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Azorbaycan monsoli orik genotiplorinin sarka xostoliyino
davamliliginin molekulyar genetik todqiqi

Ezamiyyat iizra
dtrafli hesabat

Layiha ¢or¢ivosindo Tirkiyonin Erciyes universitetindo
Azorbaycanin miixtalif bolgslorindon toplanmis orik bitkisi
nimunalorinin genetik miixtalifliyi vo sarka xostaliyino
davamliliginin dyronilmasi istigamatindo yeni metodikalar
Oyronilmis vo todqgigat materiali kimi gotiirtiilmiis orik
genotiplorinin sarka xostoliyino davamliligl siini fonda
qiymatlondirilmis, mikrosattelit markeri ilo
genotiplosdirilmosi hoyata kegirilmis vo sarka xostaliyi ilo
ilisikli markerlorlo skriningi aparilmigdir. Ik &nco,
asagidaki islor hoyata kecirilmosi {i¢iin elmi rohbor- Dr.
Kahraman Gurcanla miizakirslor aparilmigdir.

1. Todqigat materiali kimi gotiriilmiis golomlarin
istixana soraitindo okilmasi

2. Siini fonda niimunslorin qiymatlondirilmasi

3. Nimunoslordon DNT-nin ekstraksiyas1 vo aqaroz
gelinds keyfiyyasti yoxlanilmasi

4. DNT-nin migdar1 Nanodrop vasitosilo yoxlanilmasi
vo durulasdirilmasi

5. Sec¢ilmis SSR praymerlori ilo PZR reaksiyasi
goyulmasi1 vo PZRmohsulu akrilamid gelinda elektroforezi

6. SSR markerinin naticalorinin analizi vo niimunsalor
genetikmiixtalifliyinin toyini

7. Sarka xostoliyiniidaro edon genlorin praymerlorinin
secilmosi vo skriningi

8. Noticolorin miiqayisoli analizinin komiyyot vo
keyfiyyatinin analizi ilo basladi vo qisa miiddotdo DNT-lor
tacriibi islor tiglin hazir vaziyyata gotirildi.




Tacriibi hissa

IIk 6nca todqiqat mogsadilo apardigim 88 yumsaq bugda (
T.aestivum L) nimunoalorinin  harasindon 10 toxum
secilorok petri gablarinda 1 hoafto orzindo ciicordilmis vo
DNT-nin ekstraksiyasina baglanilmigdir..

DNT-nin ekstraksiyasi: Toplanilmis yarpaglardan niivo
DNT-sinin ayrilmas1 Murray & Thomson (1980) vo Doyle
& Doyle —nin (1987) metodikas1 osasinda aparilmisdir. ilk
onco oriyin yarpaqglart tubiko yigilir vo maye azotdan
istifado olunaraq toz halina salinir. Tubikds olan 0.3q bitki
tozu tzorino 600 ul, ovvelcaden 65° C-dok quzdirilaraq
2xCTAB (2% CTAB, 0.1 M Tris HCI (pH=8.0), 1.4 M
NaCl, 20 mM EDTA) mohlulu vo 1% [B-merkaptoetanol
(pH=8.0) olavo olunur vo vorteksdo qarigdirilir. Alinmis
suspenziya hor 10-15 dogigodaon bir silkelomakls 45 doqiqe
miiddatine su hamamna (65° C) yerlosdirilir. Suspenziya
{izarino 700 pl xloroform: izoamil spirti (24:1) (XIS) slave
olunub ehtiyatla qarigdirilir. Qarisiq 15 doqige miiddatindo
otaq temperaturunda 13000 rpm tezlikdo sentrifuqa olunur
vo supernatant tozo 2 ml-lik tubiko kegcirilir.Yenidon XIS
olavo olunaraq morhalo tokrar olunur. 500 pl soyuq
izopropanol olavo olunduqgdan sonra, tubik ehtiyatla
qarigdirilir, sonra 15 doqigo miiddotindo 13000 rpm
tezlikdo sentrifuga olunur. Supernatnat yeni tubiko
kegirildikdon sonra 2 dofs iizorino soyuq yuyucu mohlul
(76% etanol vo 10mM ammonium asetat) slavo olunmagla
yuyulur. Qurutmaq Ugiin 20 doqiqe otaq temperaturunda
saxlanilir va iizorino 100 pl su vo yaxud TE mohlulu slave
edilorak hall edilir. DNT qatilig1 va tomizliyi nanodrop
vasitasilo miioyyan edilir (Thermo, NANO DROP, 2000).

DNT konsentrasiyasinin miiayyan edilmasi - PZR asash
DNT molekulyar markerlari ilo isloyarken istifado edilon
DNT-nin konsentrasiyasi ¢ox vacibdir. Bu sobablo hor bir
numunado PZR reaksiyasinda istifado edilocok DNT
miqdarinin  ¢ox yaxst miloyysn etmok lazimdir. Bu
tadgiqatda orik niimunolorinin ehtiyat DNT-lari 2 %-lik
aqaroz  geldo miioyyon olunmus primerlor il
qarsilagdirilaraq konsentrasiyast miioyyon edilmisdir. DNT
ekstraksiyasinin  naticasinde  olde edilon DNT-larin
konsentrasiyasint miioyyon etmok iiclin, hor bir niimuna
ticlin imumi hocmi 20 pl olan garisiglar hazirlanmisdir.
Bunun {g¢ilin @ hor bir bitkiyo aid olan ehtiyat DNT
miqgdarinin  miioyyon edilmosi bu sokildo yerino
yetirilmisdir; 100 pl saf su i¢indo hall edilon ehtiyat DNT-
lor 2000 rmp-do 2 doqigo sentrifuqa edilmisdir. Hor bir
bitkinin DNT-si tiglin 2 pl-lik PZR tubiklari hazirlanaraq
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gapaqglarina niimunslorin nomralori yazilmisdir. Hor bir
bitkiyo aid olan ehtiyat DNT-lordon 3 pl PZR tubikloring
olavo edilmisdir. Sonra har bir bitki tigiin 0,20 pl boya vo
12,15 ul saf su olavo edilorok homogen qarisiq oldo
edilmisdir. Konsentrasiyast ovvolcodon miioyyon olunan
primerlor (25ng-50ng-100ng-200ng) ti¢iin 0,35 pl primer,
0,20 ul boya vo 12,15 pl saf su qarisiq hazirlanmisdir.
Umumi hacmi 20 pl olan bu qarisiq 2000 rmp-do 2 daqiqa
sentrifuga edildikdon sonra 10 pl’si 2%’lik agaroz gel
lizorindoki quyucuqglara yiiklonmisdir. Gel tizorindoki ilk
quyucuglara 8 ul lambda DNT qarisimi vo digor
quyucuglara 10 pl bitkiloro aid nimunolorin DNT-lor
yiliklonmisdir. Sonra yiikli gellor elektroforez tankindaki 1
x TBE buferi icorisino yerlosdirilir vo 90 voltda 3 saat
elektrik miihitindo DNT fragmentlorinin ayrilmasina nail
olunmusdur.Daha sonra yuyulan gellor Bio-Rad Gel
Documentation  cihazinda sokli ¢okilir. Bio-Rad Gel
Documentation vasitosi ilo aldo edilon goriintiilordoki DNT
fragmentlorinin boytikliiyii, kansentrasiyasi moalum lambda
DNT-lar (25ng-50ng-100ng-200ng) ilo miigayiso edilorok
DNT-nin migdar1 miiayyon olunmusdur .

Ehtiyat DNT konsentrasiyalari osas gotiiriilorok, SSR
istiluna aid PZR analizlori ti¢iin hor bir DNT niimunasinin
konsentrasiyasi 10 ng /ul miioyyan olunmusdur. DNT-nin
10 ng /ul miioyyon olundugunu yoxlamaq ii¢iin imumi
hocmi 20 pl olan DNT vo 0,20 pl yiiklomo boyasi olan
hor bir bitkiyo moxsus qarisiq hazirlanmisdir. Daha sonra
hazirlanan garistm homogenizo edildikdon sonra aqaroz
geldoki yuvalara yiiklonmisdir. ilk yuvaciga standart kimi
10 ng /ul ADNT yiiklonmisdir. Daha sonra yiiklii gellor
elektroforez tankindaki 1 x TBE igarisina yerlosdirilmis vo
90 voltda 3 saat miiddot ilo elektroforez edilmisdir.
Elektroforez miiddoti  bitdikdon sonra  yuxaridaki
aciglandig kimi gel boyanmis va gel goriintiisii alinmisdir.
Bitki genetik ehtiyatlarinin  xarakterizo olunmasinda
morfoloji markerlor, biokimyavi markerlor vo DNT
markerlorindon six istifado olunur. Xiisuson, morfoloji
markerlor otraf miihit tosiri altinda gala bildiklorindon
xarakterizo olunma islorinds istifadesi mohduddur. Eyni
zamanda  biokimyovi markerlorde ds,  polimorfizm
soviyyosinin asagi olmasi bu markerlorin istifadosindo
mohdudiyyatlor yaradir. Bir ¢ox bitki novlori arasinda
genetik variasiyani ortaya ¢ixarmaqda hansit molekulyar
DNT texnikasinin on uygun oldugunu miioyyan etmok
mogsadilo RFLP, AFLP, RAPD, SSR, iSSR, DNT marker
tisullar1 miigayiso edilmis polimorfizm baximindan SSR vo
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AFLP iisullari, mailiyya baximindan RAPD vo ISSR,
tokrarlanma qabiliyyotino géro iso RFLP, SSR, ISSR vo
AFLP DNT iisullarinin moagsads uygun olundugu miioyyon

edilmisdir.
Cadval 1. Orik genotiplorinds istifado olunan SSR-PZR
protokolu.
Progra |PZR Temperat | Miiddas | Tsikllori
m No marhaldlor | ur t n sayl
I (C) (daqiqo
)
1.1 Ilkin 94 4 1
denaturasiy
a
2.1 Denaturasi | 94 1
2.2 ya
2.3 Praymerin | 50-60 1 42
DNT-ya Praymera
baglanma | goro doyisir
fazasi
Elongasiya | 72 1
fazasi
3 Son 72 10 1
elongasiya
fazasi
Orik  genotiplorinde  DNT  analizlorindo ~ SSR

praymerlorindon istifade olunmusdur. Bu praymerlorin
nukleotid ardicilliglart  forgli oldugu kimi baglanma
(annealing)  temperaturlarida  forqlidir. 61 orik
genotiplorinds sarka xostaliyine davamliligi vo genotiplorin
xarakteristikasini yoxlamaq ti¢iin 17 praymerdon istifado
edilmisdir. Bunlardan 3 praymerdo sarka xostoliyino
davamliliq allellori askar edilmisdir.Bunlar
PGS1.21,PGS1.23,PGS1.24  praymerloridir. 61  arik
genotipindo PGS1.21,PGS1.23,PGS1.24 praymerlorinin
amplifikasiyasi noticosindo almmmis amplikonlarmm 2 %-li
aqaroz mohlulunda elektroforez analizi. (marker-Ecol-
HintllI




ISSR praymerlorlo klaster analizi NTSYS kompiiter
proqrami vasitosilo hoyata kegirilmisdir.Klaster analizi
coxol¢iilii statistik metod kimi genotiplorin va ya cinslorin
genetik oxsarliginin toyini vo qruplasdirilmasinda totbiq
olunur. Bu metod osasinda genetik cohatdon yaxin olan
niimunslor bir qrup daxilinde yerlosdirilmisdir. Klaster
analizi eyni zamanda haqiqi qruplarin tanmmmasinda vo
gozlonilmoyan qruplarin yaradilmasinda olverigli olub
rogomlorin -~ hocminin  azaldilmasina  komok  edir.
Qruplasdirmanin noticolori dendoqram soklindo tosvir
edilmisdir.

T ER] i #®

Layihanin
yerind
yetirilmasindon
(elmi tadbirds
va ya
qisamiiddatli
elmi
tacriiboke¢mada
istirakdan) aldo

Tadqiqgat isi noticasinds asagidaki miithiim naticalor aldo
edilmisdir.

1. Ilk dofs olaraq, Azerbaycan monsali orik
genotiplorinin biomiixtalifliyi 17 SSR markerina
gora hoyata kecirilmis, genetik cohotdon oxsar vo
forqli genotiplor miioyyonlosdirilmis vo populyasiya
daxilindo yliksok polimorfizmin olmasi miioyyon
edilmisdir.

2. Ilk dofa olaraq, orik niimunalorinin SSR profillerino
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edilon noticalar,
onlarin yenilik
daracasi, elmi vo
praktiki
dhamiyyati

goro genetik identifikasiyasi aparilmis, Oyronilon
niimunslorin genetik strukturu miioyyonlosdirilmis
vo pasportlagdirilmigdir.

3. 11k dofs olaraq, orik niimunalorinin sarka xastaliyino
davamliliq genlari asasinda skriningi hoyata
kecirilmis, niimunoslorin sarka xastoliyino reaksiyasi
miioyyanlosdirilmis vo forqi genotiplordan ibarat
olamat kolleksiyast yaradilmisdir.

4. 1lk dofa olaraq, Azorbaycan monsoli arik genotiplori
ilo Tiirkiyo monsoli niimunalorinin genetik
miixtolifliyi vo sarka xoastoliyino davamlilig
miiqayisoli analiz edilmis vo har iki 6lkodo méveud
olan orik kolleksiyalarinin yiiksok genetik
mixtalifliyo sahib oldugu siibut edilmisdir.

Layihonin
yerind
yetirilmosi
zamani istifado
olunmus tisul vo

Layiha ¢argivasinda bitkilorin genetik miixtalifliyinin
oyranilmasinda an miitkommal texnologiya olan-
molekulyar marker texnologiyasi 6yronilmis va bitkilorin
genetik muxtalifliyinin qiymatlondirilmasi zamani talab
olunan biostatistik {isullar menimsonilmisdir. {1k dofa
olaraq, arik bitkisinin sarka xostoliyino davamliliginda rol

yanasmalar oynayan praymerlorin dizayni vo homin praymerlorlo
skriningin aparilmasi 6yronilmisdir.
Oldo __ olunan__ naticolordon, _ilk _6nca __magalanin
yazilmasinda istifads olunacaqdir. Hazirlanacaq maqala
vasitasilo diinya elmi ictimaiyyatind Azarbaycanda arik
genofondu vo onun miixtdlifliyi _hagqinda genetik
Layihonin analizlorlo siibut olunmus informasiyalar
yerina catdirllacagdir.  Bundan ___basqa, 9lds  olunmus
yetirilmasi naticalordan istifads etmakls arik genofondunun slamat
zamani alda vd_0zdk kolleksiyasi yaradilacagdir ki, bunlardan da
olunmus golocokda  veni  sortlarin____alinmasinda ___istifads
naticolorin olunacaqdir. Sarka xastalivi iizra 9lds olunmus naticalar
gbzlonilon hoam Azsrbaycan vo hom do digar dlkalar iiciin oldugca
totbiq saholori  DOViik elmi vo praktik ohomiyyato malikdir. Belo ki,
(konkret olaraq K davamlihq genlori askar edilmis niimunoslordon
geyd etmali) galocokds davamliliq istigamatinda seleksiya islorinda

istifado _edilacok, o ciimladon onlardan genetik donor
kimi __ digor  olkalordos  dos  davamh __ sortlarin
yaradilmasinda istifads olunacaqdir.

Layiha rahbarinin imzasi

Tarix




Elmin Inkisafi Fondunun amokdasimin imzasi
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