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Giris
Layihanin magsadi va qarsiya qoyulan masalalari:

Layihonin asas magsadi Milli genbankda saxlanilan yumsaq bugda
niimunalarinin keyfiyyat gostaricilorina gora giymatlondirmak, onlarin
genetik mixtalifliyini molekulyar markerlarlo giymatlondirmak va
keyfiyyato nozarat edon moalum genlarin skriningini aparmaqdan ibarat
olmusdur. Tadgiqat iginin yerina yetirilmasi ti¢iin agagidaki moarhoalalor
izra plan hazirlanmisdir.

1.Tadqgiqat materiali kimi gotiiriilmiis niimunslorin cilicardilmasi va
eyni zamanda niimunalorin asas keyfiyyat gostaricilorinin
giymatlondirilmasi

2.Tadgigat materialindan DNT-nin ekstraksiyasi vo agaroz gelinds
keyfiyyatinin yoxlanilmasi

3.DNT-nin migdarinin Nanodrop vasitasilo yoxlanilmasi vo PZR
reaksiyasina uygun durulagdirilmasi

4.Molekulyar markerlor ilo PZR reaksiyasinin qoyulmasivo PZR
mohsulunun akrilamid gelindos elektroforezi

5.Molekulyar markerin naticalarinin analizi vo niimunslorin genetik
miixtalifliyino gora qruplasdiriimasi

6.Molekulyar markerlarin va keyfiyyat gostaricilorinin naticalarinin
miiqayisoali analizi

7.Keyfiyyat alamatlorini idara edon genlarin miioyyanlosdirilmasi va
secilmis genlara gora niimunalarin skiriningi

Tacriibokecmonin bas tutdugu toskilat: Cukurova Universiteti ,

Kond tosarriifati fakultasi, Tarla bitkilori kafedrasi, Molekulyar
biologiya laboratoriyasi.

Tacriibokecmonin bas tutdugu toskilatda tacriibokecmoya masul
$IXS:

Professor Hakan OZKAN



Icmal

Layihonin yerina yetirilmoasi ilo olagedar olaraq noyabr aymin 6-da
Turkiyanin Adana sohorina galdim vo noyabr ayinin 7-ds tocriiboke¢monin bas
tutacagi toskilata-Tiirkiyoninin Adana sohorinds  yerloson Cukurova
Universiteninin  Kond Tosarriifatt fakultesinin  Tarla bitkilori kafedrasinin
Molekulyar biologiya labaratoriyasinda oldum. Prof Hakan OZKAN
laboratoriyanin biitiin is¢ilorinin istiraki ilo iclas kegirildi vo mani Kkollektiva

| togdim etdi vo bizim planlagdirdigimiz iglor haqqinda molumat verdi.
Tadgigatin plan1 genis miizakira olundu vo Azarbaycandan apardigim yumsaq
bugda niimunslorinin mansoyi-, toplandigi yer vo miixtolif slamatlori hagqinda
‘ geni¢ informasiya verdim-. Ilkin olaraq niimunoslordon DNT-nin ekstraksiya
olunmasi i¢ilin- ciicordilmasi vo bu miiddat orzindo digor bitki niimunalori
tizarinda bir sira analizlori dyronmoyim magsods uygun hesab olundu. DNT-nin
ekstraksiyasi—,__keyfiyyot  vo komiyyatinin yoxlanmilmast  metodikasini
Oyrandim—. Miioyyan tocriiba topladigdan sonra 6z materiallarim {izarinds
planlagdirilan morhalolor {izra  tocriibslorin qoyulmasina bagladim. DNT
| ekstraksiyasi-, PZR amplifikasiya, ISSR analizlorinin gériilmasi nazords tutuldu
Vo biitiin bu islor laboratoriyada hazirlanmis metodikalar asasinda hoyata
kegirildi. Prof Hakan OZKAN soxson 0zii biitiin analizlorin yerino
yetirilmasinda nozarat edirdi vo 6z doyoarli fikirlorini boliisiirdii.

Qeyd etmok istayirom ki, qisa miiddat orzindo molekulyar biologiya va
genetika sahasinds bir ¢ox miiasir metodikalar1 mitkommol monimsays bildim.
Hesab edirom_ki, bu islor golocokdo monim elmi isimin aparilmasinda ¢ox
faydali olacaq. Oyronilon metodikalar vo alan naticolor haqqinda hesabatda genis
moalumat verilmisdir.

Bu tacriiboanin qazanilmasinda moana gostardiyi dastaya gora
AZORBAYCAN RESPUBLIKASI PREZIDENTI YANINDA ELMIN
INKISAF FONDUNA dorin minnatdarhgimm bildiriram.



Tacriibi hissd

Ilk 6nco todgigat magsediylo apardigim 88 yumsaq bugda ( T.aestivum L)
niimunalorinin harasindon 10 toxum segilorok petri qablarinda 1 hafts arzindo
clicordilmisdir.

DNT Ekstraksiyasi-clicordilon toxumlardan 5-6 yarpaq segilorok Doyle (1987)
tortib etdiyi DNT ekstraksiyasi protokoluna uygun olaraq ekstraksiya edilmisdir.
Yarpaglar 2 mi-lik eppendorf tubiklora yigilaraq maye azot komayi ilo Tissue
laser aparatinda tlytidiilmiis vo tizarino 1 ml CTAB (100 mM Tris-HCI, 1.4 M
NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, b-merkaptoetanol, %0.1 Na2S205)
DNT ekstraksiya buferi slava edilmisdir. Daha sonra tubiklor 65 C* 1.5 saat su
hamamina qoyulmusdur. Tubiklor su hamaminda iken hor 15 doagigadan bir
yavasca qarigdirilmisdir. Su hamamindan ¢ixarilan tubiklor otaq temperaturunda
soyumaga qoyulmusdur (15-20 dagigs). Daha sonra tubiklora 0.5 ml xloroform-
izoamil qarisig (24:1) olavo edilmis va yens al ilo yavasca qarigdirilmigdir. Daha
sonra tubiklor 15 dagige 13000 rpm-ds sentrifuga edilmisdir. Sentrifuga edilon
tubiklorin st hissasi alinaraq 1.5 ml-lik tiibiklors kogiiriilmiisdiir. Bu tiibiklorin
{izarina 300 ml izopropanol (-20 C’ saxlanilmis) slavs edilmisdir. Daha sonra
tubiklor allo yavasca ¢alxalanaraq DNT-nin ¢okdiiriilmasine nail olunmusdur.
DNT-lorin yaxs1 ¢okmosini oldo etmok iigiin niimunalor 1 saat -70 C vo ya 1
geco -20 C temperaturda gdzlodilmisdir. Daha sonra tubiklor 1500 rmp-do 2
dogigo sentrifuga edilorok DNT tubikin dibino ¢okdiiriilmiisdiir. Daha sonra
tubik igarisindo olan izopropanol bosaldilmisdir vo DNT-lorin {izarina
igarisinda 10 mM ammonium asetat olan, 3 ml 76 %-li etanol yani yuyucu bufer
olava edilmisdir vo 1-2 saat galxalanmisdir. Yuyulan DNT-lor 1500 rmp-ds 2
dagige miiddatinds sentrifuga edilorok diba ¢okdiiriilmiisdiir vo yuyucu bufer
bosaldilaraq tubikin dibindoki DNT -nin qurumasi i¢iin 1 giin boyunca
gozladilmisdir. Sonra qurudulan DNT-lorin {izarina 50-60 ml ddH20 olava
edilmigdir. Bu yolla oldo edilon ehtiyat DNT konsentrasiyasinin miiayyan
edilmasino goder -20 C’ temperaturda saxlanilmusdr.




DNT konsentrasiyasinin miioyyan edilmosi - PZR osasli DNT molekulyar
markerlori ilo isloyarkon istifads edilon DNT-nin konsentrasiyasi ¢ox vacibdir.
Bu soboblo  hor bir numunade PZR reaksiyasinda istifado edilocok DNT
miqgdarmin ¢ox yaxsi mioyyan etmok lazimdir. Bu todqigatda yumsaq bugda
niimunslorinin ehtiyat DNT-lori 0.8 %-lik agaroz gelds standart A DNT-lor ilo
qarsilagdirilaraq  konsentrasiyast miioyyon edilmisdir. DNT ekstraksiyasi
bitdikdan sonra alds edilon ehtiyat DNT-lorin konsentrasiyasini miiayyan etmak
ticiin, hor bir niimuns {iglin imumi hacmi 20 pl olan garisiglar hazirlanmigdir.
Bunun {iglin har bir bitkiys aid olan ehtiyat DNT miqdarinin miiayyan edilmasi
bu sokilda yerina yetirilmisdir; 50-60 ml saf su iginda hall edilon ehtiyat DNT-
lor 2000 rmp-do 2 doqigoe sentrifuga edilmisdir. Hor bir bitkinin DNT-si {i¢iin
0.5 ml-lik PZR tubiklori hazirlanaraq qapaqlarina niimunalorin némralori
yazilmigdir. Hor bir bitkiys aid olan ehtiyat DNT-lardon 2 pl PZR tubiklarino
olavs edilmisdir. Sonra hor bir bitki tiglin 4 ul mavi boya ( blue dye) vo 14 pl saf
su olavoa edilorok homogen qarisiq alds edilmisdir. Konsentrasiyas: avvalcadan
miioyyan olan standart A DNT-lor (25ng-50ng-100ng-200ng) {igiin 2 ul A
DNT, 4 ul mavi boya (blue dye) vo 14 ul saf su qarisiq hazirlanmigdir. Umumi
hocmi 20 ul olan bu qarisiq 2000 rmp-ds 2 daqgigs sentrifuga edildikdon sonra
10 ul’si %0,8’lik aqaroz gel tizorindoki quyucuqlara yiiklonmisdir. Gel
tizorindoki ilk quyucuglara 10 pl lambda DNT garisimi vo digar quyucuglara
10 pl bitkilora aid niimunoalorin DNT-lor yiiklonmisdir. Sonra yikli gellor
elektroforez tankindaki 0.5 x TBE buferi i¢arisine yerlosdirilir vo 120 voltda 1
saat elektrik miihitindo DNT fragmentlorinin ayrilmasina nail olunmusdur.
Elektroforez miiddati bitdikdon sonra suyu siiziilorok tomiz su igoarisids 15
dagige yuyulur. Daha sonra yuyulan gellor UV transilluminatir cihazinda sokli
cokilir. UV transilluminator vasitosi ilo oldo edilon goriintiilordoki DNT
fragmentlorinin bdyiiklilyli, kansentrasiyast molum lambda DNT-lar (25ng-
50ng-100ng-200ng) ilo miiqayiso edilorok ~ DNT-nin miqdar1 miiayyan
olunmusdur .



LA uE i AR e nBennakn RRRSCRAALS
PZR tigiin 10 ng /ul DNT konsentrasiyasinin miioyyon edilmasi .

Ehtiyat DNT konsentrasiyalar1 osas gotiiriilorok, ISSR iisiiluna aid PZR
analizlori ti¢iin hor bir DNT niimunasinin konsentrasiyasi 10 ng /ul miioyyan
olunmusdur. DNT-nin 10 ng /ul miisyyan olundugunu yoxlamaq ti¢lin imumi
hocmi 20 pl olan DNT va 4 pl yiikloms boyasi olan (blue dye) hor bir bitkiys
moxsus qarisiq hazirlanmigdir. Daha sonra hazirlanan garisim homogenizo
edildikdon sonra agaroz geldoki yuvalara yiiklonmisdir. Ik yuvaciga standart
kimi 10 ng /ul ADNT yiiklonmigdir. Daha sonra yiikli gellor elektroforez
tankindaki 0.5 x TBE igarisina yerlosdirilmis vo 90 voltda 45 dagige miiddat ilo
elektroforez edilmisdir. Elektroforez miiddoti bitdikdon sonra yuxaridaki
aciqlandigi kimi gel boyanmis va gel goriintiisti alinmisdir.
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Bitki genetik ehtiyatlarinin xarakterizo olunmasinda morfoloji markerlor,
biokimyavi markerlor vo DNT markerlorindon six istifade olunur. Xiisusan,
morfoloji markerlor otraf miihit tosiri altinda gala bildiklorindon xarakterizo
olunma islarinds istifadasi mahduddur. Eyni zamanda biokimyavi markerlords
do, polimorfizm saviyyassinin asagi olmasi  bu markerlorin istifadasinda
mohdudiyyatlor yaradir. Bir ¢ox bitki ndvlori arasinda genetik variasiyant
ortaya ¢ixarmaqda hansi molekulyar DNT texnikasinin on uygun oldugunu
miioyyon etmok mogsadilo RFLP, AFLP, RAPD, SSR, ISSR, DNT marker
tisullar1 miiqayiss edilmis polimorfizm baximindan SSR vo AFLP iisullar,
mailiyyo baximindan RAPD vo ISSR, tokrarlanma qabiliyystino géro iso
RFLP, SSR, ISSR vo AFLP DNT iisullarinin mogsodo uygun olundugu
miioyyon edilmisdir.

ISSR analizlori - ISSR analizlori Zietkiewicz vo omokdaslarinin (1994) tortib
etdiyi protokola uygun aparilmigdir. Bu iisula gora isladilon kimyavi maddolor
Cadval va PZR protokolu Cadval 2 do gostorilmisdir.

Codval 1. Yumsaq bugda bitkisindo ISSR-PZR reaksiyasinda istifado edilon
kimyavi maddalor vo onlarin konsentrasiyasi.

PZR-da istifads  olunan | konsentrasiyalar:
Kimyavi maddalar

Tris-HCI pH=8.8 75 mM
(NH4)2504 20 mM
Tween 20 0.1 %
MgClI2 2mM
dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM
Praymer 0.2 mM
Tag DNA Polimeraz 1.0 unite
DNT 10-20 ng




Coadval 2. Yumsaq bugda genotiplorinda istifado olunan ISRR-PZR protokolu.

Program |PZR Temperatur | Miiddot Tsikllarin
No marhalalari | (C") (daqiga) sayl
1.1 Ilkin 94 2 1
denaturasiya
2.1 Denaturasiya | 94 1
2.2 Praymerin 44-56 1
2.3 DNT-ya Praymers 35
baglanma gora doyisir
fazasi
Elongasiya |72 2
fazasi
3 Son 72 7 1
elongasiya
fazasi

Yumsaq bugda genotiplorindo DNT analizlori magsadi ilo “University of British
Columbia (UBC)” istehsal olunmus ISSR praymerlorindon istifado olunmusdur.
Bu praymerlarin nukleotid ardicilliglar1 forqli oldugu kimi baglanma (annealing)
temperaturlarida farqlidir. Tlkin olaraq 88 genotipdo istifadasi nozardo tutulan 23
praymer 8 genotipdo yoxlanmisdir vo onlardan an ¢ox polimorfluq gostoran 2
praymer segilorok 88 genotipds yoxlanmisdir.

Codval 3. ISSR-PZR reaksiyasinda istifado olunan praymerlor, nukleotid
ardicilliglar1 vo baglanma temperaturlari.

Sira | Praymer Nukleotid ardicilhig: Baglanma
Ne temperaturu
1 UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AT 54

2 UBC 844 CTCTCT CTCTCT CTCTRC o4

3 UBC 857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 94

4 UBC 859 TGT GTGTGT GTG TGT GRC 54

Ilkin olarag 8 genotipdo 23 praymer yoxlanildi vo 81 amplikon sintez
olunmugdur vo onlardan 51 polimorf amplikon miioyyan edilmisdir. On gox
amplikon say1 UBC 834 vo UBC 815 praymeri ils sintez edilmisdir.



CODVOL 4 . 8 Yumsaq bugda genotipindo 23 ISSR praymeri ilo oldo edilmis
amplikon va polimorf amplikonlarin say1

Sira Praymer Nukleotid ardicilhig: Amplikonlarin | Polimorf Polimorfiz
Ne say1 amplikonlarin | %
adad say1

1 UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG | 4 1 25

2 UBC 874 CCC TCC CTC CCT CCCT 0 0 0

3 UBC 884 HBH AGA GAG AGA GAG | 2 0 0
AG

4 UBC 885 BHB GAG AGA GAG AGA |4 3 75
GA

5 UBC 887 DVD TCTCTCTCTCTCTC |2 1 50

6 UBC 888 BDB CAC ACA CAC ACA |4 3 75
CA

7 UBC 890 VHV GTG TGT GTG TGT GT | 4 3 75

8 UBC 852 TCTCTCTCTCTCTCTCRA |2 1 50

9 UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA |7 5 71
GYT

10 UBC 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG |7 5 71

11 UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC |0 0 0
ARG

12 UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG | 4 3 75

13 UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC |5 2 40
ARG

14 UBC 851 GTG TGT GTG TGT GTG |0 0 0
TYG

15 UBC 854 TCT CTC TCT CTC TCT CRG | 6 5 83

16 UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC |0 0 0
ACC

17 UBC 865 CCG CCG CCG CCG CcCG |0 0 0
CCG

18 UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA | 6 5 83
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GYC

19 UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG |4 3 75
AYC

20 UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG |4 3 75
AT

21 UBC 844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC | 4 3 75

22 UBC 857 ACA CAC ACA CAC ACA |5 3 60
CYG

23 UBC 859 TGT GTG TGT GTG TGT |7 5 71
GRC

8 yumsaq bugda genotipindo bozi praymerlorin amplifikasiyasit naticasinda
alinmig amplikonlarin 1.8%-li agaroz mohlulunda elektroforez analizi. (marker-
Ecol-Hintlll )

ISSR891 51C ISSR 852 52C ISSR 834 52C ISSR 815 52C ISSR 848 52C SSR dan ISSR B108

52C

123 4 5 6.7 8% 23 486 81 2.3 4 56008 4020345 6 G234 5 607 811 23 456 7 8

ISSR 845 54C ISSR 848 54 C ISSR 851 54C ISSR 854 54C ISSR 861 54C ISSR 865 54C

23 praymerdon an polimorf olan 2 UBC844 vo UBC857 praymerlori segilorok
88 nlimunads amplifikasiya edilmisdir vo Genetik miixtaliflik indeksi
hesablanmigdir. PZR metodu ils sintez olunmus lokuslarin uzunlugu vo har bir
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lokusa gora allellorin say1 miioyyan edildikdon sonra binar ndmralomadan
istifads olunarad, har hansi bir allelin nimunads olmasi “1”, olmamasi “0” kimi
geyd olunmusdur. Har lokusdaki allellorin say1 (i), allellarin rastgalma tezliyi
(Pi) hesablanmigdir. Polimorfizm polimorf allellorin sayint umumi allellarin
sayma bolmoklo hesablanmigdir. Genetik miixtaliflik omsali (GM) Weyr diisturu
osasinda hesablanmigdir

n_2
oM~ 24P
Praymerin | Nukleotid | Amplikonlarin | Polimorf Polimorfizm | GMI
adi ardicilligr | say1 amplikonlarin | %
say1
UBC844 |CTCTCT |4 3 75 0.67
CTCTCT
CTCTRC
UBC857 | ACA 5 3 60 0.56
CAC
ACA
CAC
ACA
CYG
UBC874

88 yumsaq bugda genotipindo UBC 844 praymerinds amplifikasiyasi
noticasinds alinmig amplikonlarin 1.8%-li agaroz mohlulunda elektroforez
analizi. (marker-Ecol-Hintll1)

R SR T S ST TTTET T 7 I7 1 L1 [ C Ty =] e

1 23 45 67 8 910 111213

14 1516 17181920 21 22 2324 2526 27 282930 31 32 3334 353637 38 39404142 43 44

== - aw = s deg-olidlifiessss-sasasas--as-Sassasabs

- -;:- a“-“

-

5 .y . e WSS s

45 464748 49 50515253 5455 5657 58 59 60 616263 64 65 66 67686970 7172 73 74 7576 7778 7980 8182 83 84 85 868788




88 yumsaq bugda genotipindo UBC 857 praymerinds amplifikasiyasi
naticasinds alinmig amplikonlarin 1.8%-1i agaroz mohlulunda elektroforez
analizi. (marker-Ecol-HintlIl)
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ISSR praymerlorls klaster analizi NTSYS kompiiter proqrami vasitosilo hoyata
kegirilmisdir.Klaster analizi ¢oxol¢iilii statistik metod kimi genotiplarin va ya
cinslorin geetik oxsarliginin toyini vo qruplasdirilmasinda tatbiq olunur. Bu
metod osasinda genetik cohotdon yaxin olan niimunslor bir grup daxilinds
yerlogdirilmigdir. Klaster analizi eyni zamanda haqiqi qruplarin taninmasinda
Vo gozlanilmayan qruplarin yaradilmasinda slverisli olub ragamlarin hacminin
azaldilmasina kodmok edir. Qruplagdirmanin naticolori dendoqram soklinds tosvir
edilmisdir. Dendoqramdan  goriindiiyii kimi nimunalor 6  klasterde
qruplasmusdir. 1-ci ,2-Ci va 3-cii klastere harasinds 1 genotip ,4 —cii klasterde 32
genotip , 5- ci klasterdo 27 genotip , 6 —c1 klasterdo iss 23 genotip
qruplagmigdir. Jaccard diisturu osasinda hesablanmis genetik oxsarliq indeksi
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0.67-056 arasinda doyismisdir. Genetik cohatdon yaximn olan kataloq némrasi
YBRFS 013k-156 , YBRF 013k-120 ,YBRFS 013k-38 ,YBRFS 013 olan
Abseron Todgiqat baza stansiyasindan Azorbaycan monsali bugdalar eyni
klasterde qruplasmisdir. Naxg¢ivandan toplanan kataloq nomrasi 7319 , Sokidan
toplanan kataloq nomrasi 9530 olan Goranboydan toplanan kataloq nomrasi
7255 olan yumsaq bugda genotiplori iso bir klasterds toplanmigdr.
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2 ISSR markeri asasinda yumsaq bugda genotiplorinin genetik qohumlugunu oks
etdiron dendrogram.

Nasr olunmus asarlor; Umumilik da 4 tezis nosr olunmusdur .1 xarici vo 3 yerli
magals nogra géndoarilmisdir.

[ Formatted: Azeri (Latin)
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