 arasinda yer aldigini, Nortik ve Baltik iilkelerinin giiney taraflarindan gelen
materyaldeki ¢esitlilikte 6nemli bir azalma gozlemlediklerini, Kuzey bdlgelerden
gelen materyalde genetik cesitlilikte azalma gozlemlemediklerini, yirminci yiizyilin
ortalarinda 1slah edilen alt1 swrali arpalarda genetik cesitliligin diisiik bulundugunu;
kiimeleme analizine gore arpa materyallerinin iki gruba ayrildigini, kiimeleme
analizine gore birinci gruptaki alt1 sirali hatlarin tiimiiniin % 86.5’ini i¢erdigini, oysa
ikinci gruptakilerin ise, iki swali arpalarin timiinin % 97’sini kapsadigini
belirtmislerdir.

Hamza ve ark. (2004), 17 SSR primeri kullanarak Tunus’ta yetistirilen 26
arpa cesit ve hattinda genetik c¢esitliligi arastirdiklart1 bu c¢alismada, 17 SSR
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primerinden 15 nin polimorfik oldugunu, ortalama primer basina 3.6 polimorfik band
diistiigiinii, ortalama polimorfizm bilgi indeksinin 0.45 oldugunu, morfolojik ve SSR
verilerine gore yapilan kiimeleme analizi sonucunda arpa cesit ve hatlarinin
kolaylikla koy cesidi, tescilli ¢esit veya kullanim alanmna gore yemlik veya biralik
arpa olarak ayrilabildigini, genetik cesitliligi saptamakta kullanilan metodlarin
birbirleriyle iliski icinde oldugunu, SSR ve morfolojik verilere gore ayr1 ayri
olusturulan kiimeleme gruplarinin birbirleriyle nispeten uyumlu oldugunu ve Tunus
arpa cesitlerindeki genis genetik cesitliligin bulundugunu bildirmislerdir.

Maric ve ark. (2004), 14 Hirvatistan ekmeklik bugday hattinda RAPD
molekiiler isaretleyicisi, morfolojik 6zellikler ve pedigri kayitlarini kullanarak, iki
farkli bugday 1slah merkezinde gelistirilen cesitlerin arasindaki genetik farkliligin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in yaptiklar1 bu arastirmada, 36 RAPD primerinin test edildigini
ve bunlardan polimorfik olan 14 tanesinin toplam 341 polimorfik band verdigini,
morfolojik analiz i¢in 12 6zelligin kullamildigini, pedigri verisi olarak geriye doniik
evebeynlerin karsilastirildigini, RAPD molekiiler isaretleyicisinin ekmeklik bugday
cesit ve hatlar1 arasinda yiiksek polimorfizm gosterdigini ve test edilen metodlar
arasinda istatistiki olarak dnemli bir farkin olmadigini bildirmislerdir.

Roy ve ark. (2004), 55 elit ekmeklik bugday genotipinde AFLP verileri ile 14
morfolojik 6zelligi kullanarak genetik ¢esitliligi hesapladiklar1 bu arastirmada, 615
AFLP bandindan 287’ (% 46.6) sinin polimorfik oldugunu, incelenen 14 morfolojik
0zelligin verim ve verim unsurlari ile bazi fizyo-morfolojik 6zellikleri de icerdigini,
AFLP sonuclar1 ile morfolojik verilere gore kiimeleme analizlerini yaptiklarmni
bildirerek molekiiler DNA isaretleyicilerin fenotipik Ozelliklere kiyasla genetik
cesitliligi saptamada daha iistiin oldugunu rapor etmislerdir.

Sica ve ark. (2005), Italya orjinli Asparagus acutifolius cesitleri arasindaki
genetik cesitliligi incelemek amaciyla ISSR molekiiler markor teknigini kullandiklar1
bu calismada; 23 ISSR primeri kullanarak toplam 228 polimorfik bant elde
ettiklerini, cesitler arasinda genis bir varyasyon tespit ettiklerini, UPGMA analizi ile
genotipleri net bir sekilde cografik orjinlerine gore ayrilabildigini belirtmislerdir.

Yong-Cui Hou ve ark. (2005), Bat1 Cin kokenli 46 arpa hattinda genetik
cesitliligi tespit etmek amaciyla RAPD ve ISSR molekiiler markor tekniklerini
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kullandiklar1 bu caligmada; her iki markoriin de yiiksek diizeyde polimorfizm
gosterdigini, ortalama polimorfizm degerinin, RAPD i¢in 0.574, ISSR i¢in 0.631
bulduklarini, RAPD analizinde bantlarin % 77’sinin polimorfik oldugunu, RAPD
tabanli genetik benzerligin 0.864 ortalamayla, 0.753 - 0.980 araliginda deger aldigini,
ISSR tabanli genetik benzerligin, 0.674 ortalamayla, 0.212 - 0.931 araliginda
degistigini bildirerek arpa hatlarinin molekiiler seviyede tanimlanmasinda RAPD ve

ISSR markérlerinin kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Denemede Kullanilan Cesitler

Arastirmada, 22 adet iki-sirali ve 6 adet alti-sirali olmak {izere toplam 28 arpa

cesidi materyal olarak kullanilmistir. Materyal olarak kullanilan cesitlerin isimleri,

tescil kurumlari, tescil yillar1 ve arpa tipleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Arastirmada Kullanilan Arpa Cesitlerinin Adi, Tescil Kurumu, Tescil

Y11 ve Arpa Tipleri
Tescil Arpa Tipleri
Cesit ismi Tescil Kurumu Yili 2 Sall | 6 Srals
2 Sirali Cesitler
Anadolu-86 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1986 +
Anadolu-98 Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya 1998 +
Angora Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya 1999 +
Aydanhanim Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 2002 +
Balkan-96 Trakya Tarimsal Ars.Ens. / Edirne 1996 +
Biilbiil-89 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1989 +
Cumbhuriyet-50 Anadolu Tarimsal Ars.Ens. / Eskisehir 1973 +
Efes-1 Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya - +
Efes-2 Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya +
Efes-3 Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya 1992 +
Efes-4 Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya - +
Efes-6 Anadolu Biracilik Malt ve G.Sn.A.S./ Konya - +
Hamidiye-85 Anadolu Tarimsal Ars.Ens. / Eskisehir 1985 +
Kalayc1-97 Anadolu Tarimsal Ars.Ens. / Eskisehir 1997 +
Karatay-94 B.D.M. Kislik Hububat Ars.Mrk. / Konya 1994 +
Obruk-86 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1986 +
Orza-96 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1996 +
Sladoran Trakya Tarimsal Ars.Ens. / Edirne 1998 +
Sahin-91 Giineydogu And. Tar. Ars. Mrk./ Diyarbakir 1991 +
Tarm-92 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1992 +
Yercil-147 Anadolu Tarimsal Ars.Ens ./ Eskisehir 1976 +
Yesevi-93 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1993 +
6 Sirali Cesitler
Aday-4 - - +
Cetin-2000 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 2000 +
Erginel-90 Anadolu Tarimsal Ars.Ens. / Eskisehir 1990 +
Yesilkoy-387 Trakya Tarimsal Ars.Ens. / Edirne 1962 +
Yildirim Trakya Tarimsal Ars.Ens. / Edirne 1982 +
Zafer-160 Tarla Bitkileri Mrk.Ars.Ens. / Ankara 1964 +

10
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3.1.2. Deneme Y1l ve Yeri

Konuyla ilgili tarla denemeleri, 2003-2004 yetistirme yillarinda Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolim Arazisinde, DNA Analizleri ise
Tarla Bitkileri Boliimii Molekiiler Genetik ve Sitoloji Laboratuvarinda

yiiriitiilmiistiir.

3.1.3. Deneme Yillarina Ait iklim Verileri

Arastirmanin yapildigr Adana ilinde, yazlar1 kurak ve sicak, kiglar1 yagish ve
serin gegen tipik bir Akdeniz iklimi hakimdir. Arastrmanin yiiriitiildiigi Aralik 2003
— Haziran 2004 donemi ve bu doneme ait uzun yillar ortalama iklim degerleri

Cizelge 3. 2’de verilmistir.

Cizelge 3. 2. 2003-04 Yetistirme Yilina Ait Iklim Verileri*

Yagis (mm) Sicakhik (°C) Nispi Nem (%)

Aylar 2003  Uzun** 2003 Uzun 2003 Uzun
-04 Yillar -04 Yillar -04 Yillar

Aralik 127.5 124.4 11.0 11.1 66.6 67.0
Ocak 241.5 109.4 8.4 9.4 76.9 71.0
Subat 63.0 88.9 9.4 10.4 68.9 65.0
Mart 3.0 65.8 14.6 13.1 57.9 65.0
Nisan 14.0 52.5 16.9 17.2 57.9 65.0
Mayis 9.7 47.0 20.4 21.4 71.2 67.0
Haziran 9.4 20.6 24.7 25.3 69.6 66.0

*: Anonim (2004), **: Son 77 yil.

Cizelge 3. 2’de yagis ile ilgili veriler incelendiginde, deneme yilinda
denemenin yapildigi alanin bagl bulundugu meteorolojik 6l¢iim istasyonlarina diisen
toplam yagis miktarinin uzun yillar ortalamasindan az oldugu; Subat, Mart, Nisan,
Mayis, Haziran aylarinda diisen yagisin uzun yillar ortalamasmin altinda oldugu,
Aralik ve Ocak aylarinda diisen yagisin ise uzun yillar ortalamasinin iizerinde oldugu
goriilmiistiir. Bitki basaklanma ve dane doldurma devresine rastlayan Mart ve Nisan
aylarinda diisen toplam yagis miktari, uzun yillar ortalamasindan daha diisiik

olmustur.

11
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Sicaklik ve Nispi nem ile ilgili veriler incelendiginde, ortalama sicakligin ve

nispi nem degerlerinin uzun yillar ortalamasina yakin oldugu goriilmektedir.

3.1.4. Deneme Alanlarinin Toprak Ozellikleri

Denemelerin yiiriitiildiigli kira¢c ve taban kosullardaki deneme alanlari
topraklarinin bazi fiziksel ve kimyasal oOzellikleri Cizelge 3.3.’de verilmistir.
Bunlardan kirecle ilgili analizler Schlicting ve Blume (1966), Ph ve tuz Richards
(1954) ve tekstiir Bouyoucos (1951) tarafindan belirtilen yontemlere gore 2003

yilinda C.U. Ziraat Fakiiltesi, Toprak Boliimii Laboratuvarinda yapilmustir.

Cizelge 3. 3. Taban ve Kira¢ Kosullardaki Deneme Alanlar1 Topraklariin Bazi
Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri.

Deneme Alam CaCo3(%) Kire¢c Simfi pH Tuz(%) Tekstiir Simfi
Taban 308 Cok Kirecli 7.44 0.05 CL (Killi Tin)
Kirag 5.94 Orta Kirecli 6.73 0.09 C (Killi)

Kaynak: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Toprak Boliimii Laboratuvarlar
Analiz Sonuglari, Adana, 2003.

Cizelge 3.3’de, alinan analiz sonuglarina gore; taban kosullardaki deneme alani
topraklarinin tekstiir bakimindan killi tin smifina girmekte olup, yiiksek diizeyde
CaCos (% 30.8) icerigiyle cok kirecli olarak nitelendirilmektedir. Kira¢ kosullardaki
deneme alani topraklar1 ise killi topraklar grubuna girmekte olup, %5.94 CaCos
icerigiyle orta kire¢li olarak nitelendirilmektedir. Taban ve kirag deneme alanlari
topraklari, pH bakimindan nétr nitelikte olup; taban deneme topraklar1 % 0.05, kirag

deneme topraklari ise % 0.09 tuz icermektedir.
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3.1.5. Calismada Kullanilan Primerler

Kullandigimiz  primerler =~ (DNA  baglayicilar1)), British  Kolombiya
tiniversitesinden temin edilmis olup c¢alismada kullanilan primerlerin niikleotid
dizilimleri, baz sayilar1 ve yapigsma sicakliklar1 (Kafkas et al, 2006) Cizelge 3. 4’te

verilmistir.

Cizelge 3. 4. Calismada kullanilan Primerler, Primerlerin No’su , Niikleotid
Dizilimleri, Baz Sayilar1 ve Yapisma Sicakliklari

Yapisma
Sira No Primer No Niikleotid Dizilimi (5’ - 3°) Baz Sayisi Sicakhiklari(°C)

1 UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 17 50
2 UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 17 52
3 UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 17 52
4 UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 50
5 UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 17 52
6 UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AC 17 50
7 UBC 813 CTC TCT CTC TCT CTCTT 17 50
8 UBC 814 CTC TCT CTC TCT CTC TA 17 50
9 UBC 815 CTC TCT CTC TCT CTC TG 17 52
10 UBC 816 CAC ACA CAC ACA CAC AT 17 50
11 UBC 817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 17 50
12 UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 17 52
13 UBC 819 GTG TGT GTG TGT GTG TA 17 50
14 UBC 820 GTG TGT GTG TGT GTG TC 17 52
15 UBC 821 GTG TGT GTG TGT GTG TT 17 50
16 UBC 822 TCT CTC TCT CTC TCT CA 17 50
17 UBC 823 TCT CTC TCT CTC TCT CC 17 52
18 UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 17 52
19 UBC 825 ACA CAC ACA CAC ACACT 17 50
20 UBC 826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 17 52
21 UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG 17 52
22 UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 17 50
23 UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC 17 52
24 UBC 830 TGT GTG TGT GTG TGT GG 17 52
25 UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 18 52
26 UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 54
27 UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 18 52
28 UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 54
29 UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 54
30 UBC 844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 18 54
31 UBC 845 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 18 54
32 UBC 846 CAC ACA CAC ACA CAC ART 18 54
33 UBC 847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 18 52
34 UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 18 54
35 UBC 849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 18 52
36 UBC 851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 18 54
37 UBC 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA 18 52
38 UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT 18 52

13
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Cizelge 3.4’iin devami

Yapisma
Sira No Primer No Niikleotid Dizilimi (5’ — 3°) Baz Sayisi Sicakhiklari(°C)
39 UBC 854 TCT CTC TCT CTC TCT CRG 18 54
40 UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACACYT 18 52
41 UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 18 52
42 UBC 857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 18 54
43 UBC 858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 18 52
44 UBC 859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 18 54
45 UBC 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 18 52
46 UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC 18 54
47 UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 18 48
48 UBC 869 GTT GTT GTT GTT GTT GTT 18 48
49 UBC 873 GAC AGA CAG ACA GAC A 16 48
50 UBC 874 CCCTCCCTCCCTCCCT 16 51
51 UBC 875 CTA GCT AGC TAG CTA G 16 48
52 UBC 876 GAT AGA TAG ACA GAC A 16 48
53 UBC 877 TGC ATG CAT GCA TGC A 16 48
54 UBC 878 GGA TGG ATG GAT GGA T 16 48
55 UBC 879 CTT CAC TTC ACT TCA 15 48
56 UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA 15 48
57 UBC 884 HBH AGA GAG AGA GAG AG 17 51
58 UBC 885 BHB GAG AGA GAG AGA GA 17 51
59 UBC 886 VDV CTC TCT CTC TCT CT 17 51
60 UBC 887 DVD TCT CTC TCT CTC TC 17 51
61 UBC 888 BDB CAC ACA CAC ACA CA 17 51
62 UBC 889 DBD ACA CAC ACA CAC AC 17 51
63 UBC 890 VHV GTG TGT GTG TGT GT 17 51
64 UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG 17 51
3.2. Metod

3.2.1. Ekim, Bakim ve Hasat Isleri

Cesitler, taban ve kira¢ kosullarda olmak {izere iki yere ekilmistir. Ekim iglemi,

3 Aralik 2003 tarihinde taban kosullarda, 5 Aralik 2003 tarihinde ise kirag

kosullarda, her genotipten 50 tohum olacak sekilde, sira aras1 20 cm, sira iizeri ise 10

cm olan 1 m uzunlugunda ve 4 siwradan olusan mini parsellere elle yapilmstir.

Arastirmada; ekimle birlikte saf olmak kosuluyla; 8 kg / da fosfor (P,Os) ve azot (N)

20-20-0 formunda NPK ticari giibresi, kardeslenme doneminde ise iist giibre olarak

4 kg / da azot iire (%46) formunda verilmistir.

Bitkilerin gelismeleri sirasinda goriilen septoria hastalifina karsi kimyasal

miicadele yapilmis, sira aralarinda goriilen yabanci otlar ise elle cekilmek suretiyle

temizlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD Deniz YALIM

Bitkiler olgunlasma tamamlandiktan sonra 10.6.2004 tarihinde elle hasat

edilmistir.

3.2.2. incelenen Ozellikler

Denemede incelenen ¢ikis, kardeslenme, sapa kalkma, karinlanma donemi gibi
fizyolojik ozellikler Zadoks gelisme skalas1 (1974)’na gore alinmistir Taban ve kirag
kosullarda yetistirilen 28 arpa ¢esidinin bitkisel 6zellikleri, Geng (1974)’in bildirdigi
metotlara gore bitki bagina saptanmistir. Denemede incelenen morfolojik dzelliklerin

degerlendirilmesi i¢in her ¢esitten 10 adet bitki hasat edilmistir..

(1) Bitki Boyu (cm): Bitkinin toprak yiizeyinden ¢iktig1 yer ile basagin en iist
basak¢igmin  ucu arasindaki mesafenin  Olgiilmesiyle
bulunmustur.

(2) Basaklanma Siiresi: Parseldeki bitkilerin % 50’sinin 2 oraninda basaklandig1
giine kadar olan toplam giin bulunmustur.

(3) Fizyolojik Olum: Parseldeki bitkilerin basak ve bayrak yapragin sarardigi giine
kadar olan toplam siire toplanarak bulunmustur.

(4) Basak Uzunlugu (cm): Basagin iist sapa baglandig1 yer ile en iist basak¢igin
ucu arasindaki mesafenin Ol¢iilmesiyle bulunmustur.

(5) Basakta Dane Sayis1 (adet): Basaktaki danelerin sayilmasiyla bulunmustur.

(6) Basakta Verimi (g/basak): Basakta dane sayis1 belirlenen basaklarin

harmanlanip, danelerin tartilmasiyla bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOD Deniz YALIM

3.2.3. Molekiiler Analizler

3.2.3.1. DNA izolasyonu

Tarlaya ekilen bitkiler 3-4 kardes seviyesine geldikten sonra genc yapraklari
hasat edilmis ve bu genc yapraklardan DNA eldesi Doyle ve Doyle (1987)'1in
bildirdigi yonteme gore yapilmistir.

DNA izolasyonunda asagidaki basamaklar izlenmistir: 1.5 ml’lik eppendorf
tiipliniin icerisine yaprak ornekleri ve 1 bilye koyulmus ve tiipler sivi azot icerisinde
bir siire bekletildikten sonra, tiiplerin icerisine bir miktar siv1 azot eklenerek vortex
cihazinda yapraklar toz haline gelinceye kadar karistirilmistir (Resim 3. A ve B). Bu
tiiplere 0.700 ml CTAB tampon ¢6zeltisi eklenmistir (Resim 3. C). Tiipler 65 °C’ de
1 saat su banyosunda bekletilmistir (her 5 - 10 dk’ da bir yavasca c¢alkalanmistir).
(Resim 3. D). Su banyosundan ¢ikarilan drneklerin sogumasi i¢in oda sicakliginda 10
dk bekletilmistir. Tiiplere 0.400 ml kloroform: isoamil (24: 1) alkol karisimi
eklenmistir (Resim 3. E). 2 - 3 dk’ da bir 15 dk siire ile yavasca ¢alkalanmistir
(Resim 3. F). 10 dk siire ile 14 000 rpm’ de santrifiij edilmistir (Resim 3. G). Ust faz
alimmis ve yeni 1.5 ml lik tiipe aktardmistir (Resim 3. H). Tiiplere 250 pl
Isopropanol eklenmis ve yavasca tek faz hale getirilerek DNA’nin ¢okelmesi
saglanmugtir (Resim 3. I). Tiiplerde DNA’nin tam ¢okelmesi i¢in —20 °C’de ertesi
sabaha kadar bekletilmistir. -20 °C’ den ¢ikarilan tiiplerdeki ornekler ¢oziildiikten
sonra 3 dk 8000 rpm’ de santrifiij edilmis ve DNA’nin dibe ¢okmesi saglanmistir.
DNA dipte kalacak sekilde tiim s1v1 dokiilmiistiir. Dibe ¢coken DNA’lar, icerisinde
10 mM Ammonium Asetat bulunan % 76’lik etil alkolden 200 ul eklenerek
calkalanmis ve yikanmasi saglanmistir. (Resim 3. J). Yikanan DNA 3 dk 5000 rpm’
de santrifiij yapilarak dibe c¢oOktiiriilmiis ve yikama soliisyonu bosaltilarak tiipiin
dibindeki DNA gece boyunca kurumaya birakilmistir. Kurutulan DNA, 50 ul ddH,0
eklenerek ¢oziilmiis ve - 20 °C’ de saklanmustir (Resim 3. K). Bu DNA orneklerinde
daha sonra yapilan igslemler Resim 31, M, N, O, P, R ve S’ de verilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD Deniz YALIM

Resim 3. A. Orneklerin izolasyona Hazirlanmasi; B. Orneklerin Vortex ile Ezilme
Islemi; C. CTAB Tampon Cozelti Eklenmesi; D. Su Banyosu Asamast; E.
Kloroform: Isoamyl Alkol Ekleme F. 15 dk Siire ile Yavasca Calkalanma
Asamasi
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3. MATERYAL VE METOD Deniz YALIM

Resim 3. G. Santrifiij Asamasi; H. Ust Fazin Yeni Tiipe Aktariimasi Islemi; 1.
Isopropanol Eklenmesi Islemi; J. DNA’larin Yikanmasi islemi; K.

DNA’larin Kurutulma Asamasi; L. Jelin Elektroforeze Yerlestirilmesi
Islemi.
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3. MATERYAL VE METOD Deniz YALIM

Resim 3. M. PCR Asamasi; N. PCR Uriinlerinin Elektroforez de Kosturulmasi Islemi;
O. Jelin Ethidium Bromid Ile Boyanmasit Asamasi; P. Jel Goriintiilleme
Cihazi ile Jelin Goriintiilenmesi islemi; R. 822 Nolu Primere Ait Tarama Jel
Resmi; S. 876 Nolu Primere Ait Tarama Jel Resmi

19



3. MATERYAL VE METOD Deniz YALIM

3.2.4. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA miktarinin belirlenmesi i¢in tiiplere 2 ul DNA, 4 ul Blue dye ve 14 ul
ddH,0 koyulmus ve bu karisim vortekste iyice karistirilmis daha sonra kisa siire
santrifiij yapilmistir. Bu stok igerisinden 10 ul cekilerek % 0.8’lik agaroz jele
yiiklenmistir.

Hazirlanan ornekler, % 0.8 agaroz jel iizerinde elektroforezde 90 voltta 1 saat
45 dk kosturulmustur. UV transilluminator yardimiyla gozlemlenen DNA
yogunluklart A DNA’ lar (25 ng-50 ng-100 ng-200 ng) ile karsilastirilarak
belirlenmis (Resim 3.1) ve her 6rnek i¢in elde edilen DNA miktar1 saptanmistir.
Daha sonra DNA ornekleri PCR analizinde kullanilmak i{izere DNA

konsantrasyonlar1 5 ng / ug olacak sekilde hazirlanmistir (Resim 3.2 ).

ARFPA DHA MIKTARLARI

25 50 100 2002¢

HuuH“H“HuHHHHHHHH!H“H‘H-HHHHH

1 2. B B B 7 B9 0T 12 43 Ma s W AT 8 40 oy En 0w

Resim 3.1. Yirmi Sekiz Arpa Cesidine Ait DNA Miktarlar1 (ng)

arpa 5 ng tekrar = ;

2580 4 2 3 i S T ogg 8 AfcAd A2 430 ddens i5 iy e 19020 PAUERes P4 RS 26 2708

Resim 3.2. Yirmi Sekiz Arpa Cesidinin 5 ng’a Ayarlanmis DNA Miktarlar1
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3.2.5. ISSR Analizi

Bu calismada Zietkiewicz ve ark. (1994)’nin belirttigi ISSR protokolii
kullanilmigtir. 25 pl amplifikasyon reaksiyonu 75 mM Tris-HCI, pH=8.8, 20 mM
(NH4)2SO4, 2 mM MgCl,, 0.1% Tween 20, 100 uM dATP, 100 uM dTTP, 100 uM
dGTP, 100 pM dCTP, 0.2 pM primer, 1.0 unite Taq DNA polymerase ve 10 ng
DNA icermistir. Sicaklik ve dongii kosullar: olarak, 94 °C’de 2 dk 6n denatiirasyon
isleminden sonra, 35 dongii boyunca drnekler denatiirasyon icin 94 °C’de 45 sn,
primerin DNA’ya yapismasi icin primere gore degismek iizere 40-60 °C’de 1 dk, ve
uzama safhasi icin 72 °C’de 2 dk tutulmustur. Ayrica, 6rnekler son uzama safhasi
icin 72 °C’de 7 dk bekletilmislerdir. Her reaksiyon en az iki defa tekrarlanmus,
boylece sonuglarin elde edilebilirligi test edilmistir.

DNA’ya yapigsma sicakligi daha Once yapilmis olan calismalarda primerler
kullanilarak test edilmistir (Kafkas et al, 2006), 7 adet genotipte bu primerler
polimorfizm bakimindan test edilmistir. Bu ¢alisma ile 7 6rnekle 64 primer taranarak
arpa cesitleri icin en polimorfik ISSR primerleri belirlenmistir. Calismada en
polimorfik bulunan 10 adet ISSR primeri 28 arpa cesidinde genetik c¢esitliligi tespit

etmek icin kullanilmistir.

3.2.6. Elektroforez

Elde edilen PCR iiriinleri % 1.8 agaroz jelde 4.5 V/cm olacak sekilde
elektroforezde 2-3 saat 0.5 X TBE tampon cozeltisinde kosturulmus, jel 15 dk
Ethidium Bromid c¢ozeltisi ile boyandiktan sonra 15 dk saf suda yikanmis, UV
transilluminator yardimi ile resimlerin goriintillenmesi saglanmis ve elde edilen

resimler jel goriintiileme aleti kullanilarak bilgisayara kayit edilmistir.
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3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Jelde goriintiilenen bantlar polimorfik olup olmamasmna gore 1 (var) veya 0
(yok) olarak smiflandirilip matris olusturularak genetik uzaklik ve yakimlik Nei
(1972)’ye gore hesaplanmistir. Ayni zamanda c¢ogaltilan her ISSR primeri i¢in
polimorfizm bilgi igerigi (PIC) su formiile gore hesaplanmustir: 1- X P(i)* (Anderson
ve ark. 1993). Kiimeleme analizi ve diger analizler PAUP-4 paket programi

kullanilarak farkli metodlara gore yapilmig, daha sonra bunlarin agaclari ¢izilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4. 1. Fizyolojik Ozellikler
Taban ve kira¢ kosullarinda yetistirilen 28 arpa c¢esidinin bazi1 fizyolojik

ozelliklerine ait ortalama degerler Cizelge 4. 1 ve 4. 2’de verilmistir.

Cizelge 4. 1. Yirmi Sekiz Arpa Cesidinde Cikis, Kardeslenme, Sapa kalkma,
Karinlanma, Basaklanma, Ciceklenme ve Fizyolojik Olum
Donemlerine Ait Ortalama Degerler (giin)

TABAN

CESITLER Cikis | KD. | SKD. | KD. | BD. | CD. |[FOD.

2 Siral Cesitler
Anadolu-86 17 32 86 109 120 132 156
Anadolu-98 17 32 86 109 122 132 156
Angora 17 32 86 109 126 132 157
Aydanhanim 17 32 86 109 129 136 158
Balkan-96 16 31 89 110 118 131 156
Biilbiil-89 17 32 86 109 126 133 157
Cumbhuriyet 50 17 30 85 108 117 131 155
Efes-1 17 31 86 109 122 133 157
Efes-2 17 32 86 109 122 133 157
Efes-3 16 31 86 109 118 133 157
Efes-4 17 32 86 109 118 133 157
Efes-6 16 31 86 109 126 133 157
Hamidiye-85 17 32 86 109 126 133 157
Kalayc1-97 16 31 86 109 124 133 157
Karatay-94 17 32 86 109 118 131 156
Obruk-86 16 29 85 108 117 131 154
Orza-96 16 30 86 109 122 131 156
Sladoran 16 31 86 106 118 124 155
Sahin-91 16 31 86 109 122 132 156
Tarm-92 17 32 86 109 118 131 156
Yergil-147 17 32 86 107 120 133 156
Yesevi-93 17 32 86 109 122 132 156
Ortalama 16.6 31.36 86.05 108.73 | 121.41 | 131.95 | 156.32

6 Sirali Cesitler
Aday-4 16 31 86 109 128 136 160
Cetin 2000 17 32 86 109 129 136 158
Erginel 17 32 86 109 128 132 156
Yesilkoy 387 17 31 86 109 118 131 156
Yildirim 17 32 90 112 128 132 156
Zafer-160 17 32 89 110 124 133 157
Ortalama 16.83 31.67 87.17 109.67 | 125.83 | 133.33 | 157.17

GENEL

ORTALAMA 16.73 31.52 86.61 109.20 | 123.62 | 132.64 | 156.74

Kardeslenme Donemi, S. K. D.: Sapa Kalkma Donemi, K. D.: Karinlanma Dé&nemi,
B. D.: Basaklanma Dénemi, C. D.: Cigeklenme Dénemi, F. O. D.: Fizyolojik Olum D&nemi.
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Cizelge 4. 2. Yirmi Sekiz Arpa Cesidinde Cikis, Kardeslenme, Sapa kalkma,
Karinlanma, Basaklanma, Ciceklenme ve Fizyolojik Olum
Donemlerine Ait Ortalama Degerler (giin)

KIRAC
CESITLER Cikis | KD. | SKD. [ KD. | BD. | CD. | FOD.
2 Sirali Cesitler
Anadolu-86 21 36 85 109 121 126 154
Anadolu-98 21 37 85 109 124 135 156
Angora 21 36 84 108 125 137 155
Aydanhanim 21 36 85 108 127 137 156
Balkan-96 20 36 85 108 122 123 156
Biilbiil-89 21 37 82 109 124 135 156
Cumbhuriyet-50 21 35 85 109 124 135 155
Efes-1 21 36 85 109 125 137 156
Efes-2 21 37 85 110 126 137 156
Efes-3 20 36 85 110 126 137 154
Efes-4 21 37 85 110 126 137 154
Efes-6 20 37 85 110 126 137 156
Hamidiye-85 21 37 85 109 125 135 156
Kalayc1-97 20 36 85 109 126 137 155
Karatay-94 21 35 86 109 124 136 156
Obruk-86 20 33 85 108 123 130 154
Orza-96 21 35 86 109 124 135 156
Sladoran 20 37 82 106 121 123 156
Sahin-91 20 36 84 108 125 136 156
Tarm-92 21 35 86 110 127 134 155
Yergil-147 21 37 85 109 120 126 154
Yesevi-93 21 35 86 109 124 135 156
Ortalama 20.68 36.00 84.82 108.86 | 124.32 | 133.64 | 155.36
6 Sirali Cesitler
Aday-4 20 37 84 108 125 136 155
Cetin- 2000 21 37 85 109 125 137 156
Erginel-90 21 36 85 109 126 134 156
Yesilkoy- 387 21 35 85 109 123 126 156
Yildirim 21 36 85 110 125 135 156
Zafer-160 21 36 85 109 121 138 156
Ortalama 20.83 36.17 84.83 109.00 | 124.17 | 134.33 | 155.83
GENEL ORTALAMA | 20.62 35.94 84.85 108.89 | 124.27 134 155.46

K. D. : Kardeslenme Donemi, S. K.D.: Sapa Kalkma Dénemi, K. D.: Karinlanma Dénemi,
B. D. : Bagaklanma Donemi, C. D.: Ciceklenme Donemi, F. O. D.: Fizyolojik olum Dénemi.

Taban ve kira¢ kosullarda yetistirilen arpa cesitleri, ¢ikistan itibaren belirli
araliklarla Zadoks Biiylime Skalas® na (Zadoks ve ark.,, 1974) gore
degerlendirilmistir. Ozellikle Zadoks Skalasr’nda kardeslenme, sapa kalkma,
karmlanma, basaklanma, c¢iceklenme ve fizyolojik olum donemi 28 arpa c¢esidinde

kargilastirilmistir.
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Taban kosullardaki bitkilerin Zadoks Gelisme Donemleri incelendiginde,
ekimden sonra bitkilerin ¢ikis siiresi ortalama 16.7 giin, kardeslenme dénemi
ortalama 31.5 giin, sapa kalkma donemi ortalama 86.6 giin, karmlanma dénemi
ortalama 109.2 giin basaklanma donemi ortalama 123.6 giin, ¢iceklenme dénemi
ortalama 132.6 giin, fizyolojik olum donemi ise ortalama 156.7 giin olarak
bulunmustur.

Kira¢ kosullarda ise bu gelisme donemleri, taban kosullara gore cikis ve
kardeslenme doneminde 4’er giin, ciceklenme doneminde 2 giin, basaklanma
doneminde 1 giin daha ge¢ tamamlanmig, fakat karinlanma ve fizyolojik olum
donemlerinde 1’er giin, sapa kalkma doneminde ise 2 giin daha erken bir siirede
sonlanmuistir.

2 swrali arpa cesitlerini Zadoks Gelisme Donemleri bakimindan kira¢ ve taban
kosullarda kiyasladigimizda, kira¢ kosullarda yetistirilen cesitlerin  ¢ikis,
kardeslenme, bagaklanma ve ¢iceklenme siirelerinin taban kosullara kiyasla sirasiyla
4, 4.5, 3 ve 2 giin daha uzun siirdiigii; karinlanma ve fizyolojik olum doneminin esit
oldugu, sapa kalkma doneminin ise kira¢c kosullarda 2 giin daha erken sonlandigi
tespit edilmistir.

6 sirali arpa cesitlerinin Zadoks Gelisme Donemleri bakimindan kira¢ ve taban
kosullarda karsilastirildiginda, 2 sirali cesitlerin kirac-taban kiyaslamasiyla biiytik bir
paralellik gosterdigi saptanmistir.

Cesitler bazinda gelisme donemleri incelendiginde, Biilbiil-89 ve Sladoran
cesitlerinin sapa kalkma doneminde diger cesitlerle aralarinda herhangi bir farkin
olmadigi, fakat kira¢c kosullarda en erken sapa kalkan cesitler oldugu, Sladoran
cesidinin hem taban hem de kira¢ kosullarda karinlanma donemine en erken baslayan
cesit oldugu saptanmastir.

Iki ve alt1 srali arpa cesitleri arasinda fizyolojik karakterler bakimmdan dnemli

bir farklilik saptanmamustir ( Cizelge 4. 1 ve Cizelge 4. 2).

25



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Deniz YALIM

4. 2. Morfolojik Ozellikler

Taban ve kira¢ olmak iizere iki lokasyonda yetistirilen 28 arpa ¢esidinin baz1

morfolojik 6zelliklerinin ortalama ve standart hatalarina ait veriler Cizelge 4. 3 ve

Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4. 3. Taban ve Kira¢ Kosullarinda Yetistirilen Arpa Cesitlerinin Baz1
Morfolojik Ozelliklerine Ait Ortalama Degerler

KIRAC TABAN
Bitki Boyu | Basak Uzunlugu | Bitki Boyu | Basak Uzunlugu

CESITLER (cm) (adet) (cm) (adet)

2 Sirah Cesitler
Anadolu-86 115+ 0.98 11.9+£0.30 77 £1.98 12.3 +£0.18
Anadolu-98 111 +1.69 10.5+£0.41 63 +1.27 11.6 £0.18
Angora 109 + 0.98 11.3+0.21 70 £1.22 10.3 +£0.33
Aydanhanim 129 + 0.69 11.1£0.10 74 £ 1.54 11.5+0.29
Balkan-96 106 + 1.07 10.4 £0.15 60 + 1.27 9.9 +0.31
Biilbiil-89 109 + 1.15 12.7£0.20 68 + 1.58 11.3+0.23
Cumhuriyet-50 | 111 £1.57 11.4+£0.13 65 +1.01 10.3 +£0.43
Efes-1 111 +£0.79 11.5+0.22 63 +1.33 11.1 £0.20
Efes-2 110 £ 0.70 11.2 £0.27 64 +1.28 10.6 £ 0.55
Efes-3 113 +1.52 11.4+£0.36 70 £1.43 10.5+0.39
Efes-4 108 + 1.02 12.2 £0.47 69 +1.22 10.9 £0.39
Efes-6 114 + 1.65 11.6 £0.27 69 +1.32 11.0 £0.27
Hamidiye-85 110 + 1.01 10.4 £0.24 59 +1.60 9.7 £0.24
Kalayci1-97 118 +0.96 10.5 +£0.31 66 + 1.35 11.3+£0.50
Karatay-94 119 + 1.90 12.2 £0.31 72 £1.27 11.7+0.34
Obruk-86 104 + 1.47 11.7+0.25 68 £ 1.71 11.4+£0.34
Oriza-96 108 + 1.57 12.8 £0.15 65 +1.28 11.9+£0.26
Sladoran 98 +0.47 9.7 £0.17 52 +1.61 8.9 £0.31
Sahin-91 110 + 0.88 10.1 £0.18 62 +0.98 10.6 £ 0.28
Tarm-92 113 +1.24 12.7+£0.17 71 £1.27 12.5+0.33
Yercil-147 113 +0.79 12.2 £0.32 63 +1.17 13.5 £0.39
Yesevi-93 108 + 1.94 12.2 £0.28 61 +£1.96 10.3 +£0.33
ORTALAMA 112 +1.22 11.4 £0.25 65 +1.39 11.05 +0.33

6 Sirali Cesitler
Aday-4 107 + 1.48 8.6 £0.19 58 £1.09 8.0 +0.22
Cetin- 2000 105 + 1.88 10.6 £ 0.30 66 + 1.01 8.9 +0.32
Erginel-90 106 + 0.83 10.5+£0.22 59 +£1.15 10.6 +£0.39
Yesilkoy- 387 121 £0.71 9.5 +0.21 66 + 1.03 10.5+£0.42
Yildirim 101 +1.09 9.4 +0.21 56 + 1.46 8.8 +0.43
Zafer-160 100 + 0.87 9.0 £0.28 61 £1.36 9.4 £0.23
ORTALAMA 104 +£1.14 9.6 +0.24 61 £1.18 9.37 £ 0.34
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Cizelge 4. 4. Taban ve Kira¢ Kosullarinda Yetistirilen Arpa Cesitlerinin Baz1
Morfolojik Ozelliklerine Ait Ortalama Degerler

TABAN KIRAC
CESITLER Basakta Dane Basak Basakta Dane Basak
Sayisi (adet) Verimi (g) Sayisi (adet) Verimi (g)
2 Sirah Cesitler
Anadolu-86 31.8+0.93 1.6 £0.08 32.1 +£0.31 2.2 +0.05
Anadolu-98 277 +1.52 1.2+0.10 29.5+0.72 1.8 £0.08
Angora 32.3+0.73 1.7 +£0.08 27.0 £0.65 1.6 £0.06
Aydanhanim 269 +1.44 1.6 £0.09 32.4 +0.65 1.8 £0.07
Balkan-96 20.6 +£2.26 1.3+0.13 25.7 £0.60 1.5 +£0.08
Biilbiil-89 28.7+2.22 1.6 +0.14 29.2 +0.61 1.8 +£0.07
Cumhuriyet-50 29.3 +£0.99 1.3+0.11 26.7+1.12 1.6 +0.12
Efes-1 31.8+1.10 1.6 +0.11 29.0 +£0.52 1.9 £0.06
Efes-2 30.2 +£0.95 1.5+0.10 257 +1.48 1.5+0.13
Efes-3 29.6 +1.68 1.4+0.14 27.7 +£0.99 1.6 £0.11
Efes-4 28.8 +1.53 1.4 £0.08 29.0 +£0.97 1.8 £0.10
Efes-6 31.1 +£0.38 1.5 +0.09 28.4 +0.82 1.7+0.07
Hamidiye-85 26.1 +0.91 1.3 +£0.09 25.7 £0.60 1.5+£0.07
Kalayc1-97 28.5+1.01 1.7 £0.08 283 +1.11 1.8+0.11
Karatay-94 33.1+0.97 1.8 +0.10 30.4 +1.20 2.0+0.10
Obruk-86 32.7+0.78 1.4+0.12 29.1 +1.23 1.8 +0.15
Oriza-96 33.3+1.13 1.9 +£0.09 28.0 +1.08 1.8+0.11
Sladoran 30.2 +1.21 1.7 +0.10 242 +1.18 1.3 +0.09
Sahin-91 23.6 +0.87 1.5 +0.05 27.3+0.78 1.7 £0.09
Tarm-92 327 +0.63 1.9 £0.06 30.7 £0.60 2.1 £0.05
Yercil-147 28.8 +0.63 1.5+0.07 30.7 +£0.79 1.7 £0.12
Yesevi-93 31.4 +1.33 1.8+0.11 26.7 +0.87 1.5 +0.09
ORTALAMA 29.5+1.14 1.55+0.09 26.9 +1.13 1.7 £0.09
6 Sirali Cesitler
Aday-4 48.9 +£2.17 2.1 £0.06 48.8 £2.59 2.0 +£0.09
Cetin- 2000 38.4 +2.21 2.0+0.14 39.4 +3.00 2.0+0.14
Erginel-90 45.0 £4.50 2.0+0.14 51.0 +£3.85 2.4+0.18
Yesilkoy- 387 63.3+1.52 3.1+0.18 68.1 +2.46 34+0.14
Yildirim 524 +3.11 2.3+0.16 57.5+2.84 2.1 £0.16
Zafer-160 49.5 £3.05 2.5+0.22 56.9 +3.84 2.6+0.17
ORTALAMA 49.5 +2.71 2.33+0.15 53.6 +2.12 2.41+0.14

Taban ve kira¢ kosullarda yetistirilmis olan 28 arpa ¢esidinin morfolojik
ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in yapilmis olan dl¢iimlerin sonuclar1 Cizelge 4. 3 ve
4. 4’de verilmistir. Cesitler; bitki boyu, basak uzunlugu, basakta dane sayis1 ve

basakta dane agirligi 6zellikleri bakimindan incelenmistir.
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Iki ve alt1 swrali arpa cesitlerinin bitki boyu ortalamalar1 karsilastirildiginda
bitki boyunun kira¢c kosullarda, taban kosullara gore % 50 oraninda azaldigi
saptanmustir. Bagsak uzunlugu bakimindan taban ve kira¢ kosullarda yetistirilen iki ve
alt1 srrali arpa cesitlerinin ortalamalar1 karsilastirildiginda her iki arpa tipinde de
degismedigi saptanmistir.

Taban kosullarda yetistirilen iki swrali arpa cesitlerinde bitki boyu 98 ile 129
cm, ve basak uzunlugu 9.7 ile 12.7 cm arasinda degismistir. Kira¢ kosullarda ise bu
ozellikler ayn1 sirayla 52 ile 77 cm ve 8.9 ile 13.5 cm olarak saptanmastir.

Taban kosullarda yetistirilen alt1 siral1 arpa gesitlerinde bitki boyu 100 ile 121
cm, basak uzunlugu 8.6 ile 10.6 cm arasinda degismistir. Kira¢ kosullarda ise bu
ozelliklerin ayni1 sirayla 56 ile 66 cm ve 8.0 ile 10.6 arasinda degistigi belirlenmistir.

Cesitler tiplerine bakilmaksizin bitki boyu bakimindan degerlendirildiginde,
taban kosullarda iki sirali Aydanhanim ¢esidinin 129 cm ve alt1 sirali Yesilkoy 387
cesidinin 121 cm ile en uzun boylu c¢esitler olduklari, iki sirali Sladoran ¢esidinin ise
98 cm ile en kisa boylu arpa ¢esidi oldugu saptanmistir. Kira¢ kosullarda ise bitki
boyu en kisa cesit yine Sladoran c¢esidi olup en uzun boylu cesit ise Anadolu-86
olarak tespit edilmistir.

Cesitler basak uzunlugu bakimindan degerlendirildiginde taban kosullarda, iki
stralt arpalar i¢inde en uzun basak uzunlugu Tarm - 92 ve Biilbiil - 89 ¢esitlerinden,
en kisa ise Sladoran c¢esidinden, alt1 sirali arpalarda en uzun basak uzunlugu Cetin -
2000 c¢esidinden en kisa ise Aday - 4 cesidinden elde edilmistir.

Kirag¢ kosullarda ise iki sirali arpalar icinde en uzun basak uzunlugu Anadolu -
86 ¢esidinden en kisa ise yine Sladoran ¢esidinden elde edilmistir. Alt1 sirali arpalar
icinde ise Erginel - 90 ¢esidi en uzun basak uzunluguna sahip olurken yine Aday - 4
en kisa bagak uzunluguna sahip ¢esit olarak tespit edilmistir.

Iki swrali arpa cesitleri basakta dane sayist bakimindan degerlendirildiginde
taban kosullarda en yiiksek Orza-96 cesidinden, en diisiik ise Balkan-96 ¢esidinden,
kirag kosullarda ise en yiiksek Aydanhanim cesidinden, en diisiik ise Sladoran

cesidinden elde edilmistir.
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Bagsak verimi bakimindan iki sirali arpalar kendi ic¢inde karsilastirildiginda,
taban kosullarda Orza-96 ve Tarm-92 cesidinin en yiiksek, Balkan-96 ve Anadolu-98
cesitlerinin ise en diisiik, kira¢ kosullarda ise Anadolu-86 ve Tarm-92 ¢esitlerinin en
yiikksek, Yesevi-93, Hamidiye-85, Efes-2 ve Balkan-96 cesitlerinin ise en diisiik
basak verimine sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Alt1 sirali arpa cesitleri basak verimi bakimindan karsilastirildiginda taban ve
kira¢ kosullarda Yesilkdy-387 cesidinin en yiiksek, Cetin2000 cesidinin ise en diisiik
oldugu saptanmistir.

Morfo - fizyolojik analizler icin toplam 11 0zellik incelenmis olup bunlar;
cikis, kardeslenme, sapa kalkma, karmlanma, basaklanma, cigeklenme, fizyolojik
olum, bitki boyu, basak uzunlugu, basakta dane sayis1 ve basak verimidir. Incelenen
bu ozellikler bakimindan ¢esitlerin birbirlerinden farkli oldugu, ama bu morfo -
fizyolojik Ozelliklerin incelenmesiyle cesitlerin birbirinden ayrilmasinin zor oldugu
saptanmustir. 1ki farkli kosulda yetistirilen arpa cesitlerinin yetistirildigi yere gore
farklilik gosterdigi, ozellikle topraktaki nemin hem gelisme donemine hem de hasat
donemine etki yaptigi morfo - fizyolojik parametrelerin incelenmesiyle ortaya
cikmistir. Ornegin olgunlagsmanin kirag kosullarda taban kosullara gore erken olmasi
bunun en giizel 6rnegi olarak verilebilir. Daha once yapilan ¢alismalarda da 6zellikle
bu durum detayli olarak ag¢iklanmistir ( Kirtok ve ark. 1989; Turgut ve ark., 1997 ).

Yapilan morfo - fizyolojik analizlerde cesitlere 6zel bir durum saptanmamustir.

4. 3. Karakterler Arasi iliskiler

Iki ve alt1 swrali arpa genotiplerinin morfolojik ozellikleri arasindaki iliski

katsayilar1 Cizelge 4. 5 ve 4. 6’da verilmistir.

Cizelge 4. 5° de goriildiigii gibi, iki swrali arpa cesitlerinde incelenen tiim
ozelliklerin birbirleriyle arasinda olumlu ve ©Onemli bir iligki icerisinde oldugu
saptanmistir. Sadece taban kosullarda basak uzunlugu ile basak verimi ve basakta

dane sayist ile bitki boyu arasinda énemli bir iliski saptanmamustir.
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Cizelge 4. 5. ki Sirali Arpa Cesitlerinin Taban ve Kira¢ Kosullardaki Morfolojik
Ozellikleri Arasindaki Iliski Katsayilar1 ( 1)

Karakter Basakta Dane Sayis1| Basak Verimi Bitki Boyu
e —— 0.207** 0.115°° 0.186**
i . 0.389% % 0.355%%* 0.305%**
0.697** 0.072°°
Basakta Dane Sayis1 0.85 75 0338757
. . 0.141*
Basak Verimi 03575 %
* 1 9% 5’e gore onemli, **: % 1’ e gore 6nemli *** : % 0.1” e gore onemli, °° : Onemli degil

Cizelge 4. 6’ da goriildiigi gibi, 6 swrali arpalarda taban kosullardaki basak
uzunlugu, basakta dane sayisi ile ( r = 0,249* ) olumlu 6nemli, basak verimiyle
olumlu 6nemsiz ve bitki boyuyla olumsuz onemsiz bir iligki bulunmustur. Basak
uzunlugu hem taban hem de kira¢ kosullarda bitki boyu ile olumsuz ©6nemsiz
bulunmustur. Basakta dane sayisi, hem taban hem de kira¢c kosullarda basak
verimiyle olumlu 6nemli, bitki boyuyla taban kosullarda olumlu ©nemli kirac
kosullarda ise olumlu onemsiz bulunmustur. Basak verimi taban kosullarda bitki

boyuyla olumlu 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4. 6. Alt1 Swral1 Arpa Cesitlerinin Taban ve Kira¢ Kosullardaki
Agronomik Ozellikleri Arasindaki Iliski Katsayilar1 ()

Karakter Basakta Dane Basak Verimi Bitki Boyu
Sayisi
P L e .
Basakta Dane Sayisi 82471;:: (())g ?5] :;k -
Basak Verimi 8;‘;4912?

*:9% 5’e gore onemli, **:% 1’ e gore 6nemli, *** :% 0.1’ e gore 6nemli, D" Onemli degil
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4. 4. DNA Analizleri

Arpa cesitlerinde en polimorfik ISSR primerlerini saptamak i¢in ilk 6nce 7 arpa
cesidinde 64 ISSR primeri test edilmis olup, her bir ISSR primeri basma diisen

toplam band sayis1 ve polimorfizm orani Cizelge 4. 7°de verilmistir.

Cizelge 4. 7. ISSR Primerlerinin Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam Bant
Sayilari, Polimorfik Bant Sayilar1 ve Polimorfizm Oranlar1

ISSR Toplam Bant Polimorfik Bant Polimorfizm

Primerleri Sayisi sayisl Oram
UBC 807 4 0 -

UBC 808 7 2 28,57
UBC 809 6 1 16,67
UBC 810 7 1 14,29
UBC 811 7 3 42,86
UBC 812 5 1 20,00
UBC 813 3 1 33,33
UBC 814 7 3 42,86
UBC 815 6 2 33,33
UBC 816 8 2 25,00
UBC 817 6 2 33,33
UBC 818 5 2 40,00
UBC 819 5 2 40,00
UBC 820 5 3 60,00
UBC 821 5 1 20,00
UBC 822 6 3 50,00
UBC 823 4 3 75,00
UBC 824 4 1 25,00
UBC 825 - - -

UBC 826 9 3 33,33
UBC 827 8 3 37,50
UBC 828 6 3 50,00
UBC 829 3 1 33,33
UBC 830 8 1 12,50
UBC 834 13 5 38,46
UBC 835 6 2 33,33
UBC 836 2 0 -

UBC 841 10 4 40,00
UBC 842 7 3 42,86
UBC 844 4 1 25,00
UBC 845 6 2 33,33
UBC 846 5 2 40,00
UBC 847 8 3 37,50
UBC 848 4 2 50,00
UBC 849 8 4 50,00
UBC 851 1 0 -

UBC 852 5 0 -
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Cizelge 4. 7’ nin devamu

UBC 853 4 2 50,00
UBC 854 2 0 -
UBC 855 7 2 28,57
UBC 856 7 2 28,57
UBC 857 - -
UBC 858 5 2 40,00
UBC 859 5 1 20,00
UBC 860 6 2 33,33
UBC 861 - - -
UBC 868 3 1 33,33
UBC 869 - - -
UBC 873 2 1 50,00
UBC 874 7 3 42,86
UBC 875 - - -
UBC 876 8 6 75,00
UBC 877 - -
UBC 878 - -

UBC 879 1 0 -
UBC 880 8 1 12,50
UBC 884 7 4 57,14
UBC 885 3 1 33,33
UBC 886 7 2 28,57
UBC 887 5 1 20,00
UBC 888 9 3 33,33
UBC 889 8 2 25,00
UBC 890 19 3 15,79
UBC 891 3 1 33,33
TOPLAM 339 112

Cizelge 4. 7°de goriildiigii gibi, 64 adet ISSR primerinden 57 adedi PCR iiriinii
meydana getirirken 7 ISSR primeri ( UBC 825, UBC 857, UBC 861, UBC 869, UBC
875, UBC 877, UBC 878 ) herhangi bir iiriin meydana getirmemistir. Kullanilan 57
adet ISSR primerinden 6 tanesi ise ( UBC 807, UBC 836, UBC 851, UBC 852, UBC
854, UBC 879 ) polimorfizm gostermemistir. Kullanilan 57 adet ISSR primeri
toplam 339 bant iiretmis olup bunun 112’sinin polimorfik oldugu saptanmustir.
Toplam band sayis1 bakimindan ISSR primerleri karsilastirildiginda, en yiiksek
degeri 19 band ile UBC 890 ISSR primeri vermis olup en diisiik band sayis1 ile UBC
879 ve UBC 851 primerlerinden elde edilmistir.
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Cizelge 4. 8. ISSR Primerlerinin Niikleotid Dizilimi, Toplam Bant Sayisi, Polimorfik
Bant Sayis1 ve PIC (Polimorfik Bilgi Igerigi) Degeri

Primer No Niikleotid Dizilimi (5° - 3°) Toplam Polimorfik PIC Degeri
Bant Sayis1 Bant Sayis1
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 8 6 0.776
UBC 814 CTC TCT CTCTCT CTCTA 10 9 0.384
UBC 820 GTG TGT GTG TGT GTG TC 9 6 0.501
UBC 822 TCT CTC TCT CTC TCT CA 4 3 0.884
UBC 823 TCT CTC TCT CTC TCT CC 11 9 0.531
UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 8 5 0.801
UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CT 4 2 0.765
UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACACT 6 2 0.714
UBC 860 TGT GTG TGT GTG TGT GA 3 2 0.354
UBC 876 GAT AGA TAG ACA GAC A 12 7 0.397
TOPLAM 75 51
ORTALAMA 7.5 5.1 0.611

ISSR  primerleri polimorfizm oran1 bakimindan degerlendirildiginde
polimorfizm oranmin % 12.50 ile % 75.00 arasinda degistigi, en yiiksek polimorfizm
oraninin UBC 876 ile UBC 823 primerlerinden, en diisiik ise UBC 830 ile UBC
880 primerlerinden elde edildigi saptanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore UBC
811, UBC 814, UBC 820, UBC 822, UBC 823, UBC 824, UBC 853, UBC 855, UBC
860 ve UBC 876 ISSR primerleri 28 adet arpa cesidinde kullanilmak {iizere
secilmistir.

Cizelge 4. 8’de verilen 10 ISSR 28 arpa cesidinde genetik cesitliligi saptamada
kullanilmigtir. Kullanilan 10 ISSR primeri toplam 75 band meydana getirmistir.
Primer basina ortalama band sayis1 7.5 olup en diisiik UBC 860 ( 3 adet ) ve en
yilksek UBC 876 ( 12 adet ) ISSR primerlerinden saptanmistir. Saptanan 75 bandin
51’inin polimorfik olarak bulundugu tespit edilmis olup primer basmna ortalama
polimorfik band sayisinin 5.1 oldugu saptanmistir. En yiiksek polimorfik bant sayis1
9 adet ile UBC 814 ISSR primerinden elde edilirken en diisiik polimorfik band sayis1
2 adet ile UBC 855 ve UBC 860 ISSR primerlerinden elde edilmistir. Polimorfik
bilgi icerigi incelendiginde ( PIC ) ise ortalama degerin 0.611 oldugu ve PIC
degerinin en yiiksek 0.884 ile UBC 822 primerinden, en diisiik degerin ise UBC 860
primerinden elde edildigi saptanmistir. UBC 822, UBC 876 ve UBC 853 nolu ISSR
primerleri kullanilarak 28 arpa ¢esidinde elde edilen PCR sonuglar1 Resim 4 A, B ve

C’ de verilmistir.
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Resim 4. A. 28 Arpa cesidinin UBC 822 nolu ISSR primeri ile amplifikasyonu
sonucu olugan ISSR PCR iiriinleri; B. UBC 876 nolu ISSR primeri ile
amplifikasyonu sonucu olusan ISSR PCR iiriinleri; C. UBC 853 nolu
ISSR primeri ile amplifikasyonu sonucu olugsan ISSR PCR iiriinleri. Oklar
polimorfik bandlar1 gostermektedir. 1. Anadolu 86; 2. Oryza 96; 3. Tarm
92; 4. Efes 6; 5. Kalayc1 97; 6. Efes 1; 7. Karatay 94; 8. Balkan 96; 9.
Efes 2; 10. Zafer 160; 11. Sladoran; 12. Cumhuriyet 50; 13. Biilbiil 89;
14. Sahin 91; 15. Efes 3; 16. Yesevi 93; 17. Angora; 18. Aday 4; 19. Efes
4; 20. Erginel 90; 21. Obruk 86; 22. Aydanhanim; 23. Yesilkoy 387; 24.
Yercil 147; 25. Yildirim; 26. Anadolu 98; 27. Hamidiye 85; 28. Cetin
2000. St; A DNA / EcoRI+HindIII.
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Resim 4. A’ da goriildiigii gibi, UBC 822 ISSR primerinin 28 arpa c¢esidi ile
yapilan PCR amplifikasyonu sonucu olusan 4 bandin 3’ iiniin polimorfik oldugu
tespit edilmistir. Polimorfik bantlarin denk geldigi aralik 960 - 1420 bp arasindadir.
Resim 4.B° de goriildiigii gibi UBC 876 ISSR primerinin PCR amplifikasyonu
sonucu olusan 12 banttan 6’sinin polimorfik oldugu belirlenmis, polimorfik bantlarin
denk geldigi aralik ise 550 - 1200 bp olarak tespit edilmistir.

Cesitler arasinda ISSR verileri kullanilarak Nei ( 1972 )’ ye gore hesaplanan
genetik uzaklik degerleri Cizelge 4. 9’ da verilmistir. iki siral1 arpalar icinde genetik
uzaklik katsayisi 0.05 ile 0.33 arasinda degismis olup, Efes-2 ile Yesevi-93 cesitleri
0.05 degeri ile genetik olarak en yakin, Sladoran ile Efes-3 cesidi ise 0.33 degeri ile
genetik olarak en uzak cesitler oldugu saptanmustir. Alt1 sirali arpalar kendi i¢cinde
degerlendirildiginde, genetik benzerlik katsayismin 0.12 ile 0.31 arasinda degistigi
ve Erginel-90 ile Cetin - 2000 ¢esitleri 0.12 degeri ile genetik olarak en yakin, yine
Zafer-160 ile Aday-4 ve Erginel-90 ile Yildirim ¢esitlerinin ise ile 0.31 degeri ile en
uzak cesitler oldugu belirlenmistir.

Cesitler genel olarak incelendiginde ise Ozellikle Aday-4, Yesilkoy-387 ve
Yildirim cesitlerinin  genetik yap1 olarak diger arpa cesitlerinden uzak oldugu
saptanmustir (Cizelge 4. 9).

ISSR verileri kullanilarak PAUP paket programi yardimi ile Nei (1972)’ye
gore yapilan UPGMA kiimeleme analiz sonucu Sekil 4. 1’ de verilmistir. Sekil 4. 1°
de goriildiigii gibi 28 arpa cesidi A va B grubu olarak iki ana gruba ayrilmistir. A
grubu kendi icinde IA ve IIA olmak iizere tekrar ikiye ayrilmistir. IIA grubu
icerisinde yer alan tiim ¢esitler iki swrali arpa cesitleri olan Anadolu-86, Tarm - 92,
Cumhuriyet-50, Efes-2, Yesevi-93, Biilbiil-89, Oryza-96, Anadolu-98, Obruk-86,
Efes-6, Angora, Karatay-94 ve Hamidiye-85 dir. IA igerisinde ise hem iki sirali hem
de alt1 sirali arpalar yer almistir. Ozellikle IA grubu kendi iginde tekrar 2 alt gruba
boliinmiistiir. B grubu da kendi icinde iki ana gruba ayrilmis olup, ilk grupta
Yesilkoy-387, Yildirim ve Yercil-147 arpa gesitleri yer almistir. Ozellikle Aday-4

cesidi genetik yap1 olarak 6 swrali arpalar icerisinde farklilik arz ettigi bulunmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Deniz YALIM

DEDR

A |ITA

IA

Sekil 4. 1. 28 arpa cesidi arasindaki ISSR—Genetik Benzerlik dendogrami
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DNA isaretleyicileri, kiiltiir bitkilerinde genetik cesitliligin saptanmasinda
yogun olarak kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda polimorfizm
bakimindan RAPD ve ISSR teknikleri, tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR,
ISSR ve AFLP isaretleyicilerinin avantajli olduklar1 belirlenmistir. Bunlarin yani sira
calisilacak laboratuvar olanaklar1 g6z oniinde bulunduruldugunda, RAPD ve ISSR
yontemlerinin radyoaktif madde kullaniminin olmadigi ve kosullarin sinirli oldugu
laboratuvarlarda rahatlikla kullanilabilecek yontemler oldugu saptanmistir (Powell ve
ark., 1996; Baum ve ark., 1997; Fang ve ark., 1997; Nagaoka ve Ogihara, 1997;
Moreno ve ark., 1998; Pejic ve ark., 1998; Moreno ve ark., 1998; Nevo ve ark., 1998;
Fatima ve ark., 1999; Martin ve ark., 2000; Blattner ve ark. 2001; Ferrnandez ve ark.,
2002; Tanyolag, 2003, Brantestam ve ark., 2004). Calismamizda ISSR DNA
isaretleyicisi kullanilarak elde edilen sonuclarin tekrarlanabilirligini test etmek lizere
her ISSR primer reaksiyonu iki defa tekrarlanmis ve sonuglarin ayni oldugu tespit
edilmistir. Daha O©nce bildirilen caligmalarla (Fernandez ve ark., 2002) bu
bulgumuzun uyum igerisinde oldugu saptanmustir. Ozellikle RAPD analizlerinde,
RAPD’in laboratuvarlardan laboratuvara degistiginin gosterilmesi ISSR DNA
tekniginin kullanim alanin1 genisletebilecektir. ISSR primerlerini kullanarak elde
ettigimiz toplam band sayis1 ve polimorfik band sayis1 diger DNA isaretleyicileri ile
karsilagtirildiginda ozellikle RAPD ile ayni oldugu AFLP’den diisik oldugu
belirlenmistir. Buna benzer sonuclar Yong-Cui Hou ve ark. (2005), Fernandez ve
ark. (2002) ve Tanyolag (2003) tarafindan da bildirilmistir. Ozellikle ISSR DNA
tekniginin polimorfizm bakimmdan RAPD’den iyi olmasi bu metodu bir kez daha
degerli kilmaktadir.

ISSR ile yapilan cesitlerin genetiksel karakterizasyonunda ¢esitler
birbirlerinden rahatlikla ayrilabilmislerdir. Fakat bu calismada hicbir ¢eside ait 6zel
bir ISSR band1 bulunmamaistir. ISSR verileri arpa cesitlerini kullanim alanlarina gore
iki swali ve alt1 swrali olarak rahatlikla aywrabilmistir. Buna benzer sonuclar
Fernandez ve ark. ( 2002 ) ve Yong — Cui Hou ve ark. ( 2005 ) tarafindan da
bulunmustur. Ozellikle ayni arastiricilar, DNA teknikleri kullanilarak arpalarin
yazlik ve kislik olarak da gruplandirilabilecegini bildirmislerdir. iki swrali arpalar

incelendiginde iki sirali arpalar birbirine yakin saptanmistir. Yine ayni sekilde yurt
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dis1 orijinli oldugu diisiiniilen Angora cesidinde normalde Tokat populasyonu
icerisinden sec¢ilen ve yurt disinda tescil ettirilen bir arpa oldugu 6grenilmistir (T.
Akar, kisisel goriisme).

Yapilan kiime analizi sonucunda, ortaya c¢ikan iki ana grup genellikle basak
tiplerine gore ayrilmistir. Fakat 6 sirali arpalar icerisinde de bazi iki sirali arpa
cesitlerinin bulundugu saptanmustir. Ozellikle Efes-4, Efes-1, Sahin-91, Efes-3,
Kalayc1-97, Balkan-96, Sladoran, Aydanhanim cesitlerinin 6 sirali arpalardan
ayrilamamasi, ya bu cesitlerin pedigrilerinde alt1 sirali arpalarin oldugunu yada alt1
sirali arpalarin gelistirilmesinde bu ¢esitlerin kullanildigini bize gostermektedir.

Sonug olarak ISSR molekiiler DNA teknigi analizinde; UBC 811, UBC 814,
UBC 820, UBC 822, UBC 823, UBC 824, UBC 853, UBC 855, UBC 860, UBC 876
primerleri kullanarak Tiirkiye orjinli arpa cesitlerinin DNA bazinda birbirlerinden
ayrilabilecegi, ISSR tekniginin ucuz, kolay ve tekrarlanabilir 6zelliginden dolay1 bir
dominant marker olarak olanaklar1 kisitli laboratuarlarda kolaylikla uygulanabilecegi

sonucuna varilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu arasgtirmada arpa cesitleri morfolojik ve agronomik olarak tanimlanmis,
cesitlerin birbirleriyle benzerlikleri DNA seviyesinde ISSR DNA isaretleyici teknigi
yardimiyla saptanmistir.

Elde edilen sonug¢lar kisaca asagida 6zetlenmistir:

* Morfolojik ve fizyolojik 6zellikler kullanildiginda iki ve alt1 siral1 arpa tipleri
icinde bulunan cesitler birbirinden, incelenen morfolojik ve fizyolojik
ozelliklere gore ayrilamamistir. Fakat bu Ozelikler bakimindan iki ve alt1
sirali arpalar birbirinden rahatlikla ayrilmistir.

+ Incelenen morfolojik ozellikler bakimindan Sladora cesidi en farkli cesit
olarak saptanmistir.

* Cesitleri DNA seviyesinde ayirmak icin ilk once 64 ISSR primer 7 arpa
cesidinde On arastirmada kullanilmis olup, 64 ISSR primerden 57 adedinin
PCR iiriini meydana getirdigi, 7 ISSR primerinin bir {iriin meydana
getirmedigi saptanmistir.

e Kullanilan 57 adet ISSR primerinin toplam 6 tanesi polimorfik bulunmustur.

e Kullanilan 57 adet ISSR primeri toplam 339 bant iiretmis olup 112’ sinin
polimorfik oldugu saptanmistir.

e 57 ISSR primeri igerisinden polimorfizm oranma gore 10 adet ISSR primer
secilmis (UBC 881, UBC 814, UBC 820, UBC 822, UBC 823, UBC 824,
UBC 853, UBC 855, UBC 860 ve UBC 876) ve bunlar 28 arpa cesidinde
kullanilmigtir. 10 ISSR primeri toplam 75 bant iiretmis olup, 51 adedinin
polimorfik oldugu saptanmistir.

e ISSR verileri kullanilarak hesaplanan genetik uzaklik degerlerine gore
genetik olarak iki sirali arpa cesitleri icerisinde Efes-2 ile Yesevi-93, alti
siralt arpa ¢esitleri icerisinde ise Erginel-90 ile Cetin 200 en yakin cesitler
olarak tespit edilmistir. Ayn1 sekilde genetik olarak iki swrali arpa cesitleri
icerisinde Sladoran ile Efes-3, alt1 sirali arpa cesitleri icerisinde de Zafer-160

ile Aday-4 ve Erginel-90 ile Yildirim en uzak ¢esitler olarak gozlenmistir.
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* ISSR analizine gore yapilan kiimeleme analizi sonucunda, arpa ¢esitlerinin A
ve B olmak iizere iki ana gruba ayrildigi ve A grubunun da kendi i¢inde iki
alt gruba ayrildig1 saptanmistir. Ayrica, 6zellikle iki sirali arpalarin genetik
olarak birbirine yakin oldugu bulunmustur.

* Kiime analizi sonucunda ozellikle bazi iki sirali arpa gesitlerinin alt1 swrali
arpa cesitlerinden ayrilmadigi saptanmustir.

e Ogzellikle ISSR DNA tekniginin arpa cesitlerini tanimlanmada

kullanilabilecegi sonucuna ulasilmstir.
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