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OZET

DOMATES fiv2.2 VERIM GENININ BUGDAY ORTOLOGLARININ
KLONLANMASI VE ONEMLI BUGDAY CESIiTLERININ GENOMIK VE
FONKSIYONEL GENOMIK BAZINDA fiv2.2 BUGDAY ORTOLOGU iLE

TARANMASI

Son yillarda niikleotid ve protein veri tabanlarinin gelistirilmesi ortolog genlerin tiirler
icinde ve tiirler arasinda kullanilma ihtimalini dogurmustur. Ortolog genlerin tiirler
arasinda benzer fonksiyona sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Domateste bulunan fw2.2
geni domateste meyve agirligint artirmasi nedeniyle verim artisina dogrudan katkida
bulunan bir gendir. Bu genin bugdayda da bulunmasi ve farkli allellerinin teshisi ¢ok
karmagik bir karakter olan verimi anlamamiza yardimci olacaktir. Bu c¢alismada
ekmeklik ve makarnalik bugday cesitleri ile bugdayin yabani atalari ilgili genin
bugdaydaki ortologu baz alinarak kullanilan primerler sayesinde gen ifade farkliliklar
ve niikleotid polimorfizmleri incelenmistir. Calisma sonunda gen ifadesi yoniinden tiir
ve cesitler arasinda biiyiik varyasyonlar goriilmiis Ozellikle alternatif ekmeklik
bugdaylarin gen ifadesi ile verim arasinda negatif bir iliski gdézlenmistir. Cesitler
arasinda niikleotid polimorfizmleri belirlenmis ve polimorfizm genin farkli bolgelerinde
goriilmiistiir. Hem gen ifade farkliliklari hem de niikleotid polimorfizmindeki genis
varyasyon bu aday genin bugdayda fonksiyonel igaretleyici olarak kullanilma ihtimalini
giiclendirmektedir. Bu genin bugdaym verim ve diger agronomik karakterlerle
iligkilendirilmesi i¢in daha detayli ¢caligsmalara ihtiyag vardir. Farkli bir tiirden in silico
yontemlerle domateste bulunan bu genin bugday c¢esit ve tiirlerin teshisinde
kullanilabilme potansiyelinin arastirilmasi yoniinden bu c¢aligma Onciiliik teskil
etmektedir.

2013, 67 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, Verim, fw2.2, RT-PCR, Ortolog gen



II

ABSTRACT

CLONING OF WHEAT ORTHOLOGOUS OF TOMATO fw2.2 YIELD GENE
AND GENOMIC AND FUNCTIONAL GENOMIC ANALYSIS OF WHEAT
VARIETIES BY fw2.2 WHEAT ORTHOLOGOUS

Recent developments in nucleotide and protein databases have brought about the use of
orthologous genes among and within species. Orthologous genes are expected to
function similarly among species. Found in tomato, fw2.2 gene is a single gene which
directly contributed yield increase. Wheat ortholog of this gene and its alleles will
enable us to understand complex feature of yield trait. In the present study, bread and
durum wheats and their wild ancestors were screened using primers derived from wheat
orthologs of tomato fw2.2 and gene expression and nucleotide polymorphisms were
investigated. Results showed that great variation existed among species and cultivars in
terms of both gene expression and nucleotide polymorphism. There was also negative
correlation between gene expressions and yield of alternative bread wheat varieties.
There were nucleotide polymorphisms throughout the gene under investigation. Great
variation in gene expressions and nucleotide polymorphism suggests that this gene
could be used as a functional marker in wheat. Further investigation is needed to
associate this gene with yield and other agronomic characteristics. To our best
knowledge, this study is the first to attempt to use a tomato orthologous gene in wheat
to differentiate and possibly identify wheat species and cultivars.

2013, 67 pages

Keywords: Wheat, Yield, fw2.2, RT-PCR, Ortholog gene
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1. GIRIS

Tarim ve buna paralel olarak bitki 1slah1 yaklagik 10 — 15 bin yildir insanoglu
tarafindan yapilmaktadir. Bitkilerin kiiltlire alinmaya baglamasi ile birlikte 1slah
caligmalari ile konulan ilk hedef ise daha iri {iriin ve dolayisi ile birim alandan alinan
verimin artirilmasidir (Gill ve ark, 2004).

Bugday, tarim1 yapilan bitkiler arasinda ilk olarak kiiltlire alinan bitkidir (Wener
ve ark, 1992). Yine bugday, celtik (Oryza sativa L.), misir (Zea mays L.) arpa
(Hordeum vulgare L.) vb. bitkiler tarim1 en ¢ok yapilan tahil tiirleri olup, tiim diinya
niifusunun giinliik kalori ihtiyacinin yaklasik % 80’ini karsilamaktadirlar (Wendel,
2000). Bugday ise tek basina diinya niifusunun giinliik enerji ihtiyacinin yaklasik %
23’tinii karsilayan ve diinyada alan bazinda en yaygin olarak yetistirilen tahildir
(Pimental ve ark, 1997; FAO, 2006; USDA, 2008). Yapilan tahminlere gore insanligin
ihtiyac1 olan bugday tiretiminin 2050 yilinda yeterli miktarda olabilmesi i¢in bugiinkii
bugday iiretiminin her y1l % 2 oraninda artmasi1 gerekmektedir (Gill ve ark., 2004).
Kiiresel iklim degisikliginden kaynaklanan kuraklik ve yagis rejimi degisiklikleri
yaninda mevcut tarim alanlarinin da son sinirlarina dogru yaklastig1 diistiniildiigiinde,
bugday dane biyolojisinin ve bugday bitkisinin verim mekanizmasinin anlagilmasinin
birim alandan alman verimi artirmada ne kadar Onemli oldugu daha da ortaya
cikmaktadir.

Bugday bitkisi i¢in birim alandan alinan verimi artirmanin iki 6nemli yolu
bulunmaktadir. Birincisi verimi artirmak, ikincisi ise tUrlin kayiplarmi en aza
indirmektedir. Uretimi artirmada; 20. vyiizyil boyunca giibre kullanimi ve
mekanizasyonun pozitif etkilerinden kaynaklanan dramatik artislar g6z ardi edildiginde
bugdayda klasik 1slah metotlar1 ile elde edilen verim artisinin son 20 yilda diinyada
siirli bir diizeyde kaldigi goriilmektedir. 1989 yilinda 1 milyar 903 milyon ton olan
diinya hububat tiretimi 2011 yilinda 2 milyar 255 milyon ton’a yiikselmistir (FAO,
2012). Bu da son 15 — 20 yildaki diinya tahil tiretiminin bir artig gosterdigi, ancak diinya
tahil iiretim alanindaki artisda hesaba katildiginda birim alandan alinan verimdeki artig

% 1 — 2 civarinda kalmaktadir (FAO, 2012a).



Diinya bugday {iiretim ve verim rakamlar1 da diinya tahil degerleri ile benzerlik
gostermektedir. 1992 yilinda 561 milyon ton olan diinya bugday tiretimi, 2011 yilinda
656 milyon tona ylikselmistir. Buna gdre son 20 yilda diinya bugday iiretimi yalnizca %
16 artmistir (FAO, 2012b). Bu da beklenen yillik %2 verim artisinin altinda
kalmaktadir.

Ulkemiz bugday iiretim ve verim degerlerine bakildiginda ise durum daha da
olumsuzdur. Bugdayda verim artigin1 olumsuz etkileyen en 6nemli faktorlerin, kuraklik
ve tarima uygun olmayan e8imli ve kira¢ alanlarin tarima agilmasi oldugu diisiiniilse
bile, son 20 yilda Tiirkiye bugday {iiretimi Onemli bir artig gdstermemis, bugday
veriminde ise Onemli bir artis saglanmamistir. 1930 — 1950 doneminde iilkemizde 90
kg/da verim alinan bugdayda, 1970’li yillardan sonra giibre kullanimina paralel olarak
verim dramatik olarak artmis ve 178 kg/da civarina yiikselmistir. Giibre kullanimi 1976
— 1988 doneminde ise 5 kat artis gostermis ve verim 1988 yilinda 217 kg/da olarak
gerceklesmistir. Son 20 yilda ise giibre kullanimi 2 kat artig gdstermesine ve bir¢ok yeni
cesit 1slah edilmesine ragmen bugday iiretim ve veriminde Onemli bir artis
saglanamamustir. 2002°de verim ortalamasi1 209 kg/da, 2012 yilinda ise 265 kg/da olarak
gerceklesmistir (TUIK, 2013).

Ozetle; klasik 1slah metotlari ile birim alandaki bugday veriminde gozle goriiliir
bir artis gozlenmesine karsin bu artig bugday verim potansiyelinin altinda kalmaktadir.
Dolayist ile klasik 1slah metotlar1 yaninda bugdayda iiretim ve verim artis1 saglamak

icin genomik caligsmalarin bugday verim artisina ivme kazandiracagi beklenmektedir.

1.1. Ortolog Genler ve Ortologlarin Belirlenmesi

Ortoloji farkl tiirlerdeki benzer fonksiyon gosteren genleri belirlemek amactyla
kullanilan bir yontemdir. Gelisen teknolojiye paralel olarak farkli bitki genomlarinin
sekanslanmasi ile oOzellikle Arabidopsis thaliana L., yonca (Medicago truncatula
Gaertn.) ve ¢eltik (Oryza sativa L.) gibi model bitki tiirlerinden model olmayan bitki
tirlerine  fonksiyonel bilgilerinin transfer edilmesi amaciyla ortologlardan

faydalanilmaktadir (Van Bel ve ark., 2012). Farkli genomlardaki genler arasindaki



ortoloji bu genler tarafindan gosterilen sekans benzerliklerinin diizeyleriyle
belirlenebilmektedir. Genomlarin sekans verilerinin artmasiyla birlikte varsayilan
ortolojinin otomatik belirlenmesi metotlar1 daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ortologlar
belirlemek amaciyla yapilan bu metotlar genomun biiyiikligi ve duplikasyonla
meydana getirilen iliskinin kompleksligine bagli olarak zorlagmaktadir. Giinlimiizde
ortoloji iki farkli sekilde tespit edilmektedir (Chen ve ark., 2007). Bunlar dendograma
(agac) dayali metotlar ve grafige dayali metotlardir. Agaca dayali olan metotta genler
veya tlirler arasindaki iligkiyi tespit etmek ic¢in filogenetik agaglar ve sekans

benzerlikleri (alignment) kullanilir.

.!l /.
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Sekil 1.1. (a) S1 ve S2 gen ailesinin ve bunlarm bir duplikasyonun (yildiz isareti) semasi. Ortolog ve
paralog ciftlerini belirlemektedir. Kurbaga (5) geni diger tiim genlere (1, 2, 3, 4) ortologdur.
Kirmizi ve mavi genler (1, 2, 3, 4) kendi aralarinda ortologdur, S2 geni (1 - 3 ve 2 - 4)
kendi aralarinda paralogdur (yildiz isareti). (b) Ortolog grafigi. Genler kenarlarla
gosterilmistir. Koseler ise ortolojik iliskiyi temsil etmektedir. Kurbaga geni hem insan hem
de kopek genlerinin bu organizmalarin her ikisinde birden fazla dizide ortologu oldugu i¢in
birden ¢oga (one to many) olarak sekillenir. Bu durumda iki yonlii en iyi uyusma
(Bidirectional best hit) yaklasimu iligkilerin birini kaplar (Altenhoff ve Dessimoz, 2012)

Gilivenilmeyen agaclar ortolojinin ortaya ¢ikarilmasinda bir dezavantaj
olmaktadir. Giivenilir bir aga¢ ¢oklu niikeleotid dizi hizalamasina baghdir. Grafige
dayali metotta ise ortolojiyi belirleyebilmek i¢in tam genom sekanslarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu islem ise iki fazdan olusmaktadir. Bunlardan ilki grafik yapma

fazidir ve bu islemde ortolog gen ¢iftleri titizlikle ayirt edilir ve kenarlardan hizalanarak



eslestirilir. Diger faz ise kiimeleme (clustering) fazidir. Bu fazda ortolog gen gruplari
grafigin yapisina dayanarak diizenlenir (Altenhoff ve Dessimoz, 2012) (Sekil 1.1.).
Hatali gen veya genom dizileri ortolojinin tespit edilmesini gii¢lestirmektedir.
Ortologlarin tespit edilmesinde karsilasilan giigliiklerden bir digeri ise gen ve genom
duplikasyonlar1 (poliploidi) olmaktadir. Gen duplikasyonlar1 dkaryotik organizmalarda
oldukca sik goriilen bir olaydir. Gen duplikasyonlari ardisik (tandem), parcali
(segmental) veya genis Olcekli olarak tam genomu kapsayabilir. Gen duplikasyonlari
tekli genlerin katlanmis kopyalarin1 saglamaktadir. Fakat tam genom duplikasyonlari
genomdaki bir genin her bir kopyasinin katlanmasini saglamaktadir. Poliploidi bitki

tiirleri arasinda meydana gelmektedir (Sekil 1.2.).

4N |

\"Aﬁ'
N\ \ \\'.
A’ N\

5 Mb 10 Mb 15 Mb 20 Mb 25 Mb 30 Mb

Sekil 1.2. Arabidopsis thaliana L. genomundaki parcali sekilde katlanmis bolgeler. Gri
renkli kisimlar kromozomlari, renkli kisimlar ise katlanmis parcalarin
birlesimini gostermektedir (A.G.I, 2000)

Pek c¢ok bitki tiirii genis Olcekli tam genom duplikasyonuna sahiptir (Patel,
2011). Kapali tohumlu bitkilerden olan A. thaliana L., soya fasulyesi (Glycine max
Merr.), kavakgiller (Populus sp.), ¢eltik (O. sativa L.), arpa (H. vulgare L.), misir (Zea
mays L.), ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) genis Olgekli tam genom
duplikasyonuna sahiptir (Soltis ve ark., 2009). 7. aestivum L., M. truncatula Gaertn., O.



sativa L., domates (Lycopersicum esculentum Mill.), akdart (Sorghum bicolor L.),
Brachypodium distachyon L., G max Merr. (Anonymous, 2013a) gibi monokotil ve
dikotil bitkilerin veri tabanlarinda tam genom sekanslar1 mevcuttur. Bu amagla NCBI
(National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Anonymous, 2013b) programini kullanarak bitki tiirleri arasindaki

ortoloji, sekans benzerliklerine dayali biyoinformatik olarak tespit edilebilmektedir.

1.2. Real Time PCR

Real Time PCR niikleik asit amplifikasyonunun ger¢cek zamanli olarak
incelenmesine olanak veren bir PCR teknigidir. Real Time PCR’da ¢ogaltilan iiriinlerin
miktar1 floresan 1s1ma yapan bir molekiil (SYBR Green boyasi gibi) veya yikima bagh
sinyal olusturan problar (TagMan probu gibi) kullanilarak Sl¢iilmektedir. Her bir PCR
dongiisli bitiminde tiipte olusan ¢ift zincirli niikleik asit iirliniin miktarinin 6l¢iilmesini
ve kantitatif analizlerinin yapilmasina olanak saglar (Anonymous, 2013c; Arya ve ark.,
2005).

Cogaltilan {irliniin (amplikonun) belirlenebilmesi i¢in genel olarak 2 farkl
kimyasal uygulanmaktadir. Bunlar DNA’ya baglanan boyalar ve floresan problardir.
DNA’ya baglanan boyalar olarak SYBR Green [ veya Etidyum bromid (EtBr)
kullanilmaktadir. Bu yontem uygulamada ¢ok kolay ve amplikona 0Ozgiil etiketli
hibridizasyon problar1 istenmedigi i¢in maliyet olarak ¢ok ucuzdur. SYBR Green I
sadece dsDNA’nin arasinda girerek 1sima yapar (Sekil 1.3.). Bununla birlikte floresan
sinyalinin yogunlugu reaksiyonda dsDNA varligiin miktarina baglidir.

Bu metodun en 6nemli dezavantaji PCR reaksiyonu siiresince olusan tiim
dsDNA’ya (0zgil olmayan PCR friinleri ve primer dimerleri gibi dsDNA)
baglanmaktadir (Arya ve ark., 2005).

Bu yontemde en 6nemli nokta PCR primerlerinin 6zgiil cDNA’ya baglanmasi,
0zgll olmayan amplikon {iretmemesi veya primer dimeri olusturmamasidir
(Yiizbasioglu, 2008). Primer tasarlama asamasinda 6zgiil bir amplifikasyon elde etmek

icin cDNA dizisinin uygun bolgelerinden seg¢ilmesi ve amplikon uzunlugunun 100 —



250 baz ¢ifti uzunlugunda olmasi gerekmektedir (Wang ve Seed, 2006). Ayrica RNA
izolasyon asamasinda genomik DNA bulagiginin olmast SYBR Green [I’in

uygulanmasini engelleyen bir diger unsurdur (Yiizbasioglu, 2008).
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Sekil 1.3. Real Time PCR’da DNA’ya baglanan boya O6rnegi (SYBR Green I)
(Anonymous, 2013d)

SYBR Green I yonteminde 6zgiil olmayan amplifikasyon {irlinlerinin ve primer
dimerlerinin kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezinden yararlanilmaktadir. Ayrica bu
sorunlarin tespiti i¢in baska bir analiz daha yapilabilmektedir. Melting curve (Erime
egrisi) analizinde her cift zincirli DNA kendine 6zgii bir erime sicakligina (melting
temperature, Tm) sahiptir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra sicaklig1 belli araliklarla ve
belli oranda yiikseltilerek floresan miktar1 belirlenmektedir. Cift zincirli DNA
ayrismaya basladiginda araya girmis olan boya serbest hale gecerek floresan isima
yapar. Bu i1smmanin miktarindan elde edilen erime egrisinden faydalanilarak
amplifikasyonun 6zgiilligii belirlenmektedir. Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi
icin erime egirisinin zamana kars1 tiirevinde faydalanilmaktadir (Sekil 1.4.)

(Yiizbasioglu, 2008).
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Sekil 1.4. Erime egrisi analizi ve primer dimer olusumu grafik gosterimi (Ponchel,
2006)

1.2.1. Esik Dongii Degeri (Treshold Cycle, Ct)

Real Time PCR ig¢in 6nemli bir parametredir. Reaksiyonun floresan sinyali esik
noktasini kesistigi andaki dongii sayis1 olarak gegmektedir (Anonymous, 2013d). Baska
bir ifadeyle, reaksiyondaki ilk anlamli artisin oldugu dongii sayisidir. Ct degeri
ornekteki niikleik asidin miktariyla ters orantilidir. Yani Ornekteki niikleik asidin
miktar1 ne kadar fazla ise Ct’nin degeri o oranda azalacaktir. Dolayisiyla baslangic
DNA konsantrasyonu Ct degerini belirlemede onemlidir (Sekil 1.5.) (Arya ve ark.,
2005; Anonynous, 2013¢; Anonymous, 2013d).
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Sekil 1.5. Real time PCR floreasn deteksiyonu ve esik dongli degerini kullanarak
konsantrasyon 6l¢timii (Anonymous, 2013c)

1.2.2. Kantitatif Verilerin Analizi

Kantitatif verilerin analizinde iki farkli yontem uygulanmaktadir. Bu
yontemlerden ilki absolute (mutlak) veya standart, digeri ise relatif (karsilastirmali veya

goreceli) kantifikasyon olmaktadir (Arya ve ark., 2005).

1.2.2.1. Absolute (Mutlak) Kantitasyon

Bu yontemde kalip DNA miktar1 bilinen standart 6rneklere ait Ct degerleri ile
miktart bilinmeyen 6rnegin Ct degeri karsilastirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu
nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine

ihtiyag vardir. Standart Ornek olarak i¢inde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen



orneklerle yapilan g¢aligmalara mutlak kantitasyon adi verilir (Yiizbasioglu, 2008).

Mutlak kantitasyon ile ilgili degerlendirme Sekil 1.6.’de verilmistir.

Floresan

Dongii sayis1

Ct
1

i

Log seyreltme

Sekil 1.6. PCR amplifikasyon egrisi ve standart egri. Standart diliisyon Orneklerinin
amplifikasyon egrisi (iistte). Standart orneklerin Ct degerleri kullanilarak
cizilen standart egri gosterilmistir (altta) (Ponchel, 2006)

1.2.2.2. Relatif (Karsilastirmah veya Goreceli) Kantitasyon

Goreceli veya karsilastirmali kantitasyon mRNA ifade diizeylerindeki oransal
degisimleri Olgmektedir. Birden fazla Ornek arasinda bir genin kararli mRNA
diizeylerindeki degisimleri belirlemektedir. Goreceli kantitasyonda konsantrasyonu

bilinen kalibrasyon egrisi veya standartlara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bunlarin yerine
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referans olarak dizisi bilinen herhangi bir transkript olabilmektedir. Gen ifade
diizeyindeki kiiciik fizyolojik degisimleri belirlemeye yarayan bir yontemdir. Siirekli
olarak ifade olan referans genler, referans olarak secilmektedir. Bu genlere
housekeeping gene (HKG) denmektedir. ifade diizeylerini belirlemede esik egrisi dongii
noktasindaki farkliliklar kullanilarak o6l¢iimler yapilabilmektedir (Pfaffl, 2006). Livak
and Schmittgen (2001)’e gore hedef gen ile referans gen arasinda karsilastirma hesaplari

yapilabilmektedir.

1.2.3. Housekeeping Genler ve Normalizasyon

Real time kantitatif PCR deneylerinde spesifik hatalar; baglangic RNA
miktarinda, RNA’nin  kalitesinde, c¢DNA sentez asamasinda veya PCR
amplifikasyonundaki kiiciik farkliliklardan dolay1 olabilmektedir. Bu hatalar1 azaltmak
ve oOrnekler arasindaki farkliliklart diizeltmek i¢in normalizasyon yapilmasi
gerekmektedir. Bu amacla ¢esitli kosullar altinda ifade diizeyinin degismedigi bilinen
veya en az etkilenen bir referans gene ihtiya¢ duyulmaktadir. Hedef genin ifade diizeyi,
referasn gen olarak kullanilan housekeeping genin ifade diizeyi ile karsilagtirilmaktadir.
Farkli doku ve hiicre tiplerinde hedef genlerin ifade diizeyinin kantitatif olarak
belirlenmesi i¢in housekeeping genlerin dogru sec¢ilmesi gerekmektedir (Arya ve ark.,

2005; Pfaffl, 2006; Yiizbasioglu, 2008).

1.3. Tek Niikleotid Farklilig1 (SNP) ve Tespit Edilmesi

Tek Niikleotid Farkliligi, organizmalar arasinda homolog bdlgelerdeki tek bir
niiklotidde meydana gelen degisimlere denilmektedir. Yani tek niikleotid farkliligi DNA
dizisindeki varyasyonlara verilen isimdir. SNP’ler es baskin, allelik ve polimorfiktirler

(Auerbach, 2006; Ates Sonmezoglu ve ark., 2010; Singhal ve ark., 2011).
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DNA markdrleri; sekanslamaya dayali, hibridizasyona dayali ve PCR’a dayali
olmak iizere 3 farkli yontemle tespit edilmektedir. Hibridizasyona dayali metotta DNA
kesim enzimleri ile kesilmektedir. Bu sekilde uygulanan yonteme RFLP denilmektedir.
PCR’a dayali metotta ise DNA dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmadan yapilan yontemdir. Bu
yontemde farkli olarak uygulanan isaretleme sistemleri bulunmaktadir. Bunlar RAPD,
SSR, CAPS, AFLP gibi yontemlerdir. Son olarak DNA dizi bilgisi gerektiren yontem
olarak SNP’ler kullanilmaktadir. Son yillarda teknolojinin gelismesine paralel ortaya
cikan mikroarray analizleriyle ifade olmus diziler (EST) tespit edilmistir. EST’ler
kullanilarak haritalar meydana getilmistir ve bunlara EST haritalar1 denilmektedir
(Jehan ve Lakhanpaul, 2006).

SNP’ler transversiyonlar (piirin bazinin pirimidin bazi ile yer degistirmesi veya
tersi) ve transisyonlar (pilirin bazinin diger piirin baziyla (A ve G) veya pirimidin
bazinin diger pirimidin baziyla (C ve T) degismesi) seklinde ortaya c¢ikmaktadir.
Transversiyonun farkli bicimlerinin sayist (varyantlarinin sayisi) transisyonun sayisinin
iki katindan fazla oldugu halde, transisyon sikligr (1,5 — 2,5 faktorii) transversiyonun
sikligindan daha yiiksektir. G>A ve C>T transisyonlari, insan genomundaki SNP’lerin
% 25’ini olusturmaktadir. Tek niikleotid pozisyonundaki varyasyon terminolojisi allel
frekansi ile aciklanmaktadir. Bir popiilasyondaki tek baz degisiminin frekansi % 1’den
bliylik ise bu degisim SNP, % 1’den kiiciik ise mutasyon olarak adlandirilir (Ates
Sénmezoglu ve ark., 2010; Anonim, 2013f).

SNP’ler gen icerisindeki bulundugu yere gore siniflandirilmaktadir. Buna gore;
intron bolgeleri ve genin kodlanmayan bdlgeleri (iSNP = intergenik SNP), amino asit
dizilisine etki eden ve proteini dizisini degistiren farklilik olusturan (non sinonim)
SNP’ler ve amino asit diziligsine etki etmeyen anonim SNP’lerdir (Singhal ve ark.,
2011).

Baglangigta SNP’ler klasik laboratuvar teknikleri ile belirlenebiliryordu. Fakat
kademeli olarak gelisen biyoinformatik sayesinde Polybayes, SNPhunter, HaploSNPer
gibi araglar kullanilarak in silico olarak tespit edilebilmektedir Bu in silico araglar EST
veri tabanlarin1 kullanarak SNP’leri belirlemektedir. Bu araglar fonksiyonel genomik,
farmakogenetik ve zirai calismalarda faydali olmaktadir (Singhal ve ark., 2011). in
silico yoOntemlerle belirlenen SNP’lerin laboratuvar ortaminda test edilmesi

gerekmektedir (Auerbach, 2006).
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Detayli biyoinformatik ¢aligmalar sonucunda Kawaura ve ark. (2009) yaptiklari
caligmada bugdaydan elde ettikleri cDNA dizilerinden GenBank ID AK336220 kodlu
gen parcasinin fw2.2 ile daha fazla homoloji olusturdugu goriilmiistiir. Fakat bu gen
ortologunun bugdayda ¢alisma mekanizmasina dair literatiirde bir veri mevcut degildir.
Bu calismada; biyoinformatik calismalar sonucunda domateste verim artis1 saglayan
fw2.2 genine benzerlik gosteren bugday ortologunun (AK326220) varligmin tespit
edilmesi, bunlarin dizi analizleri ve tek niikleotid polimorfizm potansiyellerinin ve

degisik tiir ve ¢esitlerde farkli ifade diizeylerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Bugday Verim Gen Bolgelerinin Analizi

Dane verimi belki de klasik 1slah metotlar1 ile her zaman calisilmis, ancak
genetigi ¢ok az anlasilmig bir karakterdir. Ancak molekiiler diizeyde bugday dane
verimi mekanizmasini anlamaya yonelik ¢ok az sayida ¢aligma bulunmaktadir.

Bugdayda dane veriminin, 1000 dane agirligi, basaktaki basake¢ik sayisi,
basake¢iktaki dane sayis1 ve birim alandaki basak sayis1 gibi bir¢ok karakterin karmagik
fonksiyonlarin bileskesi olarak ortaya c¢iktig1 bilinmektedir (Shah ve ark, 1999;
Campbell ve ark, 2003). Yapilan ¢aligmalar ile bugday verim bilesenlerinin, erkencilik
geni ile birlikte bugdayda 3A kromozomu iizerinde bulunduklari ve birim alandan
alinan bugday veriminin % 15 — 21 oraninda etkiledikleri saptanmistir (Shah ve ark,
1999). Yine 15 farkli bolgede yapilan tarla caligmalarinin kromozom 3A spesifik
markorlerin verileri ile birlestirilmesi sonucu elde edilen genetik harita verim bileseni
QTL’lerinin genetik bolgeleri belirlenmistir. QTL’lerin sinir markérlerin fiziksel olarak
haritalanmasi ile de bu bilesenler bugday 3A kromozomunun % 36’lik bir kisminda
bulundugu saptanmistir (Dilbirligi ve ark, 2006). Dolayis1 ile bugdayda birden fazla da
olsa dane verimini etkileyen gen bdlgelerinin bulundugu belirlenmis, ancak bu gen
bolgelerinin (QTL) detayli yapilart ve sekanslarini belirlemek miimkiin olmamistir
(Sekil 2.1.). Elde edilen bugday verim QTL’lerin her birinin yalnizca bir gen ile ifade
edilebilecegine dair Onemli bilgiler domates bitkisinde yapilan bir calisma ile
desteklenmektedir (Frary ve ark, 2000). Domates bitkisinde verimi direk olarak
etkileyen ve meyve biiyiikligiinii % 30 oraninda kontrol eden fw2.2 bolgesi dnce bir
QTL olarak tanimlanmis ve yapilan detayli ¢aligmalar bu QTL’in aslinda tek bir gen ile
ifade edildigini ortaya koymustur (Frary ve ark, 2000).
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Sekil 2.1. Bugday Verim Bilesenlerinin Kiyaslamali (Fiziksel ve Genetik) Haritalari.
GYLD (dane verimi), TKWT (1000 dane agirligi), KPS (basaktaki dane
sayist), SPSM (metre karedeki basak sayisi), KPSM (metrekaredeki dane
sayist), AD (ciceklenme zamani), PHT (bitki boyu) ve GVWT (dane
agirligl) parametrelerini ifade etmektedir (Dilbirligi ve ark, 2006)
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2.2. Domates fw2.2 Verim Geninin Ozellikleri

Domatesin yabani tiirii olan L. pimpinellifolium>da meyve biyiikligi 1 cm’
kadar ve birka¢ gramdan olusmasina ragmen, giiniimiiz kiltir domates tirii L.
esculentum’da bir meyvenin biiylikliigii 1 kg’dan daha fazla olabilmektedir (Sekil 2.2.).
Bu farkliligin nedenleri olarak ise domates meyve biiyiikligiini % 30 etkileyen fw2.2
QTL bolgesi belirlenmistir. ilk baslarda bu bolgede birden fazla genin meyve
bliytikliigiinii etkiledigi dusiiniiliirken, bdlgenin detayli olarak incelenmesi, 3500’e
yakin birey kullanilarak haritalanmasi ve markdrler ile zenginlestirilmesi ile aslinda %
30 etkinin bir gen tarafindan kontrol edildigi saptanmistir. Bu gen, ¢igeklerin karpel
(ovaryum, stil ve stigma) hiicrelerini biiylitmekte ve dolayis1 ile meyve biiyiikliigiine

etki etmektedir (Alpert ve Tanksley, 1996).

Sekil 2.2. Cesitli tiirlere ait bitkilerin meyve ve bitki biiyiikliikkleri. (A) En iistte; domates yabani ve kiiltiir
tiirleri (en istte), orta kisimda; yabani biber tiirii Capsicum annuum cv. Chiltepin (solda) ve
dolmalik biber (sagda), altta; yabani patlican tiirii Solanum linnaeanum MM195 (solda) and
S. melongena MM738 (sagda). (B) Misir heterosisi. Ustte; musir koganlari, altta; misir
resiprokal melez g¢aprazlari. (C) Asir1 ifade olan transgenik ZmCNRI1: Ustte; musir
kocganlar1 ve altta; transgenik bitkiler (solda), transgenik olmayan kontrol bitkileri (sagda)
(Gou ve Simmons, 2011)

Domates fw2.2 geni hem L. pimpinellifolium ve hem de L. esculentum
tirlerinden kopya edilmis ve sekanslanmistir. Sasirtict bir sekilde, analizler fw2.2

geninin her iki tiirde de DNA ve protein sekanslarinin 6zdes oldugu, yani hicbir farklilik
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olmadig1 gozlenmistir (Frary ve ark., 2000). Buna gére meyve biiyiikliigii, genin direk
olarak sekansindan degil, genin ekspresyonunu kontrol eden iist-gen bdlgesi (upstream)
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu durum L. pimpinellifolium’a ait bir kozmidin
komplementasyon c¢alismasinda L. esculentum’a aktarilmasi ile ispatlanmistir (Sekil

2.3)).

Sekil 2.3. L. esculentum meyvelerinde fw2.2 transgeninin fenotipik etkisi. (-) transgen
icermeyen ve (+) L. pimpinellifolium fw2.2 kozmidi igeren meyve

Avakado bitkisinde meyve hiicre boliinmesini diizenleyen molekiiler mekanizma
arastirilmistir. Hiicre ¢ogaltmayla ilgili dort gen ve kiiclik meyve ve normal meyve
fenotipleri iizerinde bu genlerin ifade diizeyleri belirlenmistir. Mitotik siklinler
PaCYCAl ve PaCYCBI ve gogalan hiicre niikleer antijeni (PaPCNA) normal meyve
biiytikliigii fenotipinden elde edilmistir. Bu {i¢ transkript gen¢ normal meyvenin mitoz
boliinmenin en fazla goriildiigii yapraklarda, koklerde ve gen¢ meyveciklerde tespit
edilmistir. Buna karsin kiiciik meyve fenotipinde domatesteki meyve biiyiikliigii genine
benzer bir gen tespit edilmistir. Ayrica ayn1 dokular iizerinde yapilan ¢calismada Pafw2.2
benzeri mRNA birikimi kiiciik meyve fenotipinde normal meyve fenotipine gére daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Dahan ve ark., 2010).

Misir bitkisinde heterosis’in (melez azmanligl) tespit edilebilmesi i¢in hiicre
sayisinin kontrolii iizerinde durulmustur. Bu amagla diger bitkilerde tespit edilen ve
misirda da domates fw2.2 genine benzer bir gen ailesi belirlenmistir. Hiicre sayisi
diizenleyicileri (CNR) olarak bilinen bu aile 13 iiyeden olusmaktadir. Bu 13 iiyenin
sadece 2 tanesi (CNRI ve CNR2) domates fw2.2 genine ortologudur. CNRI ve CNR2
bitkilere aktarildiginda, CNR1 bitki direncini negatif olarak etkilemistir. Buna karsin
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CNR?2 geni bitki biiyiimesi lizerine bir etkisinin var oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu
genin susturulmast ile yine benzer sonuglar elde edilmistir (Gou ve ark., 2010).

Okaryotlarda PLACS ve fw2.2 benzeri genlerin degerlendirilmesi iizerine yapilan
bir ¢aliygmada memeli plasental proteinlerinde PLACS bolgesi tespit edilmistir. Bu
caligmada bitki fiw benzeri gen ailesi ve PLCAS bolgesine sahip olan proteinlerin ailesi
hiicre boliinmesi ve organogenesisi kontrol eden hiicre diizenleme mekanizmasinin birer
bileseni oldugu belirtilmistir. Hem fw2.2 hem de PLACS bdlgesi benzer protein
dizilerine sahip oldugu ve benzerligin bu proteinlerin biyokimyasal fonksiyonlarini
aciklamada yararli olacag: bildirilmistir (Libault ve Stacey, 2010).

Soya fasulyesi ile yapilan bir calismada ise domates fw2.2 geninin bir ortologu
tespit edilmistir. Bu c¢alismada ortolog GmFWLI geni, nodiil olusumunda rol
oynamaktadir. GmFWLI ifadesi azot fikse eden Bradyrhizobium japonicum bakterisinin
inokiilasyonuyla baglatilmaktadir. Bu islem nodiil taslagini baslatan bitki kabuk hiicre
boliinmesinin tetiklenmesine yol agmaktadir. Ozellikle GmFWLI nodulasyonun
meydana geldigi kok tliyl hiicrelerinde baglatilir. GmF WL I’nin RNAI ile susturulmasi
sonucunda nodul sayisinda 6nemli bir azalis meydana geldigi bildirilmistir (Libault ve
ark., 2010).

Blas ve ark. (2010) Papaya bitkisinde meyve biiyiikliigii ve seklini kontrol eden
kromozom bolgesinin tespit edilmesi calismasinda 6 QTL belirlemistir. Bu QTL
gruplart meyve bliytikliigii ve seklini diizenleyen domates QTL ovate, sun ve fw2.2’nin
homologlarini icermektedir. Ayrica yapilan bu ¢aligmada aday genler tespit edilmistir.
LGO09 tiizerinde L. esculentum fw2.2 (GenBank ID: AAO12188.1) protein dizisinin
ortolog bolgesi tespit edilmistir.

Franceschi ve ark. (2013) vigne ve kiraz’dan olusan Prunus tiirlerindeki meyve
bliytikliigiinii kontrol eden aday genlerin tespiti ¢aligmalarinda domates ve misirda
hiicre sayisin1 ve organ biiyiikliglinii diizenleyen fw2.2/CNR genlerine benzer 23
fw2.2/CNR ailesinin {iyesini tespit etmislerdir. Bu CNR ailesinin 2 tiyesinin OTL’leri
Prunus avium (kiraz)’da tespit edilen ve PavCNR12 ve PavCNR20 olarak isimlendirilen
baglant1 grubu 2 ve 6 lizerinde belirlenmistir. Kiraz’da yapilan ¢alismalar sonucunda
baglant1 grubu 2 meyve biiyiikligi QTL’i lizerinde bulunan PavCNR2’nin 6nemli bir

role sahip oldugu rapor edilmistir. Ayrica bulunan bu QTL’in diger Prunus tiirii olan
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visnede de muhtemelen olabilecegi belirtilmistir. Yine bu QTL’in markér destekli
seleksiyonda kullanilabilecegi onerilmistir.

Bugday bitkisinde tohum dane agirligindan sorumlu olan ¢eltik ortolog geni
TaGW?2 ile yapilan bir ¢alismada, 7aGW?2 geni bugdayin 6. Kromozomu {iizerinde tespit
edilmigtir. Ayrica bu g¢alismanin sonuglarina gore 7aGW2 geninin 8 ekzonunda T
(timin) baz1 insersiyonu bulunmustur. Bu insersiyon normalde olusmasi gereken 482
amino asit yerine 328 amino asit olusmasina sebep olmaktadir. Degisme sebep olan

allellerde allele 6zgii markor gelistirilmistir (Yang ve ark., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan bitkiler Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimiinden temin edilmistir. Kontrol olarak uluslararasi alanda verimsiz
varyete olarak bilinen ve ayni anda veri tabanindaki EST sekanslarinin biiyiik
cogunlugunun elde edildigi Chinese spring varyetesi RNA izolasyonu igin
kullanilmistir. Ayrica hedef gen i¢in varyasyonu olusturmak amaciyla bugday A
(Triticum urartu), B (degilops speltoides) ve D (Aegilops tauschii) genomu dondrleri
ile tilkemizde yetistirilen degisik verim degerlerine sahip bugday ¢esitleri analizlerde
kullanilmistir. Bu ¢esitler arasinda kislik, yazlik, alternatif, ekmeklik (kirmizi, kirmizi
sert, beyaz sert vb.) ve makarnalik bugday cesitleri bulunmaktadir. Yaklasik 120 kadar
cesit arasindan verim agisindan degiskenlik gosteren 23 c¢esit secilmistir. Secilen gesitler
verim agisindan kuru sartlarda 114 kg/da ve 681 kg/da arasinda degisiklik
gostermektedir. Ayrica segilen gesitler iki yil (kuraklik yaganmayan 2005 ve 2006) iist
iiste benzer verim diizeyi gosterenler (yiiksek stabilite) ve asir1 verim farki (diisiik
stabilite) da gostermektedir. Boylece fenotipik 6zellikler agisindan farkliliklari bulunan
cesitler yaninda verim bakimindan genotipik farklilik gosterenlerin de secilmesi hedef
gen bakimindan varyasyon gosteren bir popililasyon olusturulmasini saglamistir.
Arastirmada kullanilacak olan gesitler ile ilgili genel bilgiler Cizelge 3.1. ve Cizelge

3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bugday ¢esitleri

CESITLER 1,2, 3 if(;gliiM 2006 VERIM ORTALAMA OZELLIiK ISLAHCI
(kg/da) (kg/da) 4 (}::/?SVI KURUM
ZiYABEY - 98 668 681 (+13) 675 Ekmeklik ETAE
BASRIBEY - 95 612 582 (-30) 597 Ekmeklik ETAE
GONEN 488 451 (-37) 470 Ekmeklik ETAE
PEHLiVAN 418 405 (~13) 411 Ekmeklik TIGEM
KASIFBEY - 95 369 391 (+22) 380 Ekmeklik CTAE

KATE-A-1 450 335 (-115) 393 Ekmeklik ATAE
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Cizelge 3.1. (Devami) Caligsmada kullanilan bugday cesitleri

CESITLER 1,2, 3 if(;gliiM 2006 VERIM ORTALAMA OZELLIiK ISLAHCI
(kg/da)  (kg/da) 4 (}(’;ﬁg‘“ KURUM
SULTAN - 95 490 400 (-90) 445 Ekmeklik TBMAE
GEREK - 79 279 272 (-7) 275 Ekmeklik ATAE
GUN-91 250 274 (+24) 262 Ekmeklik TBMAE
BEZOSTOYA -1 255 264 (+9) 260 Ekmeklik ATAE
PANDAS 230 266 (+26) 248 Ekmeklik CTAE
GUADALAUPE 595 508 (-87) 551 Ekmeklik TIGEM
CUMHURIYET -75 331 310 (-21) 320 Ekmeklik ETAE
BAYRAKTAR 245 214 (-31) 230 Ekmeklik TBMAE
IKIZCE - 96 196 224 (+30) 210 Ekmeklik TBMAE
KIRAC - 66 185 233 (+48) 209 Ekmeklik ATAE
C-1252 173 428 (+255) 301 Makarnalik TBMAE
KUNDURU - 1149 114 334 (+220) 224 Makarnalik ATAE
AYDIN - 93 457 521 (+64) 489 Makarnalik ATAE
KIZILTAN -91 175 293 (+118) 234 Makarnalik TBMAE
ANKARA - 98 186 294 (+108) 240 Makarnalik TBMAE
FIRAT - 93 300 297 (-3) 298 Makarnalik GDTAE
SARICANAK - 98 468 334 (~134) 401 Makarnalik CTAE

! Cesit verim bilgileri Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii'nden (TIGEM) saglanmistir.

2 Cesit verimleri 3,776 ile 151,984 dekar arasinda degisen ekim alanlar izerinden hesaplanmigtir.

3 Cesitlerin verim ortalamalari en az 2, en fazla 8 ayri isletme verisinden hesaplanmigtir.

4 Parantez icindeki rakamlar 2006 yili verim degerlerinin 2005 yilindaki verim degerlerinden farkidir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan bugday ata tiirlerinin menseileri

Takson Bitki ID Toplandig1 bolge
Aegilops speltoides var. speltoides 84TK098-021A Tirkiye, Diyarbakir
Triticum turgidum subps. dicoccon Ispanya, Zaragoza
Triticum monococcum subps. monococcum G2900 Tiirkiye, Manisa
Triticum urartu G1820 Tirkiye, Mardin

3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi, DNA ve RNA Icin Orneklerin Alinmasi

Bitkiler iki lokasyonda sirasiyla tarla ve tel kafes sartlarinda Mustafa Kemal
Universitesi Telkalis Arastirma ve Uygulama Tarlas1 (36°15'13.85"K, 36°30'8.18"D) ve
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi (36°19'30.96"K, 36°11'44.22"D)
bolgelerinde yetistirilmistir. Tarla sartlarinda iki sira halinde sira arasi 20 cm, sira
uzunlugu 2 m olacak sekilde elle ekim yapilmistir (Sekil 3.1). Sera sartlarinda ise 3 It lik

saksilar kullanilarak 2:1:1 oraninda sirasiyla tarla toprag: (elenmis): torf: kum seklinde
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karigimlara 5 tekerriirlii olarak ekilmistir. Projede ad1 gecen Chinese spring bugday: ile
bugdayin yabani akrabalar1 olan Aegilops speltoides, Triticum urartu ve Triticum
tauschii sadece sera sartlarinda 5 tekerriirlii olarak saksilara ekilmistir. Orneklemeler
Zadoks Olcegine (Zadoks ve ark., 1974) gore Sekil 3.2.°de belirtildigi sekilde bugday
gelisim donemlerinde alinmistir. Buna gore 6rnek alimlar1 her ¢esit veya tiire ait basak

ve yapraklardan bitki 6rnekleri 48 saat araliklarla alinip sivi azota birakilmis daha sonra

-80°C de analiz anina kadar bekletilmistir.

Gebecik Donemi Gebecik dénemi sonu 3/4B B Cigekl ve sonrasi donemler
Zadoks 39 - 45 Zadoks 47 Zadoks 56 Zadoks 58 Zadoks 60 - 91

Sekil 3.2. Bugday gelisim donemleri ve Zadoks 6l¢egi (Anonymous, 2013e)
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3.3. Toplam RNA izolasyonu ve Saflastirma

Arastirma kapsaminda yer alan bitki materyallerine ait basaklardan ayri ayri
RNA izolasyonlar1 yapilmigtir. Bu kapsamda bes donem icin iki lokasyonda alinan
ornekler sivi azot iginde ogiitiilerek (260 6rnek) RNA izolasyonu i¢in hazir hale
getirilerek -84 °C de izolasyon anina kadar muhafaza edilmistir. Daha sonra ayni tiir
veya ceside ait olan fakat farkli donemlerde alinan basaklara ait ornekler
birlestirilmistir. Boylelikle 26 6rnege ait RNA izole edilerek gen ifadesi analizine tabi
tutulmustur. RNA izolasyonu EZ-RNA Total RNA izolasyon Kiti (Biological
Industries, Israil) kullanilarak, kit protokolii dogrultusunda gergeklestirilmistir. RNA
caligmalarinda 6n kosul, RNA yapisinin korunmus big¢imde parcalanmadan izole
edilmesidir. RNA parcalanmasina sebep olan en biiyiikk etken riboniikleaz (RNaz)
bulagsmasidir. Cok az miktarda RNaz bulagmasi dahi saglam RNA izolasyonunu
engellemektedir. RNA izolasyonu asamasinda ortama RNaz bulasmasini 6nlemek i¢gin
denemede kullanilan biitiin plastik malzemeler ile gerekli tiim ¢dzeltiler, RNaz
aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmistir. DEPC
muamelesine ilave olarak malzemeler, 121 °C ve 0,1 MPa basingta 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 105 °C’de en az gece boyu bekletilmistir. Havan ve havan
kollar1 ise 300 °C’de gece boyu bekletilmistir. RNA izolasyonu i¢in RNaz ve DNaz ari
filtreli pipet uclari kullanilmistir. RNA izolasyonunda kullanilan pipetler ve RNA
izolasyonun yapildig1 tezgahin tizeri, RNaz bulagsmasini engellemek icin %30’luk H,O»

ile temizlenmistir.

3.4. RNA izolasyon Hazirhklari

DEPC-dH;0 hazirlanmasi: Ultra saf suya % 0,1 oraninda DEPC ilave edilmis
ve DEPC tam c¢oziinene kadar karistirilmigtir. DEPC uygulanmis su, oda sicakliginda

gece boyu bekletilmis ve ardindan otoklavlanarak steril edilmistir.



23

Pipet u¢larimin kullanima hazirlanmasi: RNaz ve DNaz ari filtreli pipet uclar
disindaki diger pipet uglart % 0,1°lik (v/v) DEPC ¢dzeltisi icerisinde oda sicakliginda
gece boyu bekletilmistir. Ardindan pipet uglar1 20 dakika otoklavlanmis ve 105 °C’de
bekletilerek kurutulmustur.

Porselen havan ile havan kolunun kullanmima hazirlanmasi: Havan ve havan
kolu, aliiminyum kagit ile sarilmis ve 300 °C’de gece boyu bekletilmistir.

RNA elektroforezinde kullamlacak tanklarin hazirlanmasi: Elektroforez
tanklar1 deterjanli su ile yikandiktan sonra destile su ile durulanmistir. Tanklarin i¢ine %
3’lik (w/v) HO, cozeltisi doldurulmus ve oda sicakliginda en az 10 dakika
bekletilmistir. Daha sonra, tanklar % 0,1’lik (v/v) DEPC’li distile su ile durulanmistir.

3.5. RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu; EZ-RNA Total RNA izolasyon Kiti (Biological
Industries, Israil) kullanilarak, iireticinin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.

Izolasyon asamalar1 asagida verildigi gibi yapilmustir.

1) Daha 6nce havanda oOgiitiilen 6rnekler yaklasik 100 mg doku gelecek sekilde
eppendorf tiiplerine tartilarak alinmgtir.

2) Denatiirasyon soliisyonundan eppendorf tiiplerine 0,5 mL birakilmistir.

3) 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

4) 0,5 ml ektraksiyon soliisyonu eklenerek hizli bir sekilde 15 s elle calkalanmistir. 10
dakika oda sicakliginda beklemeye birakilmigtir.

5) 12000g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

6) En tstteki faz temiz bir eppendorf tiipe alinmistir.

7) RNA’y1 ¢oktiirmek icin 0,5 ml izopropanol eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

8) 12000g’de 4°C’de 8 dakika santrifiij edilmistir.

9) Siipernatant uzaklastirilir ve RNA peletine 1 ml %75 EtOH eklenerek vorteks

yardimiyla yikanmistir.
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10) 7500g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

11) EtOH uzaklastirlir ve 5 dakika hava kurutmasi yapilmstir.

12) RNA peleti 100 pl DEPC muameleli su ile ¢ozdiiriilmiistiir.

13) Soliisyon 10 — 15 dakika 55°C’de bekletilmistir.

14) Az601280 O.D. degerinde RNA ornekleri 1.6 - 1.9 degerlerine sahip olmustur.

3.6. RNA Konsantrasyonlarinin Tespit Edilmesi

Toplam RNA konsantrasyonlart ACTGene Spektrofotometre (ACTGene UVIS-
99, NJ, USA) dl¢limleri yapilarak Ajson80 O.D. degerindeki veriler alinmistir (Cizelge
3.6.1.). Bu sonuglara gore tiim Orneklerin toplam RNA’lar1 0,5 pg olacak sekilde

ayarlanarak jel iizerinde gozlemlenmistir (Sekil 3.3.).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan genotiplere ait nanodrop dl¢timleri

Genotip A260/280 Konsantrasyon(ng/ul)
Ae. tauschii 1,84 643
Ankara - 98 1,74 187,7
Aydin - 93 1,75 425,7
Basribey - 95 1,7 411
Bayraktar - 2000 | 1,88 670
Bezostaya — 1 1,76 288.2
C. spring 1,66 284.8
Cumbhuriyet - 75 | 1,69 258,5
C-1252 1,78 285,8
Firat - 93 1,6 3143
Gerek - 79 1,71 329,7
Gonen - 98 1,82 300,8
Guadalupe 1,67 216,3
Giin — 91 1,4 74,9
Ikizce - 96 1,81 9154
Kasifbey - 95 1,73 9179
Kate A-1 1,69 305.4
Kirag - 66 1,72 265,2
Kiziltan - 91 1,71 316,6
Kunduru-1149 | 1,8 7823
Pandas 1,67 200
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Cizelge 3.3. (Devami) Caligsmada kullanilan genotiplere ait nanodrop dlgiimleri

Genotip A260/280 | Konsantrasyon(ng/ul)
Pehlivan 1,83 6493

Sariganak - 98 | 1,74 631,4

Sultan - 95 1,71 270,3

T.monococcum | 1,69 371.,8

T.speltoides 1,73 335,6

T.urartu 1,76 119,5

Ziyabey - 98 1,72 221

3.7. Aday Gen Eldesi icin Biyoinformatik Calismalar

Domates genomunda yapilan biyoinformatik ¢aligmalar ilgili veri tabanlarindan
yararlanilarak fw2.2 genine ait yeni bilgiler aday gen i¢in primer tasariminda
kullantlmistir. L. esculentum (AAO12188) ve L. pimpinellifolium (AAO12190) protein
sekanslar1 kullanilarak yapilan TBLASTX ve TBLASTN veritabani taramalar
sonucunda bugday ve arpaya ait EST protein dizileri belirlenmistir. Birinci agsamada,
belirlenen protein dizileri arasindan L. esculentum ve L. pimpinellifolium protein
dizilerine en ¢ok benzerlik gosterenler secilerek “CLC Sequence Viewer” programi
aracilif1 ile ‘dizi hizalama’ (sequence alignment) yapilmistir. Boylece tarama yapilan
EST dizileri ile domates proteinlerinin ne oranda benzerlik gosterdigi saptanmustir.
Yapilan hizalama Sekil 3.3.’de verilmistir. ikinci asamada ise domates proteinleri ile en
yakin benzerlik gosteren 2 bugday ve arpa EST proteini arasindan domates proteinlerine
en yakin benzerligi gosteren dizi belirlenmistir. Yiiksek oranda benzerlik gosteren

bugday dizilerinden ileri ve geri yonlerde primer tasarimi yapilmaistir.
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3.8. Cahsmada Kullanilan Primerlerin Tasarimi

Domateste elde edilen fw2.2 geninin bugdayda ortologu olarak tespit edilmis

GenBank ID: AK336220 c¢DNA klonunun farkli bolgelerinden  Primer3

(http:/frodo.wi.mit.edu/) yardimiyla primerler tasarlanmistir. Hedeflenen bdlgenin

iiretilmesinde asagidaki primerler kullanilmistir (Cizelge 3.4.).

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

fw2.2 ¢cDNA Klonu Tiim Uzunluk (Full lenght) (AK336220) Dizisi

gaagtccaag
tcctgtcttg
gtccggcgac
gcccgggcge
cgccgctggce
gcatcacgtg
ggtcgacgtc

gccatccacg
tagtagttcg
gggcttcccg
gtactaccag
ggcgtggtcg
cctgtgcccg
gtgcggggcg

gccagtgegt ctactcctge

agagcccctg
agtaccgcga
agaggcaagg
gatcgatctg
agaagtaatc
ttctgtacaa
tttccetttt

aggataaggg

cgccgactge

gcacaaccgc
cgtgcacaag
atgagcggcg
gcggcgcecgg
acggggctgt
tgcatcacgt
agcggcgcgce
ttctaccget

tgcatccact

caacggtggt
aggtcgccat
gcacgggcgt
cgacagcggc
gcgactgctt
tcgggcaggt
tctacgcget
ccaagatgcg

ggtgctgcga

gctcaaghaglaggggettcglacatgaacct

acgcactccg
tgcttttgtt
tccatgctat
tactgtgtaa
ttttatctag

Caaaaaaaaa

gcgaccatgce
ctccaagaca
tcggcgtctt
cacacgacta
aatatgcatg

aaaaaaaacg

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primerler

cacccctcat
cgtctaaagt
tgcggtgcecg
ctactttgtg
agtatgcgta

a

gggcagtttc
gtacccgaag
aggcgttggce
gttcgcgatg
cgacgactgc
ggcggagatc
catcatgctg
cgcgcactac
gccctgegeg
cggatggcac
gcacccaggg
gtgcgtcctt
gtgttaccta
taatgttact
ttttatatta

gcttggctcc
ccggaggatg
ggcggcggtg
caggcgcagg
ggcaactgct
atcgaccgcg
ctcaccgg.
ggcctgcagg
ctctgccagg
gccaacatgg
atgacccgtt
atgtagtaga
ctttgcaggt
gcaaacgtat

agaggagaag

Primer

Forward Primer

Reverse Primer

Tm

PCR iiriinii (bp)

fw22-156

fw22-643

TGTGCGACTGCTTCGACGACTGC

CCCTTATCCTCTTCTCCTCTTAAT

58.0

156

54.7

642

B — Actin

ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT

CAGAGTCGAGCACAATACCAGTTG

62.4

90
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3.9. ¢DNA Sentezinin Yapilmasi

Olgiimleri yapilan toplam RNA’lar esitlenerek Fermantas RevertAid First Strand
cDNA sentez kitinin (#K1622) talimatlar1 dogrultusunda yapilmigtir. cDNA sentez

karisiminin hazirlanmasi (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. cDNA sentez karigimi

Toplam RNA (0,5 pg/pl) -
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ul) 1 ul

RiboLock RNase Inhibitor (20 u/pl) 1 ul
5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI (pH §,3), 250 mM

KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT) 4 ul
10mM dNTP Mix 2 ul
Oligo(dT)18 Primer 100 uM, 0,5 pg/pl (15 Azeo u/ml) 1 ul
Niikleaz free su -—--
Toplam 20 ul

PCR cihazinda 42°C’de 60 dakika inkiibasyon yapilmistir.
Sentez islemini sonlandirmak i¢in 70°C’de 5 dakika bekletilmistir.

- 20°C’de saklanmustur.

3.10. ¢cDNA’larn p — Actin Geni ile Belirlenmesi

Sentezlenen cDNA'’lar, B-actin (GenBank ID: AB181991.1) primerleri referans
olarak kullanilarak PCR analizi ile kontrol edilmistir. PCR bilesenleri ve amplifikasyon

parametreleri asagida sunulmustur.
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PCR bilesenleri:

10X PCR Tamponu 2,00 pul
dNTP karigimi (her biri 1,0 mM) 2,00 pl
Ileri primer (1,0 pM) 1,00 ul
Geri primer (1,0 uM) 1,00 ul
Taq polymeraz (50U/ pl) 0,60 ul
DEPC H,0 12,40 pl
19,00 pl

cDNA (1:200) 1,00 pl
Toplam 20,00 pl

Amplifikasyon parametreleri:

1. Baslangi¢ denaturasyonu 95 °C 5 dk

2. Ayrisma 94 °C 30 sn
3. Baglanma 52°C 30sn
4. Uzama 72 °C 1dk

5. Son uzama 72 °C 10dk

[35 dongii]

PCR iiriinleri %1,2 agaroz jelde kosturularak analiz edilmistir.

3.11. RT - PCR ile Gen ifade Analizi

Tim real-time PCR ornekleri 3 tekerriirli olarak kosturulmustur. RT-PCR

analizinde, 1:200 oraninda seyreltilmis cDNA’lar kalip olarak kullanilmistir. RT-PCR

reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon sicaklik dongiisiine ait program asagida verilmistir.

Tiim reaksiyonlar Bioneer Exicycler96® (Bioneer, South Korea) cihazinda

gerceklestirilmistir.
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Real-Time PCR reaksiyon bilesenleri

Toplam Karigim : 12,5l
Ileri primer (2,5 pM) - 1,2 ul
Geri primer (2,5 uM) 1,2 ul
Ultra saf su : 8,1 ul
cDNA [1:200] : 2,0 ul
Son Hacim : 25,0l

Real-Time PCR program

Hot Start : 95°C 10 dk

Ayrisma : 95°C I5s

Baglanma : 55°C 30s 40 dongii
Uzama : 72 °C 30s

Erime : 50 °C’den 94 °C’ye 3 s/her bir sicaklik

3.12. DNA izolasyonu ve DNA’min Elde Edilmesi

DNA izolasyonu Shagai-Maroof ve ark. (1984) protokoliindeki bazi
degisikliklerle asagida belirtilen asamalar halinde takip edilmistir. izolasyon tamponu
50 ml hazirlanmis ve 65°C ye kadar su banyosunda isitilarak igerisine 100 pl -
Mercaptoethanol [Merck ®] eklenmistir. Orneklerin dokularindan 0,05 g tartilarak 2,0
mL'lik eppendorfa birakilmistir. Sivi azot kullanilarak tiiplerin i¢inde bulunan yapraklar
1 ml’lik pipet ucu yardimiyla ezilerek ogiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis 6rneklere 600 ul
izolasyon tampon c¢ozeltisi eklenerek su banyosuna birakilmistir. Yaklagik 60- 80
dakika inkiibasyona tabi tutulan Ornekler, her 15 dakikada bir alt iist edilerek
karistirilmistir. Daha sonra Orneklerin tizerine 600 pl kloroform: izoamilalkol (24:1)
eklenip hafifce alt iist edilerek karigtirllmistir. Karisimi yapilan 6rnekler 10 dakika 5700
RPM’de santrifiij edilmistir. Olusan {i¢ katmanin en iistteki katman1 (siipernatant) pipet
yardimiyla alinarak yeni bir eppendorf tiipiine birakilmistir. Siipernatanta 600 pl
isopropanol (-20 °C) ilave edilip hafif¢e alt iist edilerek DNA peletinin olusumu
gozlenmis daha sonra 10 dakika 5700 RPM’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklagtirilip kagit havlu lizerinde kurumaya birakilmistir. Kuruyan 6rneklere 500 pl

%70 EtOH eklenmistir. Sekiz dakika 5700 RPM’de santrifiij edilip temizlenen DNA
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cokeltilmistir. Etanoliin (EtOH) tiiplerden DNA’dan tamamen uzaklagtirilmasi igin
tiipler temiz bir kagit havlu iizerine ters dondiiriilerek, 20 dakika siire bekletilmistir.
Sonra 300 pl TE tamponu eklenerek +4 °C’ de bir gece bekletilmistir. Bes dakika 5700
RPM’de santrifiij edilmistir. Kirli olan DNA’ y1 temizlemek i¢in her tiipe 200 pL. SM
NaCl ve toplam hacim kadar %100 saf Etanol eklenip, tampon c¢ozeltisi alt iist
edilmistir. Bes dakika 6000 RPM’ de santrifiij edilip slipernatant uzaklagtirilarak hava
kurutmasi yapilmigtir. Daha sonra 200 ul steril saf su birakilip +4 °C’de 1 giin
bekletilmistir. Peletler saf su icerisinde tamamen eridikten sonra -20 °C’de

depolanmustir.

3.13. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu ACTGene Spektrofotometre (ACTGene
UVIS-99, NJ, USA) ile belirlenmistir. Her bir 6rnegin konsantrasyonu belirlendikten
sonra tiim Orneklerin son konsantrasyonu 10 ng/ulL’ye ayarlanmistir. Tiim genotiplere

ait konsantrasyon ol¢iimleri Cizelge 3.6.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Genotiplere ait DNA konsantrasyonlari

. Konsantrasyon
Genotlp A260/280 (Ilg/ HL)
T. tauschii 2,07 451,2
Ankara - 98 2,02 486
Aydin - 93 2,02 945.4
Basribey - 95 1,97 389,5
Bayraktar - 2000 2,07 827,1
Bezostaya — 1 2,02 371,5
C. spring 2,05 352,3
Cumbhuriyet - 75 2,12 335,2
C-1252 2,06 366,8
Firat - 93 1,97 491,6
Gerek - 79 2,05 4321
Gonen - 98 2,07 190,2
Guadalupe 2,03 350,2
Giin - 91 2,01 491,6
Ikizce - 96 1,99 4749
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Cizelge 3.6. (Devami) Genotiplere ait DNA konsantrasyonlari

Kunduru - 1149 2,07 402,9
Pandas 2 139

Pehlivan 2,04 806,1
Sariganak - 98 2,04 309,7
Kasifbey - 95 2,02 492,2
Kate A-1 2,04 470,8
Kirag - 66 2,04 155,6
Kiziltan - 91 2,05 381.,5
Sultan - 95 1,92 231,8
T.monococcum 2,09 769.,4
A.speltoides 2,07 394,3
T. turgidum 2,04 448.,3
T.urartu 2,08 382.5
Ziyabey - 98 1,98 415,5

3.14. PCR Calismasi

Projede sekans yapabilmek igin genotiplerdeki AK336220 gen bdlgesi tizerinde
tasarlanan fw2.2-643 kodlu primer ile PCR ¢alismasi yapildi. PCR c¢alismasinin

asamalar1 agagidaki gibidir. PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel iizerine alinmustir.

PCR Karisimimmin Hazirlanmasi
Kalip DNA (10ng/ puL) : 3,0 ul
Primer L (1 uM/ puL) @ 1,0l
Primer R (1 uM/puL) @ 1,0l

dNTP (1 mM/ pL) 22,0
10X PCR Buffer 22,0
MgCl, (25 mM) LSl
Taq 2 0,6 ul
Ultra Saf Su 27,9

TOPLAM . 20 ul
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PCR Sartlari

On Ayrigma : 95°C  5dk.

Ayrisma :94°C  30s 35

Baglanma : 547°C 30s .
Dongt

Uzama 2 72°C 1 dk.

Final Uzama 2 72 °C 10 dk.

Bekletme :+H4°C -

3.15. DNA’nin Jelden izolasyonu

Istenilen bolgenin jelden izole edilmesi amaciyla Qiagen Jel izolasyon kiti

kullanilmistir. Jel izolasyon kitinin talimatlarina goére izolasyon asagidaki basamaklari

icerecek sekilde yapilmistir.

Y
2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)
9)

Temiz bir bistiiri yardimiyla agaroz jelden DNA fragmenti kesilip ¢ikarilmigtir.
Eppendorf tiiptinde jeli tartilir. 100 mg jele karsilik yaklasik 100 pL jelin 1 hacmine
3 hacim kit i¢inde bulunan Buffer QG eklenir. Ornegin her bir 100 mg jele Buffer
QG 300 pL eklenmistir.

10 dakika 50 °C’de bekletilir. Coziinmeye yardimci olmasi i¢in inkiibasyon
stiresince 2-3 dakikada bir tiipler vorteksle karigtirmistir.

Jel katmani1 tamamiyla ¢dzlindiikten sonra karigimin renginin sari olup olmadigi
kontrol edilir. Karigimin rengi turuncu veya violet ise 10 pl 3 M NaAc pH:5 ekleyip
ve karistirilmistir.

300 pL isopropanol eklenip ve karistirilmistir.

Pipet yardimuiyla tiipteki sivi Qiaquick spin kolonuna yerlestirilmistir.

1 dakika 13000 RPM’de santrifiij yapilmustir.

Altta kalan s1v1 uzaklastirilir ve ayni tiipe kolonuna yerlestirilmistir.

0,5 ml Buffer QG’yi kolona eklenir ve 1 dakika 13000 RPM’de santrifiij yapilir.

Alttaki s1v1 uzaklastirilmistir.

10) Kolonu yikamak i¢in 0,75 ml Buffer PE kolona eklenir ve 1 dakika 13000 RPM’de

santrifiij yapilmistir.

11) Altta kalan sivi uzaklastirilir. Ilave olarak 1 dakika daha kolon 13000 RPM’de

santrifiij edilmistir.



34

12) Temiz eppendorflara kolonlar alinmistir.

13) DNA’y1 elde etmek i¢in Buffer EB’den veya DEPC-treated sudan 50 pl kolonun
merkezine eklenir ve 1 dakika 13000 RPM’de santrifiij yapilmstir.

14) Elde edilen DNA 20 °C’de saklanmustir.

3.16. DNA Dizi Analizinin Yapilmasi

Jelden izole edilen DNA’larin konsantrasyonlart ACTGene Spektrofotometre
(ACTGene UVIS-99, NJ, USA) kontrol edildikten sonra sekanslama islemi
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Universite Sanayi Kamu Isbirligi
Merkezi’nde yapilmistir. Bu amagla The BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit Protocol kullanilarak {ireticinin talimatlar1 dogrultusunda niikleotid dizilemesi

yapilmustir.

3.17. Verilerin Degerlendirilmesi

Gen ekspresyon analizinde Orneklerin esik (threshold) degerleri, Bioneer
yazilimi tarafindan otomatik olarak belirlenmistir. PCR analiz sonuglarina gore
orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel programi yardimiyla
hesaplanmistir. Standart sapmast diisiik olan Ornekler 3 tekerriir iizerinden
degerlendirilmistir. Buna karsin standart sapmay1 yiikselten veys azaltan bir tekerriir
varsa bu tekerriir ¢ikarilmis ve ilgili Ornegin sonucu 2 tekerriir iizerinden
degerlendirilmistir. Bugday ¢esitlerine ait fw2.2 — 156 geninin ekspresyon diizeyi, Livak
ve Schmittgen (2001) gore AACt oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir. RT-
PCR analizinde referans gen olarak bugday B-actin geni kullanilmis ve fw2.2 — 156 gen
ifadesinin normalizasyonu referans gen ifadesine gore gerceklestirilmistir. Sonuglar

Pfaffl (2006)’ye gore asagidaki formiile gore degerlendirilmistir. Elde edilen diziler ile
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aday gen arasindaki benzerlik ve farkliliklar1 tespit edebilmek amaciyla CLC Sequence

Viewer programi kullanilmigtir.

(E )ACthedef (Ortalamayontroi—Ortalamagyner)
. hede
Genifade orani = !

)ACtreferans(Ortalamakontrol_Ortalamabrnek)

(E referans

3.18. SNP Bolgelerinin Analizi

SNP bolgelerinin tespit edilebilmesi amaciyla internet tabanli HaploSNPer
programinin varsayilan ayarlari kullanilarak analiz edilmistir (Tang ve ark., 2006).
Programin varsayilan ayarlart dogrultusunda elde edilen sekanslar FASTA formatina

cevrilerek programa yiiklenmistir. Veri tabanmi olarak bugday EST veri tabani

secilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Aday Ortolog Genin Elde Edilmesi

Yapilan biyoinformatik calismalar sonucunda Arpa (GenBank ID: 370184) ve
Bugday (GenBank ID: AK336220) aday EST niikleotid dizileri belirlenmistir. Bu EST

dizileri protein formuna doniistirilmiis ve L. pimpinellifolium (GenBank ID:

AAO12190) ve L. esculentum (GenBank ID: AAO12188) protein dizileri ile birlikte

analiz edilmistir (Sekil 4.1.). Bu analize gére Arpa aday ve Bugday aday EST dizileri ile

fw2.2 geninin kargilik gelen bolgesi arasinda % 66 6zdes amino asit dizisi belirlenmistir.

Bu oranda bir sekans 6zdeslik orani, filogenetik agidan domates ile bugday ve arpa

arasindaki ortoloji uzakligi diisiiniildiigiinde, elde edilebilecek en yliksek 6zdeslik

oranlarindan oldugu sdylenebilir.

AK370184
AK336220
AAO12188
AAO12190

Consensus

AK370184
AK336220
AAO12188
AAO12190

Consensus

AK370184
AK336220
AAO12188
AAO12190
Consensus

MYQTVGYNPG
MYPTVGYNPG
MY -TVGYNPG

AEI IDRGSTS
AE I IDRGSTS
SEILNKGTTS
SEILNKGTTS
*EI***G*TS

PCALCQEYRE
PCALCQEYRE
PCALCQEYRE
PCALCQEYRE
PCALCQEYRE

PMKQPYVPPH
PMKQPYVPPH
PMKQPYVPPH

80
|

CGASGALYAL
CGASGALYAL
CGSRGALYCL
CGSRGALYCL
CG* *GALY*L

140
|

LKKRGFDMNL
LKKRGFDMNL
LKNRGFDMG |
LKNRGFDMG |

LK*RGFDM* *

YVSAPGTTTA
YVSAPGTTTA
YVSAPGTTTA

IMCLTGCQCV
IMLLTGCQCV
LG-LTGLPSL
LG-LTGLPSL

*x PTG ***

GWHANMERQG
GWHANMERQG
GWQANMDRQS
GWQANMDRQS
GW* ANM*RQ*

I
AWSTGLCDCF
AWSTGLCDCF
RWSTGLCHCF
RWSTGLCHCF
*WSTGLC*CF

100
I

YSCFYRAKMR
YSCFYRSKMR
YSCFYRSKMR
YSCFYRSKMR
YSCFYRSKMR

160
|

RTPATMPPLM
RTPATMPPLM
RG-VTMPPY -
RG-VTMPPY -
R*P*TMPP*M

DDCSNCCVTC
DDCGNCCITC
DDPANCLVTS
DDPANCLVTS
DD*ANC*VT*

AHYGLQESPC
AHYGLQESPC
GQYDLEEAPC
GQYDLEEAPC
*xy* | *E*PC

HPGMTR
HPGMTR
HAGMTR
HAGMTR
H*GMTR

137
137
163
163

60
|

LCPCVTFGQl 31
LCPCITFGQV 31
VCPCITFGQI 60
VCPCITFGQI 60
*CPCITFGQl

120
|

ADCC I HWCCE 91
ADCCIHWCCE 91
VDCLVHVFCE 119
VDCLVHVFCE 119

*DC**H* *CE

Sekil 4.1. H. vulgare aday (AK370184), T. aestivum aday (AK336220), L. esculentum
(AAO12188) ve L. pimpinellifolium (AAO12190) fw2.2 ortolog geninin
protein alignment
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4.2. Toplam RNA Analizleri

RNA izolasyonu isleminin ardindan izolasyonun dogrulanmasi i¢in agaroz jel
elektroforezi yapilmistir (Sekil 4.2.). Agaroz jel analizi sonucunda pargalanmamig
saglam rRNA bantlar1 goézlenmistir. Ayrica jel analizi sonucunda RNA’s1 izole edilen

cesitler arasinda DNA bulasigina rastlanmamastir.

8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.2. Toplam RNA analizi sonuglarinin jel elektroforezinde goriintiisii. 1: Basribey
— 95, 2: Pehlivan, 3: Kasifbey — 95, 4: Cumhuriyet — 75, 5: Gerek — 79, 6:
Bezostaya — 1, 7: Pandas, 8: Bayraktar, 9: ikizce — 96, 10: Kate A - 1, 11:
Sultan — 95, 12: Guadalupe, 13: Kirag — 66, 14: Gonen, 15: Ziyabey — 98,
16: C. spring. Ustteki band tRNA 28S parcacig: alttaki bant 18S rRNA
parcacigi

cDNA sentezi isleminden sonra ¢alismada kullanilan yabani bugdaylar,
ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerine ait cDNA sentezinin kontrolii fw2.2-156

primeri ile PCR sonucu islemi sonucu Sekil 4.3.”de verilmis.

Sekil 4.3. Bazi ¢esitlere ait cDNA’larin fw2.2-156 primeri PCR sonuglari. 1: Basribey —
95, 2: Pehlivan, 3: Kasifbey — 95, 4: Cumbhuriyet — 75, 5: Gerek — 79, 6:
Bezostaya — 1, 7: Pandas, 8: Bayraktar, 9: ikizce — 96, 10: Kate A - 1, 11:
Sultan — 95, 12: Guadalupe, 13: Kirag — 66, 14: Gonen, 15: Ziyabey — 98,
16: C. spring, 17: Giin -91, 18: Aydin — 93, 19: Firat — 93, 20: C — 1252, 21:
Kunduru — 1149. Sagdaki rakamlar par¢a biiyiikliiklerini baz ¢ifti cinsinden
vermektedir

cDNA sentezi sonuglari elde edildikten sonra hem referans gen hem de GenBank
ID AK336220 fw2.2 bolgesi icin sentezlenen primerler ile kantitatif RT-PCR
yaptlmistir. fw2.2-156 ve aktin primerleri ile yapilan RT-PCR amplifikasyonu
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sonucunda ¢esitler arasinda SYBR-Green sinyal grafigi Sekil 4.4. ve 4.5.de verilmistir.
Referans olarak yorede yaygin yetistirilen ortalama verim gosteren ekmeklik bugday
olarak Cumhuriyet-75, makarnalik bugday olarak Kunduru-1149 ¢esitleri kontrol olarak
kullanilmistir. Ayrica primerlerin dimer olusturup olusturmadiklarini kontrol etmek igin
de melting curve analizi yapilmis ve analiz sonucunda primerlerde dimer

olusturmadiklari tespit edilmistir (Sekil 4.6. ve 4.7.).

1 vV v vV v Y
Flu. Graph ‘;\ STD Curve | Well vs Ct | Melting Graph | Plate Info \ Report Form \
\ \ \ \

BK—
SK-
4K-

3K-

Z2K-

756

StESYBR_GREEN
o . = R

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 0 ' ' ' ' s
Lo et 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 |26 28 30 32 34 36 38 40

Sekil 4.4. Bugday cesitlerine ait fw2.2 geni ortologunun RT-PCR sonuglar1

‘c“ Flu. Graph ‘ STD Curve "J, well vs Ct \:. Melting Graph "L Plate Info "l. Report Form "a.
/ \ \ \ \ \ \

6K-
SK-
4K-
3K-

2K-

1K-
628
Stdz_BR_.GREEN

Sekil 4.5. Bugday cesitlerine ait f-actin geninin RT-PCR sonuglari
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1500 1930

10K L0000
Std_SYBR_GREEN

Fluorescence Intensi

' " ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
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| Temperaure

Sekil 4.6. fw 2.2-156 primerine ait melting curve analizi sonucu

Is0d 1530

10000
Std_SYBR_GREEN

K.

Fluorescence Intensi

50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 83 86 89 92
Temperature

Sekil 4.7. B-actin geninin primerine ait melting curve analiz sonucu

Ekmeklik bugday cesitlerinde Cumhuriyet - 75 ¢esidi baz alinarak yapilan gen
ifade analizleri incelendiginde Gerek — 79 ¢esidinde en fazla gen ifadesine rastlanmis en
az gen ifadesi de Giin — 91 c¢esidinde rastlanmistir. Gen ifadesi bakimindan gesitler ve

tiirler arasinda biiyilik varyasyonlar gozlenmistir (Sekil 4.8.).
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Bugday tiir ve ¢esitlerine ait gen ifade
oranlar*®
5
4,5
- 4
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Sekil 4.8. Ekmeklik bugday ¢esitleri ve dondr akrabalara ait gen ifade oranlari. *gen
ifade oranlar1 Dogu Akdeniz Bdlgesinde yaygin olarak yetistirilen
Cumhuriyet-75 ¢esidi baz alinarak yapilmistir

Elde edilen gen ifade oranlari ekmeklik cesitlerin verimleri ile olan iligkileri
incelendiginde ve tiim ¢esitler ele alindiginda bir iliski kurulamamistir. Ancak, Dogu
Akdeniz Bolgesine uygun Ziyabey-98, Basribey — 95, Gudalupe, Gonen, Kasifbey — 95,
Cumbhuriyet — 75 ¢esitleri alindiginda verimle gen ifade oranlari arasinda ters bir oranti

elde edilmistir (Sekil 4.9.).

Ekmeklik bugday cesitlerinin Gen
ifadesi verim iliskisi

800
700 ® y—=-395,56x + 683,03

© 600 ;qugs—zwabey@s_ R? = 0,68753
3 Guadalupé
o 500 ® Go

400 ¥ Kasi -9

g 300 > ivet-75 ¢ verim
] _\g ,
>

200 — Linear (verim)
100

0

0 02 04 06 08 1 12 14
Gen ifade orani (Cumhuriyet-75 baz alinmigtir)

Sekil 4.9. Ekmeklik Bugday ¢esitlerinden sahil kusagina uygun olanlarin gen ifade
oranlariyla olan iligkisi
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Makarnalik bugday cesitlerinde gen ifadesi analizi Kunduru — 1149 ¢esidi baz
alinarak yapilmistir. Buna gore en fazla gen ifadesi C — 1252 ¢esidinde goriilmiis olup
dondr tiirlerden ise en fazla gen ifadesi 7. Turgidum subps. diccocon tiirlinde
gorlilmiistiir. En az gen ifadesi ise sirasiyla Aydin — 93 ve T. wrartu’da goriilmiistiir

(Sekil 4.10.). Kullanilan tiir ve ¢esitler arasinda varyasyon biiyiik olmustur.

Makarnalik ¢cesit ve donor tiirlere ait gen
ifade oranlari

Genifade orant*

OCRNWENOAIN0OO

Cesitve tiirler

Sekil 4.10. Makarnalik bugday ¢esitleri ve donor akrabalara ait gen ifade oranlari. *gen
ifade oranlar1 Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen Kunduru-1149 ¢esidi baz
alinarak yapilmistir

Elde edilen gen ifade oranlar1 makarnalik g¢esitlerin verimleri ile olan iligkileri
incelendiginde, tiim cesitler ele alindiginda zayif ve negatif bir iliski kurulmustur.
Ancak, bugdaylarin ¢ogunun kislik 6zellikli olmasi ve denememizde sahil kusaginda
yetismesi iligkinin zayif olmasinin baslica nedeni olabilir (Sekil 4.11.).

Yapilan bu calismadan elde edilen sonuglar daha dnce yayinlanan ¢alismalari
destekler niteliktedir. Frary ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismalarinda domates bitkisinde
fw2.2 geninin ifade diizeyinin meyve agirlig1 ile ters iliskiye sahip oldugunu tespit
etmistir. Yani genin ifade diizeyi arttikca meyve agirliginda dramatik bir azalisin var
oldugu belirlenmistir. Aynm1 sekilde Gou ve ark. (2010) musir bitkisinde yaptiklar
caligmalarinda fw2.2 genine benzer olarak tespit ettikleri CNRI ve CNR2 genlerinin

transgenleri ile analizler yapilmistir.
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Makarnalik bugday cesitlerinin
Gen ifadesi verim iliskisi

¢ verim

Linear (verim)

verim kg/da

0 2 4 6 8 10
Gen ifade orani (Kunduru-1149 baz alinmistir)

Sekil 4.11. Makarnalik Bugday ¢esitlerinin gen ifade oranlariyla olan iligkisi. (Kunduru-
1149 baz alinmaistir)

CNRI geni asint ifade edildiginde bitki biiyiikliigiinde bir azalisin meydana
geldigi diger taraftan genin ifadesi baskilandiginda veya susturuldugunda bitki ve organ
biiytikliigiinde bir artis tespit edilmistir. CNR2 ifadesi doku biiyiime aktivitesi ve melez
fide direnciyle negatif bir iliskinin oldugu belirlenmistir. Bu gen ailesinin misir
bitkisinde heterosisi kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Yine avakado bitkisi ile yapilan
calisma bu sonuclar1 destekler niteliktedir. Bu c¢alismaya gore mitotik siklinlerin
(PaCYCAl ve PaCYCBI) ve PCNA transkriptlerinin birikimiyle yapilan Northern
analizinde biiylime siiresince normal fenotipte basamakli (gradient) bir azalis oldugu,
bunun tersine kiigiik fenotipte meyve gelisiminin erken déonemlerinde azalisin zaten var
oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan yapilan yari-kantitatif PCR analizinde Pafw2.2
benzeri mRNA birikimi meyve gelisiminin gozlemlenen tiim doénemlerinde kiiclik
fenotipte normal fenotipin benzer dokularindakinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu sonuglara gore domatesteki Pafw2.2 benzeri gen domates fw2.2 gibi davrandigi
rapor edilmistir (Dahan ve ark., 2010). Ancak bugdayda daha detayli ve kontrollii verim

caligmalarinin yapilmasi sonuglarin teyidi i¢in 6nemli katkilar saglayacaktir.
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4.3. DNA Analizleri

Tiim gesitlerde yapilan PCR ¢alismalar1 sonucunda fw2.2 Chinese spring cDNA
klonundan elde edilen fw2.2-643 primerinin jel goriintiisti Sekil 4.12.’de verilmistir.

Sekil 4.12. Baz1 gesitlerin ait DNA’lartyla fw2.2-643 primeri ile yapilan PCR sonucu. K: Kontrol, 1:
T.urartu, 2: A. speltoides, 3: T. tauschii, 4: T. monococcum, 5: T. turgidum, 6: C. spring, 7:
Bezostaya - 1, 8: Bayraktar, 9: Guadalupe, 10: Cumhuriyet — 75, 11: Ziyabey - 98, 12:
Pehlivan, 13: Kasgifbey - 95, 14: Gonen, 15: Pandas, 16: Kate Al, 17: Basribey - 95, 18:
Gerek - 79, 19: Sultan — 95, 20: Kirag — 66, 21: Ikizce - 96, 22: Giin — 91. En sagdaki
rakamlar parga biiyiikliiklerini baz ¢ifti cinsinden vermektedir

Jel goriintiisii analiz edildiginde ortalama olarak 700 — 800 bp arasinda bant elde
edilmigtir. Bu bant daha sonra jelde izole edilerek elde edilen bantin dogrulugu PCR
islemiyle dogrulanmistir. istenilen biiyiikliikte bant veren érnekler sekans analizine tabi

tutulmustur.

4.4. DNA Sekans Analizi

Kullanilan primer ¢iftlerinden sadece fiw2.2-643 kodlu primer ¢esitlerin ¢ogunda
istenilen biiyiikliikte PCR {iriinii iretmistir. Kullanilan diger primer kombinasyonlar1 ya
cok kisa ya da hi¢ fragment iiretmemistir. Temin edilen primer kombinasyonlar1 yabani
dondr tiirlerinden yeterli biiytikliikte PCR iiriinii almak i¢in elverigli olmamistir. Basarili
olan bazi primerler de fazla bant iiretimi veya klonlama verimindeki diisiikliik nedeniyle
dizi analizi i¢in uygun olmamustir. Kullanilan fw2.2-643 kodlu primerden Kunduru-
1149 ve yabani tiirler PCR {iriinii elde edilmediginden bu ¢esit ve tiirlerin dizi analizi
yapilamamistir. Geriye kalan tiim cesitlerin DNA dizi analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.’de

verilmistir.
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Cizelge 4.1. Cesitlerin fw2.2-643 kodlu primerden elde edilen PCR iiriiniiniin niikleotit
baz dizilenmesi sonucu elde edilen sonuglar

Kirag-66
Kate A-1
Gerek - 79
Cumbhuriyet-75
Basribey - 95
Pandas
Ziyabey - 98
Génen - 98
Bezostaya-1
Guadalupe
Sultan - 95
C.spring
Giin-91
Bayraktar-2000
Pehlivan
Kasifbey - 95
Kiziltan - 91
Ankara - 98
T.turgidum
Gesit-1252
Aydin- 93
Firat-93
Sariganak - 98 - G GGG
AK336220
Consensus CATACTCATG CATATTCTAG ATAAAAAAAA
100%

%5

Conservation

0% DOOOOOOOOD OOOOOCOnos]  Cocs o=l |_||_”_|I—\|_||_|I_|I_||_||_| HHHHHHHHI—IH HHHHHHHHHH

320

360

Kirag-66 83

Kate A-1 G 87
Gerek - 79 G 161
Cumhuriyet-75 G 355
Basribey - 95 G 159
Pandas G 93
Ziyabey - 98 G 92
Gonen - 98 G 90
Bezostaya-1 G 88
Guadalupe G 92
Sultan - 95 G 90
C.spring G 90
Gin-91 TTGG (] 83
Bayraktar-2000 (<] 89
Pehlivan TTGG - B (<] 85
Kasifbey - 95 | GT G| 88
Kiziltan - 91 GK KG.KGG GW- - | -BcGeT 86
Ankara - 98 GTTT----- G GGGGG 84

T turgidum G --6 I 87
Gesit-1252 G --6 159
Aydin- 93 G - -G 88
Firat-93 G - -G 87
Sariganak - 98 cl-ssswss MGG.GR YG.G.RGGK GG GR 83
AK336220 GFTT - -cllc BcTH 142

Consensus GGGAAAATAC GTTT--GCAG TAACATTACA CAAAGTAGTA GTCGTGT-GT TACACAGTAT

10

canseraton, TV T T[RRI TR Tl i i o

400
|

Gerek - 79
Cumbhuriyet-75
Basribey - 95
Pandas
Ziyabey - 98
Gonen - 98
Bezostaya-1
Guadalupe
Sultan - 95
C.spring
Giin-91
Bayraktar-2000
Pehlivan
Kasifbey - 95
Kiziltan - 91
Ankara - 98
T.turgidum
Cesit-1252
Aydin- 93
Firat-93
Sariganak - 98
AK336220
Consensus TGTACAGAAA CCTGCAAAGT AGGTAACACC GGCACCGCAA AGACGCCGAA TAGCATGGAG

100%

corserson, | [T T (00 ACTTIOAPATT [T AT CC e
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Cizelge 4.1. (Devami) Cesitlerin fw2.2-643 kodlu primerden elde edilen PCR {iriiniiniin
niikleotit baz dizilenmesi sonucu elde edilen sonuglar

44:0 45[0

Kirag-66 GG G G| 203

Kate A-1 GG G G| 207

Gerek - 79 GG G G| 281
B HcchE | sl B Hcl

Cumhuriyet-75 475
Basribey - 95 279
Pandas 213
Ziyabey - 98 212
Gonen - 98 210
Bezostaya-1 208
Guadalupe 212
Sultan - 95 210
C.spring 210
Giin-91 203
Bayraktar-2000 209
Pehlivan 202
Kasifbey - 95 200
Kiziltan - 91 206
Ankara - 98 200
T.turgidum 207
Cesit-1252 279
Aydin- 93 208
Firat-93 207
Sariganak -98 - - - 191

IGG- B me GHGHE BB
GGABG! Rl G GGG G
AK336220 [HF - | (e - [¢] GABGT G GGAG G| 262

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ” °ﬁﬁ°ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ T T T T

500 520 540

I
Kirag-66 HGETEHCATER BEEccGH B TclccceeTcec EATGGTEGEE ccHcTcEGTE 263

Kate A-1 TGAGGGGTGG GGH |
Gerek-79 G TcHGGGGTGG cGHcTcEcTE 341
Cumhuriyet-75 BG G| H B A TclceceTGe cGHlcTclcTE 535
Basribey - 95 GAGGGGTGG GGHAGTGEGTE 339
Pandas GAGGGGTGG GGAGTGEBGTE 273
Ziyabey - 98 GAGGGGTGG GGAGTGEBGTE 272
Gonen - 98 GAGGGGTGG GGAKTGEBGTE 270
Bezostaya-1 GAGGGGTGG GGAGTGEG 268
Guadalupe GAGGGGTGG KGllcTcBcTE 272
Sultan-95 & TcHAcGeeTGG GclcTescTl 270
C.spring HG| A TcBcceeTee ss.slslel. 270
Giin-91 TcHGGGGTGG cGHcTcHEGTHE 263
Bayraktar-2000 TcTcHGGTGG GGHcTcEcTE 269
Pehlivan s TcHcGGGWGG cclcTescTl 262
Kasifbey - 95 MGHTHEG| | | H B A TcABcccTce GG.GWG.GK. 259
Kizitan - 91 G GAGGGGTGG GGTEGYY KKEK 266
Ankara - 98 MS GAGGGGTGG GGTEK I | [] 260
T turgidum [HG| GAGGGGTGG GGTEG GGG 267
Gesit-1252 G| GAGGGGTGG GGTEG GGG 339
Aydin-93 |G GAGGGGTGG GGTEKEY GGAR Gss 268
Firat-93 GAGGGGTGG M ss K| GAcTGEGTE 267

Sariganak - 98 BT B BcHccGcGHl 246
AKk336220 HcATECHATEA AEcccT BETcccTGEA TGHAGGGGTGG IllGG.Gll GGHGTGHEGTE 322
Consensus AGATCGATCA ACGGGTCATC CCTGGGTGCA TGAGGGGTGG CATGGTCGCC GGAGTGCGTC

cansenaton [T [T TN T PO T (VT

Kirag-66 BETcEAcHEGG
Kate A-1 ATcEAcAGe
Gerek - 79 GEBAGAGG
Cumhuriyet-75 GEBAGAGG
Basribey - 95 GEBAGAGG
Pandas GEAGAGG
Ziyabey - 98 cBRrGAGG
Génen - 98 cEBAcAce
Bezostaya-1 ATcEAcAGce
Guadalupe TcBRrRGHGG
Sultan - 95 TcBrkHEGG
C.spring TcBRrcHGe
Giin-91 TcBwcHce
Bayraktar-2000 BwrcBrcHGcG
Pehlivan TcBrkHEGG
Kagifbey - 95 GERRAGG
Kiziltan - 91 GEAGAGG
Ankara - 98 GY GG
T.turgidum GI GAGG
Cesit-1252 GEBAGAGG
Aydin- 93 ¢ BATcERGHAGG
Firat-93 TcBrRRrRHEGG
Sariganak - 98 ¢ BwAcEckHEEc
AK336220 GITTCEETETE SBATCTTCGEC TCEEATES - - ----------

Consensus CTTGCCTCTC CATGTTGGCG TGCCATCCTG CATGCAGAGG TTCATGTCGC CGGTTAGCAC

censenaio [T TTTTT T T T T (O (T
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Cizelge 4.1. (Devami) Cesitlerin fw2.2-643 kodlu primerden elde edilen PCR {iriiniiniin
niikleotit baz dizilenmesi sonucu elde edilen sonug:lar

Kirag-66

Kate A-1
Gerek - 79
Cumbhuriyet-75
Basribey - 95 - - -
Pandas BT
Ziyabey - 98
Gonen - 98
Bezostaya-1 [T

383
387
461

lG-G-GGl 655
T HcBAcTHGGT 459

l Bc@AckEcGeT 393

BcBAcTHGGT 392
HcBAcTRGGT 390
lG-G-KGl 388
Bc

Guadalupe KGT 392
Sultan - 95 WG| 0 GGT 390
C.spring IG GKBAGGT 390
Giin-91 GERAGTAGGT 383
Bayraktar-2000 WG GK KGT 389
Pehlivan KGT 381

Kasifbey -95 R
Kiziltan - 91
Ankara - 98 [HT HEETEAT

T.turgidum
Gesit-1252
Aydin-93 ETHEEE

He
lG-GY-Gl 378

|c-c-esl 387
BcBAcTHGGT 459
T BcEAcTHGGT 388

Firat-93 G .lNII I . .GGI 387

Sariganak - 98 G| GGG 365

AK336220 = - =« se=sss sasesmusuens semesseess sessseesas seaseseses saeessanas 350
Consensus ATAACTAATC CAATTAGGTT ACATATATAG ACATATAGAG AGATAACATT AGCAGTAGGT

100%

consnvarer, [ [ [[T1[1]

IR

T A A

Kirag-66 G G| 443
Kate A-1 Gl G 447
Gerek-79 GG cTBG 521
Cumhuriyet-75 G| cTlG 715
Basribey - 95 GG G 519
Pandas GG G 453
Ziyabey - 98 GG G 452
Gonen - 98 GEG| G 450
Bezostaya-1 GG G 448
Guadalupe GEIG| G 452
Sultan -95 GG cTE 450
C.spring Gl G 450
Gin-91 GHEg| cTH 443
Bayraktar-2000 G G 449
Pehlivan G Bc 440
Kasifoey - 95 Bl cTH clccwABTER lGGlMG.Yl 436
Kiziltan - 91 G} G clce cGsHg| 446
Ankara-98 G G KSGG GGSMR 439
T.turgidum G| G GEBGG 447
Gesit-1252 G| G (<] (<] 519
Aydin-93 G| G (<] (<] 448
Firat-93 GIEll G 447
Sariganak - 98 G 425
AK336220 - - = - - - - 403
Consensus GCGCACCGAG GTTCATGTCG AAGCCCCTCT TCTTGAGCTC GCGGTACTCC TGGCAGAGCG
100%
conare, ([T IR TN T L e T T
74:0 78|0
Kirag-66 EGEBEcCCETE G TecATcEAGE ls-cslc B cceccBTETEE TcEAccEEGT 503
Kate A-1 @ G lec-c-cl FecBAccEEcT 507
Gerek - 79 G GGATG| GEBAGGEEGT 581
Cumbhuriyet-75 G GGATG GEBAGGEEGT 775
Basribey - 95 G GGATGEGG| GBAGGEEBGT 579
Pandas G GG G G GG GT 513
Ziyabey - 98 G GGATG GEBAGGEEGT 512
Gonen - 98 GGG G GGATGEAG| GEAGGEBGT 510
Bezostaya-1 [HGEBGGGETE G TecATGEAGE AcTEcGcEG TcBAccEBEcT s08
Guadalupe A G K TeGATGEHAGY Fc@AccEEcT 512
Sultan - 95 TecATGEAGY B FcBAccEEcT 510
C.spring IGIIKGG- G| TecATcEAGE AcTEcGEG FcBAccEEcT 510
Giin-91 ¢ TcGATGEAGE B FcBAccEEcT 503
Bayraktar-2000 .GllKGG-l G K IGG-G-Kl FcBAccEEcT 509
Pehlivan BIGERAKGG G GG GEBAKGEEGT 500
Kasifbey - 95 @GEAYGG| G GG GG GEAGGEEBGT 495
Kizitan - 91 @GEARGG G GGATG GBAGGEEBGT 506
Ankara-98 YG GG| G GGATG GBAGGEBEGT 499
T.turgidum IG GGG| G GGATG GBAGGEEGT 507
Gesit-1252 @cBMlGGG G GGATG| GEAGGEEBGT 579
Aydin-93 EcEBccGETE cE TecATcEW<kE HAcTEccEc FcBAccEEGT 508
Firat-93 @ G GGATGTHGE TcBAccBEcT 507
Sariganak - 98 [lclETcEEE EcEAccTTGE A c TTGETTET TeTHATGTKTT 485

Ak336220 EcEBcccETE cl

Consensus CGCAGGGCTC GCAGCACCAG

100%
Conservation

TcBAccEEcT 463

TGGATGCAGC AGTCGGCGCA GGGGCTCTCC TGCAGGCCGT

Al
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Cizelge 4.1. (Devami) Cesitlerin fw2.2-643 kodlu primerden elde edilen PCR {iriiniiniin
niikleotit baz dizilenmesi sonucu elde edilen sonuglar

BlIJO
Kirag-66 HMGTGEGEGCEG GGAG 562
Kate A-1 AGTGEGERGEG GGAG 566
Gerek -79 AGTGEGEIGEG GGAG 640

cumhuriyet-75 BT clcEcEc cGHc B G 834
Basribey - 95 HcTclcHcBc 638
Pandas HcTclclcEc 572
Ziyabey - 98 BKTcEcEcEc 571
Gonen -98 HcTcEcEcEc Bcl 569
Bezostaya-1 lGlGlGlGlG ea GGS.G llGG TcHcH 567

Guadalupe GYGRGEG GG - TGAGE 571
Sultan - 95 cBcBcc GG GG - TGAGE 569
C.spring [ -[d-[d - [] GG GG - TGAGE 569
Giin-91 ccBclc MG GGKTGHGE 563
Bayraktar-2000 GYGEGEG GG GG - TGAGE 568
Pehlivan ATcTcEc GGTG G 559
Kasifbey - 95 lGlGlGlRlG BEBcc - TclcH 553
Kizitan - 91 HcTcEcEcEc BATET Bcc - TcHcH 565
Ankara - 98 BkTcTclcEc BEcc - TcHGcHE 558
Tturgidum EeTcBcBcEc IlGG- lG. 566
Gesit-1252 HeTclcEcEc BcH 638

llGG IG.G. 567

Flrat 93 G G G G G GG GG Gl 566
Sariganak - 98 IG I I I GG. - - T 541
AK336220 G G G G G GG GG Gl 522

Consensus AGTGCGCGCG CATCTTGGAG CGGTAGAAGC AGGAGTAGAC GCACTGGCAG CCGG TGAGC

censevaton, [T T T (T T (T T T

860

900

| I
Kirag-66 BcBcBcTHGE cEcEcEEGET G| BcBEcTEcEE BEcHcc-THc 619
Kate A-1 BcBcBcTACH cEcEcE [ EcABcTE | | | 623
Gerek - 79 BcBcEBcTHGE GcE G| G 697
Cumhuriyet-75 BcBcBcTHGE ¢ G| ls-c-sll .lGIGG l|c 891
Basribey - 95 GEcEcTAGH g G cABcTEG G 695
Pandas GEBGEGTAGA G G GG- G 629
Ziyabey - 98 GEGEGTAGA G G GG - TRG 628
Gonen - 98 GEGEGTAGA G| G GG - TEG 626
Bezostaya-1 GRGEGTAKA G G GG - G 626
Guadalupe cBcBcTAGA G YG- -ss G 626
Sultan - 95 AcEcBcTAGH & G Bc 626
C.spring BcBcBcTHEKE ¢ G| 626
Giin-91 I G 620
Bayraktar-2000 BcEcE G G 624
Pehlivan BcBcEGE- sl G mmsmsoms mmemececas Semoaemoa- 585
Kasifbey - 95 BcBcBcYHAGH ¢ G lc--sll llcles FEA 609
Kiziltan - 91 GEcEcTAA G| G K GGGTEG 623
Ankara - 98 GEBcBGTAKA G s G K s GG -TRY 614
T turgidum GEBGEGTAGA G G GABGTEG GGG - TBG 623
Gesit-1252 GEGEGTAGA G G GABGTEG GGG - TBG 695
Aydin- 93 GEGEcTAGA G| G cABcTEG GGG - TEG 624
Firat-93 GEGEcTAKA G| cABlcTEK Glflcc - Tl 623
Sariganak - 98 BABcTTTETG G B 59
AK336220 BcBcEBcTAGE GE BEcBEcTEcAE BEcHcc-THG 579

e, T O LA T T T I

960

1
cATcBHEcEAG 676
cATcBHEcEAG 680

sllGllGllK
T l

Kirag-66 BT

Kate A-1 ETcETETER
Gerek - 79
Cumhuriyet-75
Basribey - 95
Pandas
Ziyabey - 98
Gonen - 98
Bezostaya-1
Guadalupe
Sultan - 95
C.spring
Giin-91
Bayraktar-2000
Pehlivan

Kasifbey - 95 [elele] |
Kiziltan - 91 GGGG|
Ankara - 98 GGG

000066
000066
Q00O
00000

~

a

N

T.turgidum GGG
Cesit-1252
Aydin- 93
Firat-93
Sariganak - 98 BATcEEEEAW
AK336220 GATcEAcEAC
Consensus ATGATCTCC- GCCACCTGCC C-GAACGTGA TGCACGGGCA CA-GGCACGT GATGCAGCAG

100%

consemien [T OO AT AR P A i
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Cizelge 4.1. (Devami) Cesitlerin fw2.2-643 kodlu primerden elde edilen PCR {iriiniiniin
niikleotit baz dizilenmesi sonucu elde edilen sonuglar

980 1.000 1.020
I

Kirag-66 G- GEAG GT - BG

Kate A-1 G- GEAG GT - BG

Gerek - 79 G- GEAG GT - BG
BcBA

I
- - -@TG cBcHlcc 728
---ATG GBGAGG 732
---ATG cEBcAce 806
----- clBccl BATccEG- - - 993

760

Cumhuriyet-75 FTG
Basribey - 95
Pandas [T
Ziyabey - 98
Ganen - 98
Bezostaya-1
Guadalupe
Sultan - 95
C.spring
Gin-91
Bayraktar-2000
Pehlivan - -
Kasifbey - 95
Kiziltan - 91
Ankara - 98
T.turgidum
Cesit-1252
Aydin- 93
Firat-93
Sariganak - 98
AK336220
Consensus TTG-CCGCAG TCGT-CGAAG CAGT-CGCAC AAA---=-=-= s-cmmcmmne memmmoman=

consevetn [T [Tl T M0 M 0000 Moo o ococanoee

BBcBAc TEcT-BcEAc

o -Be G- -
oT-Bc G- -
o - 8o G- -
BAcT - EcEAN AATEEE- - - -

701

713

Ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerin dizi analizlerine gore filogenetik
agaclar1 da elde edilmis olup ¢esitler genelde iki grup altinda toplanmistir (Sekil 4.13.
ve 4.14.).

AK336220
Sultan - 95
Gonen - 98
Pandas
Ziyabey - 98
C.spring
Guadalupe
Bezostaya-1
Bayraktar-2000
Giin-91
100 ikizce - 96
4 10! Gerek - 79
Basribey - 95
B e
Kate A-1
Kasifbey - 95
Pehlivan
Cumhuriyet-75

94

0,130

Sekil 4.13. Ekmeklik bugdayda ¢esitlerindeki fw2.2 ortologunun dizi analizi sonucunda
olusan filogenetik aga¢. Rakamlar Bootstrapping degerlerini gdstermektedir

Kullanilan primer yaklasik 700 baz ¢ifti biiyiikliiglinde bir parcayi {iretmis ve
dizi analizi sonucu bu gen pargasi, ¢esitlerin ¢ogunda tamamiyla dizilenmistir. Dizi
analizi sonuglarina gore gesitler arasinda ozelikle 5° yukar1 kisimda polimorfizm daha
fazla bulunmus orta kisimlar ve 3’ u¢ kisimlar1 daha korunmus goriinmektedir. Genel

itibariyle bir¢ok aday tek niikleotid polimorfizm bolgesi goze ¢arpmaktadir. Yapilan
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BLASTn analizi sonucunda dizi analizi yapilan AK336220 bolgesinin bugdaygiller
EST-SSR veri tabaninda da benzerlerinin bulundugu gorilmiistiir (134/154=%287
benzerlik; gnl|WheatESTSSR|[Scl580ct869¢cn993] ).

Sanganak - 98
i Firat-93

100, Aydin- 93

10 Kiziltan - 91

2 Ankara - 98

¥ Gesit-1252

Tturgidum
AK336220

0,200

Sekil 4.14. Makarnalik bugdayda c¢esitlerindeki fw2.2 ortologunun dizi analizi
sonucunda olusan filogenetik aga¢. Rakamlar Bootstrapping degerlerini
gostermektedir

4.5. SNP Analizleri

AK336220 fw2.2 aday cDNA klonu HaploSNPer programinda referans olarak
kullantlmistir. fw2.2 — 643 isimli primer kullanilarak cesitlerden elde edilen DNA
dizileri kullanilarak AK336220 fw2.2 aday geni ile karsilagtirilmistir. In silico olarak
yapilan bu analizde 5 farkli kiimelenme (cluster) meydana gelmis ve bunlar iizerinde
giivenilebilir SNP’lerin 2 transisyon, 3 transversiyon ve 1 indel SNP olmak iizere

toplam 6 SNP bolgesi tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Bugday aday fw2.2 bolgesinde tespit edilen SNP’ler

SNP C/T A/G Transisyon A/T A/C C/G T/G Transversiyon Indel

Potansiyel SNP’ler 1 3 4 1 2 2 0 5 7
Giivenilir SNP’ler 0 2 2 0 1 2 0 3 1
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5. SONUC VE ONERILER

Bugdaymn kiiltiire alinmasindan bu yana arazi kullaniminda ve tarimsal girdi
kullanimindaki gelismelere paralel olarak klasik seleksiyon ve 1slah yontemleriyle
bugday {iretiminde kayda deger artislar olmustur. Ancak gen havuzundaki
daralmalardan dolay1 verim artis1 giinden giline azalmaktadir. Genomik caligmalar bitki
islahina bu konuda biliylik yararlar saglamakta ve varyasyonun niikleotid baz
seviyesinde teshis edilmesine izin vermektedir. Verimin bir¢ok genle idare edilen
karmagik bir karakter oldugu bilinmektedir. Fakat domateste sadece bir gen ile %30
verime katki saglanmasi bir¢ok bitki 1slahgisi i¢in umut kaynagi olmustur. Bugdayda bu
genin ortologunun tespit edilmesi benzer bir katkinin bugdayda da saglanabilecegi
konusunda sorular1 agiga kavusturmak icin bu Oncii calisma gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda domates fw2.2 geninin ortologu olan bir gen pargasinin
(AK336220) diger bugday ¢esitlerinde de varlig1 ve varsa bunlar arasinda bir varyasyon
olup olmadigina dair bilgiler agiga kavusturulmustur. Daha 6nce higbir calisma bu
genin bircok bugday bitkisinde ifade farkliliklart ve DNA sekans dizi farkliliklar:
konusunda bilgi sunmamistir. Calismada ayrica bugdayin atasi konumunda olan
T.urartu (A genomu dondrii), 7. monoccocum, T. speltoides (B genom donorii), ve T.
tauschii (D genom dondrii), 7. turgidum subps. diccocon (yabani makarnalik bugday)
tiirleri kullanilmistir.

Calisma sonucunda bugdayda bulunan fw2.2 ortologu gen parcasinin allelik
varyasyonlarinin varligt tespit edilmig bulunmaktadir. Domates bitkisinde bu gene ait
varyasyonun daha ¢ok ifade olmayan ug¢ kisimlarda yer aldig1 diisiiniildiigiinde bu genin
bugdayda degisik allelik varyasyonlarinin genin iginde de bulunmasi gen ifadesindeki
farkliliklarin nedeni olabilir.

Diger yandan kullanilan genin tiim ¢esit ve tiirlerde ifade edilmesi bu genin
bitkiye o6zel bir gen oldugunu gostermektedir. Ayrica gen ifadelerinde de biiylik
farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklar sadece cesitler arasinda degil tiirler arasinda da
goriilmektedir. Caligmada kullanilan ¢esitlerin Tiirkiye verim ortalamalar1 baz alinarak
gen ifadeleriyle karsilastirmalar yapilmistir. Bu karsilastirmalar sonucu gen ifadelerinin

verimle ters iligskili oldugu konusunda fikir vermektedir. Ancak calisma bir Oncii
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caligma niteliginde oldugundan tarla ¢esit verim ¢alismalart yapilmamistir. Bu tiir bir
karsilagtirmanin daha saglikli sonu¢ vermesi i¢in ilgili genin incelenmesi i¢in tarla
verim caligmalariyla paralel yapilabilmesidir. Bunun yaninda sicaklik ve nem kontrollii
sartlarda verim c¢aligsmalarinin yapilmasi genin aktivitesini daha iyi anlama agisindan
onemli olabilir.

Caligmada toplam 931 bazlik AK336220 bugday homologu temel alinarak genin
i¢ kisimlarindan primer tasarimi yapilmistir. Bugday fw2.2-643 primeri yaklasik 700
baz uzunlugunda bir bolge {iiretmektedir. Ancak, Cumbhuriyet-75, Kunduru-1149
cesitleri ve yabani tiirlerde kullanilan primerle PCR f{iriinii elde edilememistir. Bunun
nedeni primer bolgelerindeki mutasyonlar olabilir. Ciinkii dizi analizlerine bakildiginda
gende cesitler arasinda biiylik oranda baz polimorfizmleri goriinmektedir. Bu bulgular
bu genin fonksiyonel isaretleyici olarak kullanilma ihtimalini giiclendirmektedir.
Bugiine kadar bugday ve akraba tiirlerinden 30°dan fazla lokus (gen) klonlanmigtir ve
bugday kalite, agronomik Ozellikleri ve hastaliga dayaniklilik genleriyle ilgili 97
fonksiyonel isaretleyici, 93 adet alleli tanimlamak icin gelistirilmistir (Lui ve ark.
2012). Ancak verimle dogrudan iligkilendirilmis fonksiyonel bir marker bugdayda
henliz bulunmamistir. Ayn1 atadan gelmis bitkilerde ortolog genlerin tiirler arasinda
benzer fenotip olusturacagi beklenmektedir (Devos, 2005). O. sativa L., Z. mays L. ve
Brachypodium gibi dizilenmis otsu bitki genomlarindan yararlanilarak yapilan gen
kesifleri bugday icin Onemli bir materyal olmaktadir (Matsumoto ve ark. 2005;
Schnable ve ark. 2009; Vogel ve ark. 2010). Ozellikle son yillarda veri tabanlarinin
giiclenmesi sonucu, in silico klonlamalar bugdayda istenen karakterlerle ilgili genlerin
bulunmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Gill ve Sanseau 2000; He ve ark. 2007,
2008, 2009; Su ve ark. 2011; Ma ve ark. 2012). Calismada domatesten klonlanan bir
genin bugday veri tabaninda da bulunmasi ve dizilerinin eslestirilmesi sonucu aday
genin fonksiyonel isaretleyici olarak kullanilma potansiyelini artirmaktadir. ilgili genin
verim c¢aligsmalariyla iliskilendirilmesi isaretleyici (markor) destekli seleksiyon
acisindan dnemli olacaktir. Bu genin bugdayda ifade edilmesinin yaninda (Kawaura ve
ark. 2009), farkli cesitlerde farkli ifade edildiginin belirlenmesi bu calismayla
ispatlanmigtir. Bu aday genin dizi bakimindan da farkliliklar gdstermesi bu genin

cesitlerin tanilanmasinda kullanilma olasiligin1 da artirmaktadir. Bu calisma sonucu
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ozellikle biyotik ve abiyotik stresle ilgili genlerin tiirler arasinda fonksiyonel isaretleyici
olarak kullanilabilecegi agisindan bulgular 6nemlidir.

Bu ¢aligma bir 6ncii ¢alisma niteliginde olup farkli bir tiirden elde edilen bir
genin ortologunun bugdayda varliginin ve ifadesinin tespiti ve hem ifade hem de dizi
yoniinden cesitler arasinda varyasyon gosterdigine dair bilgiler sergilemektedir. Bu
nedenle, bu ¢alismanin sonuglarinin bitki 1slahinda daha fazla fayda saglamasi i¢in daha
cok caligma gerekmektedir. Bu gene ait dizi varyasyonlarinin verim dahil diger
agronomik unsurlarla iliskilendirilmesi miimkiindiir (Mir ve ark. 2012). Bunun igin
verim ve agronomik oOzellik denemelerinin gen ifade analizleri ile paralel olarak
yiritiilmesi gerekmektedir. Boylece ilgili niikleotid polimorfizminin hangi karakteri
nasil etkileyecegi belirlenebilir. Diger yandan gen susturma yontemiyle bu genin
susturulmas1 sonucunda gozlenebilecek fenotipik degisimler bu genin fonksiyonel
isaretleyici olarak kullanilmasi ihtimalini artiracak, bu yontem bugday ve arpada
basariyla kullanilmaktadir (Scofield ve Brandt, 2012). Baska bir husus da proteomik
caligmalardir. Bu genin ifadesi sonucu bugdayda ortaya g¢ikan protein heniiz tespit
edilmemistir. Bu proteinin tespiti ve protein veri tabanlarinda analizi genin bugdaydaki
fonksiyonunu tam olarak anlama agisindan Onemli olacaktir. Bu genin maya veya
Arabidopsis gibi bitkilere aktarilip protein ifadelerinin incelenmesi bu geni anlamak i¢in
bir baglangic olabilir. Bugday genlerinin bu sekilde maya ve Arabidopsis’te ifade edilip
incelenmesi bazi transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonunu anlamada énemli olmustur

(He ve ark. 2012).
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EKLER

Ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerine ait fw2.2 aday gen dizilimleri.

>Triticum-1|Triticum|Triticum tugidum
CACATCATCATGCATATTCTAGATAAAAAAAGGGAAATACGTTTGCAGTAA
CATTACACAAAGTAGTAGTCGTGTGTTACACAGTATTGTACAGAAACCTGC
AAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGATTACT
TCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGAACAAAAG
CACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGTCG
CCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCAGAGG
TTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATATAGAC
ATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATGTCGAAG
CCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAGGGCTCGCAGC
ACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAGTGCG
CGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGCCGGTGA
GCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACGTCGACC
CGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGGGCACGGGC
ACGTGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGAAGCAGTCGCACAAATCTAGAT
GCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGGCCGTCGTTTTACAACGTC
GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCC
CCTTTTCGCAGCTGGGCGTATAGCGAAGAGCCCGCACGATCGCCACCCACA
GTGCGCAGGCTGGATTGCGATGCAATGTAAGCGATGATATTTGGTAAATCC
GATAACTTTAGCTAGTCAGCTCAGTTTTGAGTCA

>Triticum-2|Triticum|Cesit-1252
AGGTGATGCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGATCCGATTCCCTTATCCTCTTC
TCCTCTTAATATAAAATACGCATACTCATGCATATTCTAGATAAAAAAAAGG
GAAAATACGTTTGCAGTAACATTACACAAAGCAGTAGTCGTGTGTTACACA
GTATTGTACAGGAACCTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCC
GAATAGCATGGAGATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACG
TGTCTTGGAGAACAAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCA
TGAGGGGTGGCATGGTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTG
CCATCCTGCATGCAGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAAT
TAGGTTACATATATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCA
CCGAGGTTCATGTCGAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGA
GCGCGCAGGGCTCGCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCT
CCTGCAGGCCGTAGTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGA
CGCACTGGCAGCCGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCG
CCCCGCACGACGTCGACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACG
TGATGCACGGGCACAGGCACGTGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGAAGC
AGTCGCACAAATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCACTGG
CCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG
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>Triticum-3|Triticum|Aydin - 93
CCCCCGGGMAAYGMWMTCGMAMASATAACAAAMGGCAATASGTTTGCAG
KAACATTACACAAAGKAGKAGKTGTGTGAAGCAAAGGAKTGTACAGAAAC
CTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGA
TTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAACA
AAAGCACAGATCGATCAACGGGKCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATG
GTCKCYGGARTGSGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCR
GAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATAT
AGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATGTC
GAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGSAGAGCGCGCAGGGCTCG
CAGCACCAGTGGATGCWKCAGTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAK
TGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGCCG
GTGAGCASCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACGTC
GACCCGCGGTCGATGATCTCCCGCCACCTGYCCSAACGTGATGCACGGGCA
CAGGCACGTGATGCAGCARTTGCCGCAKWCGTCGAAGCARKYCGCACAAA
G

>Triticum-4|Triticum|Kiziltan - 91
TACAGGCCGGATCTCTCGCTCGTCAAGCAGTCGCACAAAGGGKTTKGAKGG
GWTTACACACTGKAGGKGGGGTGTGTTTCAAGGGTTGTACAGAAACCTGSW
AAGTMGGTAACACCGGCACCGCAAAGACKCCGAATAGCATGGAGATTACT
TCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAACAAAAGC
ACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGTCGY
YKKAKTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCAGAGGT
TCATGWCGCCGGTTAGCACATAACTAAKCCRATTAGGTTACATATATAGAC
ATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCSCACCGAGGTTCATGTCGAAG
CCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGWACTCCTGGSAGAKCGCGCARGGCTCGCAG
CACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAGTGC
GCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGCCGGTG
AGCAGCATGATGAGCGCGTAKAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACKTCGAC
CCGCGGGTCGATGATCTCCCGCCACCTGCCCCAAACGTGATGCACGGGGCA
CAGGCACGTGATGCASCAGTTGCCCGCAGTCGTYCGAAGCAKTTCGCACAA
AGTT

>Triticum-5|Triticum|Firat — 93
GTTCAGCCACSGAGCATATTCTAGWTAAAAAAGGGAAATASGTTTGCARKA
ACATTACACAAAGTAGKAGTCTTGGGTTAACAGTATTGTACAGAAACCTGC
AAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGATTACT
TCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAACAAAAGC
ACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCMTGGTCKC
CGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGSGTGCCMTCCTGCATGCRRAGGY
TCATGTCGCCGGTTAGCACGTAAGTAATCCAATTWGGTTACRTATWTASAC
RTATAGAGAGATAACWTTAGCAGTAGGTGCCCACCGAGGTTCATGTCRAAG
CCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGTRATARCGCGCAKGGCTCGYAGC
ACCAGTGGATGTAGCAGTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAGTGCG
CGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACSCACTGGCAGCCGGTGA
GCASCATGATGAGCGCGTAKAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACGTCKACC
CGCGGTCGATGATCTCCRCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGGGCACARGC
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ACGTGATGCAGCARTTGCATCAKWCGTCGAAACAGTCGAAAAAAGA

>Triticum-6|Triticum|Ankara - 98
GTCCGACCGGGGGATACGACTTGATAGCAGTMGGTAAACAGGTTTGGAGTA
RWTTRCAAMAGKWGGGGCTTGAGATAAGGGGGTTGTACWGAAACCTGTTA
AGTGGTAACACCGGTCCCGCAAGACKCCRAAAGCTGGAMATTACTTCTTCT
ACTACATAAGGACGCACACTTTAAACRTGTCTTGGAGAACAAAAGCATMSA
TCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGTCKTTTGATT
GCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGSSTGCCMTCCTGCWTGYAWAGGTTCWYG
TCRCCGGTTAYACATAACTAATCCAATTARGTTACATMTWTASMCATATAG
TGAGATAACWTTAGCAGKAKGTGCGCACCGMGGTTCATGTCAAAGCCCCTC
TTCTTGAGCTCKSGGTACTCCTGGSMRAGCGYGTATGGCTCGCAGMACCAK
TGGATGCAGYATTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAKTGTGCGCGC
ATCTWGGARCGGYAGAAGCATGAGTAGACKCACTGGGAGCCGGTGAGCYY
ATGATGAGCGCGTAKAGCGCGCCKCTCGCCCCGCACGACGWCKACCCGCG
GTCYATGATCTCCACCACCTGTCCGAATGTGATGCACGGGCACAGCACGTG
ATGCMSCATTGCCGCAKTCGWCAAKACAATCCAAAAAACT

>Triticum-7|Triticum|Sariganak - 98
GGGGGTCGGTGGGGCGGGAGYCATASACAGCGGGTCAGGGWGGMGGAGRT
CATYGACGCRGGKGACGTTTTAAAAWAAGGAGRRGTGRCGAAAAAAGAAA
GGGGTCTTTCTGAYCGCGAGRTCTRAMCTGRTTGAGATYTTTCKACGCTGCG
CAGGCGGCCTCTTTAACCCCCTGCGGAGAATGCTGCWCCATCGTGCAGCGA
GCATGCSCYCTCTGCCAGAGWCGGCCAGCCGCCGAAGAGGGGCCTTGACAC
GCCCCGCGGTCCGGCCCTCCTGCWAGCGKAAGCTCTTGTTATGSCTAATATG
TAACCTAYCCAAATAAGTTACATGTTTACCGGCMYCRAGAAACTCTGTTAG
CAGTAGGGCCCCCCCACGGGGCATGGCAAAGACGCTCTTCTTKAGCCCTGG
CACCTCTCGKGCACCCACGCATGACCCGCAGATCCATCGAAGGTTGCATTCT
GCGCGTTGCTTCTCATGTATGTKTTATTACGCACYARACGAAGTATGTTAAT
GCTATTAGRCACTTTTCCCWGCCGGTTATAACTACGTTGCACGTTTCTGGCG
CTACGCTGTAACGACGACTTTKATCCGSGTTATGGATCTGCGACRCTGTCCC
AACTTGTTGCATTACATTGGGCATTAATGCCCCAWTTCCATATTACGACGAS
AAAAKGCACAAAGAGRAT

>Triticum-8|Triticum|C. spring
GTACGACAGTGSGAAAACGCAAAACATAACAAWCGGCAAATAGGTTTGCA
RKAACATTACACAAAGKAGKAGCTTTGRGGGAAAAAGAATTGKACAGAAA
CCTGCAAAGKAGGTACCCCCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAG
ATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAAC
AAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCAT
GKTCKCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGC
RGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATA
TAGACATATARAGAGATAACATTAGCAGKAGGTGCGCACCGAGGTTCATGT
CRAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGSGGTACTCCTGGSAGAGCGCGCAKGGCTC
GCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGTA
GTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGYAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGC
CGGTGAGCAKCATGATGAGCGCGTAKAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACG
TCAACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGYCCGAACGTGATGCACGGGC
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ACARGCACGTGATGMRCARTTGCCGCAGWCGWCGAAGCARRTCRCACAAG
T

>Triticum-9|Triticum|Bezostaya — 1
GAGGGACCACTCCCATTAGCTCATGGATCAGTCGGCAATAGGTTTGSAGKA
CATTACACAAWGKAGGWGTTTTAAAGTAAGGGAGTATTGTACAGAAACCT
GCAAAGTAGGTCACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGATT
ACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAACAAA
WGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGT
YKYCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCSTGCCATCCTGCATGCAGA
GGTTCATGTCRCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTARGTTACATATATAG
ACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAKGTGCGCACCRAGGTTCATGTCRA
AGCCCCTCTTCTTGAGCTCKCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAGGGCTCGCA
GCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAGTG
CGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGATTAGACGCACTGGSAGCCGGT
GAGCAGCATTGATGAGCGCGTAKAGCGCGCCGCTTCGCCCCGCACGACGTC
GACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCCSAACGTGATGCACGGGCA
CAGGCACGTGATGCAGCAKTTGCCCGCATTCGWCGAAGCARTCGCACAAAT

>Triticum-10|Triticum|Pandas
GTTCCAGCGSSTKYYMWWTCYSWCWAGATAAAAAAGGGAAATACGTTTTG
GCARTAACATTACACAAAGTAGTAGTCGTGTGTTACACAGWATTGTACAGA
AACCTGYAAAGTAGGTAACMCCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGG
AGATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGA
ACAAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGC
ATGGTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCAT
GCAGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATA
TATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGKAGGTGCGCACCGAGGTTCAT
GTCRAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGSAGAGCGCGCAGGGC
TCGCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCG
TAGTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAG
CCGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGAC
GTCKACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGGG
CACAGGGCACGTGATGCASCAGTTGCCGCAGTCGTCGAARCARTCGCACAA

>Triticum-11|Triticum|Kasifbey - 95
TTATACGGAAGGCCGCTCGCACATCRAGCAGTCGCCAATSATGTACGGRAG
AGCTTGGCATAAAGGAGGCGGTTAGAGAGAAGAAAAAAGTAMGAAAATGT
TAAGGGACAACCCCGGCAGGARAGACTCCGAATAGCATGGAGATTACTTCT
TCTMCTACATACGACGCCACTTTAGACGTGTCTTGGACAACGAAGCACMGA
TCGATCAACGGMTCCCCCTGGGTGCATGACGGGTGGCATGGTTGCCGGAGW
GCGKCCTTGCCTCTCCMTGTKGGCGTGCCMTCCTGCAWGCRRAGGCTCATG
TCGCCGGTTAGCCRTAACTAATCCAATTAGGTTACGTATTTAGCCRTATCGA
GAGACAACGTTCGCAGYATGTCCCCCCGCGGYTATGTCGAAGRCCCTCTYC
TTGAGCTCGCGGWACTCCTGGCMGAYCGCGCAYGGCTCGCAGCWCCAKCG
GAGGCAGCAYTCTGCTCAYGGCTCTCCTGCAGGCCGTCGTGCGCRCGCAWC
TTGCAGCGGCAMAAGCAAGAGTAMATGCCTGGWAGCCGGTGAGCACATGA
TGAGCGCGYAGAGCGCGCCGCTCGCACCGCACGACCACGACCCGCGGTCAA
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TGATCTCCSCACCTGCWCCCWCTGATGCATGGGAACAGCACTGAT

>Triticum-12|Triticum|Génen
TTTAAATCTTTAACCATTYCACTCAKAWAGCAATMGGGAAWTWCGTTTGC
AGTAACATTACACAAAGTAGTAGTCGTGTGAAAAGAGGATTGTACAGAAAC
CTGCAAAGTAGGTAACACCGGCWCCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGA
TTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGAACA
AAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATG
GTCGCCGGAKTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCA
GAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATAT
AGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATGTC
GAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAGGGCTC
GCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCCGTA
GTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGCC
GGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGYACGACGT
CGACCCGCGGTCGATGATCTCCCGCCACCTGCCCCGAACGTGATGCACGGG
CACAGGGYACKTGATGCAGCAKTTGYCCGCAGTCGTCGAAGCMRTCGCACA
AKAT

>Triticum-13|Triticum|Pehlivan
GACAAGCCTCTCATTACGCAAATGAAAAAMAAGGCAATTGGTTTGCARGAC
ATTAACAAAGTAGGAGTTTTAAGGTAAAGAGAATWGTACAGAAACCTGCA
AGTAGGTCWTCCCGGCACCGCRAGACGCCGAATAGCATGGAGATTACTTCT
TCTACTACATAAGGACGCACWCTTTARACCTGTCTTGGAGAACKAWGCACA
SATCGATCAACCGGTCATCCCTGGGTGCCTGAGGGGWGGCATGGYCSCCGG
AGTGSGTCCTTGCCTCTCCMTGTTGGCSTGYCATCCTGCATGCRKAGGTTCW
TGTCRCCKGTTAYACATAACTAATCCARTTWGGTTACRTATATAGACRTAT
MGAGAGATTACATTAGCAGTAKGTGCGKACCRAGGTTCATGTCRAAGCCCC
TCTTCTTGAGCTCKCGGTACTCCTGGSWASCGCGCAKGGCTCGCAGCACCAG
TGGATGCAGCATTCTGCGCAGGGGCTCTCCTGCAKGCCGTTTATGTGCGCAT
CTTGKAGCGYTCCAAGCAGGACTAYACGCACTGGTGCCGGTGAAAGTATGT
TGAGCGCGCGAGCYMYWCGCTT

>Triticum- 14| Triticum|Guadalupe
ACTCGMMTKRSAACATKWMMRTTTCTAGATCAAAAGGGAAAATACGTTTG
CARKAACATTACACAAAGKAGTAGKCGTGTGTTACGCAGGATTGTACAGAA
ACCTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGA
GATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAA
CAAAAGCACASATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCA
TGGTCKCCKGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATG
CRGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATAT
ATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAKGTGCGCACCRAGGTTCATG
TCGAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGSAGAGCGCGCAKGGCT
CGCAGCACCAKTGGATGCAGYAGTCKGCGCAAGGGCTCTCCTGCAGGCCGT
AGTGYGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAG
CCGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGMGCCGCTCGCCCGCACGAC
GTCGACCYGGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCYCSAACGTGATGCAYGGGC
ACWGCMWCRTGATGCAGCWGTTGCCKCATWCGWCGAARMARATSSWMM
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MAGRTWT

>Triticum-15|Triticum|Cumbhuriyet - 75
GATGTTATAAGGGCTCTCCACCTCTCCATTTAGGCCACCCCCAAGCTTTACA
CTTATGCTTCCGCTTCGTATTGTGTGTGAATGTGAGGCGGATAACAAATTTC
ACACAGGAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTTAGGTGACACT
ATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTC
GACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTCCCTTATCCTCTTCTCCTCTTAATAT
AAAAAATACGCATACTCATGCATATTCTAGATAAAAAAGGGAAAATACGTT
TGCAGTAACATTACACAAAGTAGTAGTCGTGTGTTACACAGTATTGTACAG
AAACCTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATG
GAGATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAG
AACAAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGG
CATGGTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCA
TGCAGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACAT
ATATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCA
TGTCGAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAGGG
CTCGCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCC
GTAGTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCA
GCCGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGA
CGTCGACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGG
GCACAGGCACGTGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGAAGCAGTCGCACAA
TCCCGCGGCCATGGCGGCCGGAGCTCACTGAAAAAAAAAAAATCCTGGGGG
TCCG

>Triticum-16|Triticum|Ziyabey - 98
TACAAAMCSSSYYCCTCTCKMWMASATAAAMAAAMGGCAAAATASGTTTG
CARTAACATTACACAAAGTAGTAGTTTTGAGTTACACAGTATTGTACAGAA
ACCTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGA
GATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGAA
CAAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCA
TGGTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATG
CRGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATAT
ATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATG
TCGAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAKGGCT
CGCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGT
AKTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGC
CGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACG
TCGACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGGGC
ACARGCACGTGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGAAGCARTCGCACA

>Triticum-17|Triticum|Bayraktar
GAAAAAAGGGKCGMAMTCCGAAAAACGTAAAMACTTYGYAAWTRKGTAY
GGAAGACATTAACACTGWAGGTGTTTAAAGAAAAAAGAAGTGGACAGAAA
CCTGCAAAGTAAGTCATTCCGGCACCGCAAAGACKCCGAATAGCATGGAGA
TTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGSAGAACA
AAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGTGAGGTGGCATG
GTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGSGTGCCMTCCTGCWTGCR
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GAGGTTCATGTCRCCGGTTAGTACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATWT
AGACRTATAGAGAGATWACATTWGCAGKAKGTGCGCACCGMGGTTCATGT
CRAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCKCGGWACTCCTGGSARAGCGCGCAKGGCT
CGYWGCACCAKTGGATGTAKCAGTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGT
ATTGYGCGCGCATCTTGGAGTGGTAGAAGCAGGAGTAGACKCACTGGSAGC
CGGTGAGCAGYATGATGAGCGCGTTGGCGCGCCGCTCGTCCCGCACGACGT
CKACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCCCCTGCCCSAACGTGATGCACGGGCAC
AGGCACKTGATGCAGCAGTTTCCCGCAKTCGTCGAAGCAGTCGCCACAAGK
C

>Triticum- 18| Triticum|Basribey - 95
GGGTGATGCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGATCCGATTCCCTTATCCTCTTC
TCCTCTTAATATAAAATACGCATACTCATGCATATTCTAGATAAAAAAAAGG
GAAAATACGTTTGCAGTAACATTACACAAAGTAGTAGTCGTGCGTTACACA
GTATTGTACAGAAACCTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCC
GAATAGCATGGAGATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACG
TGTCTTGGAGAACAAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCA
TGAGGGGTGGCATGGTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTG
CCATCCTGCATGCAGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAAT
TAGGTTACATATATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCA
CCGAGGTTCATGTCGAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGA
GCGCGCAGGGCTCGCAGCACCAGTGGATGCGGCAGTCGGCGCAGGGGCTCC
CCTGCAGGCCGTAGTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGA
CGCACTGGCAGCCGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCG
CCCCGCACGACGTCGACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACG
TGATGCACGGGCACAGGCACGTGATGCAGCAGTTGCCGCA

>Triticum-19|Triticum|Gerek - 79
GTGGATAGATGCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGACCGATTCCCTTATCCTCT
TCTCCTCTTAATATAAAATACGCATACTCATGCATATTCTAGATAAAAAAAA
GGGAAAATACGTTTGCAGTAACATTACACAAAGTAGTAGTCGTGTGTTACA
CAGTATTGTGCAGAAACCTGCAAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACG
CCGAATAGCATGGAGATTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGA
CGTGTCTTGGAGAACAAAAGCACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTG
CATGAGGGGTGGCATGGTCGCCGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCG
TGCCATCCTGCATGCAGAGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCA
ATTAGGTTACATATATAGACATATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCG
CACCGAGGTTCATGTCGAAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCA
GAGCGCGCAGGGCTCGCAGCACCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGC
TCTCCTGCAGGCCGTAGTGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGT
AGACGCACTGGCAGCCGGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCG
CTCGCCCCGCACGACGTCGACCCGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGA
ACGTAATGCACGGGCACAGGCACGTGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGA
AGCAGTCGCACAAATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCAC
TGGCCGTCGTTTTACAACGTCGT
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>Triticum-20|Triticum|Sultan - 95
CTTAGASCSAACTTMTCTYKWCAMCATAAAAAAMGGCAAATASGTTTGCAR
TAACATTACACAAAGKAGKAGTCGTGTGAAACAAAGWATTGTACASAAAC
CTGYMAAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGSATGGAGA
TTACTTCTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTARACGTGTCTTGGAGAACA
AAAGCACASATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATG
GTCGCCGGAGTGSGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGSSTGCCATCCTGCATGCRK
AGGTTCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATATA
GACATATAGAGAGATAACATTWGCAGTAGGTGCGCACCRAGGTTCATGTCR
AAGCCCCTCTTCTTGAGCTCGCGGWACTCCTGGSAGAGCGCGYAGGGCTCG
CAGCACCAKTGGATGCAGYAKTCGGCGCARGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAG
TGCGCGCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCWCTGGCAGCC
GGTGAGCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGYCCCGCACGACKT
CKACCCKCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCSAACKTGATGCACGGGCA
CARKGCACKTGATGCASCWWTTTGCCGCAKTCGTCGAARCAGTCRCACAAA
GA

>Triticum-21|Triticum|Kirag - 66
TCCTACTCATGCTATTCTAGATAAAAAGGGAAATACGTTTGCAGTAACATTA
CACAAAGTAGTAGTCGTGTGTTACACAGTATTGTACAGAAACCTGCAAAGT
AGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGATTACTTCTTC
TACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGAACAAAAGCACAG
ATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGTCGCCGGA
GTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCAGAGGTTCAT
GTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATATAGACATATA
GAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATGTCGAAGCCCCT
CTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAGGGCTCGCAGCACCA
GTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAGTGCGCGCG
CATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGCCGGTGAGCA
GCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACGTCGACCCGC
GGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGGGCACAGGCACG
TGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGAAGCAGTCGCACAAATCTAGATGCA
TTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTG
ACTGGGAAAAACCCTGGCGTACCCACTAATCGCCTTGCAGCACATTCCCCCT
TTCGCAGCTGGCGTTATAGCGAGAGCCCGGCACGATCGCCTCCTACCAGTG
CCAGCCTGAATGGGCGATTGGAAAAGTCTGGTCA

>Triticum-22|Triticum|giin — 91
GCAGAAGGGCGGTCCAATTTGMAATMTTTGGAAATRSGTTTGCWGTAACAT
TACACAAAGTAKAGYCCTGTTCTACGAAGMATTGTACAGAAACCTGCAAAG
TAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGATTACTTCTT
CTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGAACAAAAGCACA
KATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGTCGCCGG
AGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCWGAGGTTC
WTGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATATAGACAT
ATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATGTCGAAGCC
CCTCTTCTTGAGCTCGCGKTACTCCTGGCARAGCGCGCAGGGCTCGCAGCAC
CAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAKGGGCTCTCCTGCAGGCCGTASTGCGCG



67

CGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAMGAGTAGACGCACTGGCAGCCGGKTGA
GCASYATGATGAGCGCGTKAGCGCGCCGCTCGCCCCCGCACKACKYCRACC
CGCGGYCRATGATCTCCC

>Triticum-23|Triticum|Kate A — 1
TACCATTCTCATGCATATTCTAGATAAAAAAGGGAAATACGTTTGCAGTAAC
ATTACACAAAGTAGTAGTCGTGTGTCACACAGTATTGTACAGAAACCTGCA
AAGTAGGTAACACCGGCACCGCAAAGACGCCGAATAGCATGGAGATTACTT
CTTCTACTACATAAGGACGCACACTTTAGACGTGTCTTGGAGAACAAAAGC
ACAGATCGATCAACGGGTCATCCCTGGGTGCATGAGGGGTGGCATGGTCGC
TGGAGTGCGTCCTTGCCTCTCCATGTTGGCGTGCCATCCTGCATGCAGAGGT
TCATGTCGCCGGTTAGCACATAACTAATCCAATTAGGTTACATATATAGACA
TATAGAGAGATAACATTAGCAGTAGGTGCGCACCGAGGTTCATGTCGAAGC
CCCTCTTCTTGAGCTCGCGGTACTCCTGGCAGAGCGCGCAGGGCTCGCAGCA
CCAGTGGATGCAGCAGTCGGCGCAGGGGCTCTCCTGCAGGCCGTAGTGCGC
GCGCATCTTGGAGCGGTAGAAGCAGGAGTAGACGCACTGGCAGCCGGTGA
GCAGCATGATGAGCGCGTAGAGCGCGCCGCTCGCCCCGCACGACGTCGACC
CGCGGTCGATGATCTCCGCCACCTGCCCGAACGTGATGCACGGGCACAGGC
ACGTGATGCAGCAGTTGCCGCAGTCGTCGAAGCAGTCGCACAAATCTAGAT
GCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG
TGACTGGGAAACCCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTGCAGCACATCCCC
CTTTCGCCAGCTGGCGTTATAGCGAGAGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC
AGTTGCGCAGCTGGATGGCGAATGGAAATTGTAGCGTTCAATGTGTCATTC
GCGTTGATTTGTAATTCAC
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