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OZET

BUGDAYDA SARI PASA DAYANIKLILIK GENLERINE
ILISKIN MOLEKULER MARKORLERIN ARASTIRILMASI

FURAN M. ALP
Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Bolimii
Tez Yoneticisi:Prof.Dr. Siier YUCE
Ekim 2007, 198 sayfa

Tahillar diinyada kiiltiirii yapilan bitkiler icersinde en fazla ekim
alanina ve iiretime sahiptir. Insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen y1llik
protein miktarinin olduk¢a biiyiik bir kismi tahillar tarafindan
karsilanmaktadir ve tahillar igersinde bugday, olduk¢a 6nemli bir besin
kaynag olarak tiiketilen proteinin de biiyilik bir kismini1 karsilamaktadir.
Tarimsal {iretimde verimi arttiran ¢evre faktorleri ¢ogu zaman ona zarar
veren mikroorganizmalarin da gelismesi i¢in uygun kosullar1 saglamaktadir.
Bu nedenle verimi ve irliniin kalitesini ylikseltmek i¢in bu
mikroorganizmalarin yol ac¢tig1 hastaliklarla miicadele etmek zorunludur.

Bu calismada amag, sar1 pasa dayanikli ve duyarli bazi1 ekmeklik
bugday genotipleri arasinda pasa dayaniklilik acisindan DNA diizeyinde
genetik farkliliklarin ve benzerliklerin arastirilarak genetik uzakligin
saptanmasidir. Sar1 pasa dayanikli  ve duyarli olan bu genotiplerin
arasindaki genetik iliski SSR (Simple sequence repeat) ve RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) markdrlerinin kullanilmasi ile incelenerek

belirlenmeye calisilmistir.



Aragtirmada sar1 pasa duyarl ti¢ yerli ¢esit ile ii¢ dayanikl tek gen hat
melezlenmis, ebeveynler ile bunlarin F; ve F, dolleri {izerinde RAPD ve
SSR molekiiler markdrleri kullanilarak genetik analizleri yapilmistir.
Caligmanin RAPD analizleri kisminda ebeveynlerde 40 , F; ve F, dollerinde
ise 10 primer kullanilmigtir. .Caligmanin SSR analizleri ise forward ve
reverse olmak tizere 5 SSR primeri kullanilarak gerceklestirilmistir. Yapilan
her iki molekiiler markér analizi sonucunda sar1 pasa duyarli gesitler ile
dayaniklt hatlar arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklar molekiiler
diizeyde ortaya konmustur.

Ayrica bu c¢aligmayla molekiiler markoér kullaniminin dayaniklilik

1slahindaki 6nemi ve gerekliligi birkez daha vurgulanmistir.

Anahtar Kelimeler: RAPD markérleri , SSR markorleri, bugday,

sari1 pas



ABSTRACT

RESEARCH ON MOLECULAR MARKERS RELATED TO
IDENTIFIED STRIPE RUST RESISTANCE GENES IN WHEAT

FURAN M. ALP
Ph. D. Thesis. Field Crops Department
Supervisor:Prof.Dr. Siier YUCE
October 2007, 198 sayfa

Cereals have greatest planting area and production within the plants
that are cutivated in the world. An important amount of the yearly protein
need of humans and animals are supplied by the cereals and among them
wheat stands as a resource of food providing protein with the humans.
The enviromental factors that increase the efficiency of the agricultural
production also provide the proper conditions for the development of the
microorganism that often destructs the wheat. Therefore, in order to
increase the efficiency and the quality of the product, the diseases caused
by such microorganisms must be tought.

The aim of this study to determine genetic distance and differences
search at the DNA level according to resistance and susceptible to stripe
rust between some of bread wheat genotyps. The genetic relationship
between of resistance and susceptible genotype is going to be worked on
determine using molecular analysis.

In this research project, three susceptible to stripe rust local variety

was crossed with three resistance single gene lines and, genetic analysis



were made using the RAPD and SSR markers on parents with their F,
and F, offsprings. In the part of the RAPD analysis of this study , 40 primers
were used for parents and 10 primers for F; and F, offsprings to. on the
other hand 5 primers were used to be forward and reverse in the part of
SSR analysis.

As a result of either molecular markers analysis were displayed
differences and similarities between susceptible vareties and resistance

lines to stripe rust

Furthermore had been to emphasized importance of using molecular

marker thanks to this study

Key Words: RAPD markers, SSR markers, wheat, yellow rust
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°C Santigrad derece

cM Centimorgan

cm Santimetre

g Gram

kg Kilogram
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v/v Volume/volume

w Watt
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1.GIRiS

Tahillar diinyada kiiltiiri yapilan bitkiler icersinde en fazla ekim
alanina ve iiretime sahiptir. Insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen y1llik
protein miktarinin yaklasik % 50’sini karsilamaktadirlar (Colkesen,
1995). Tahillar icersinde bugday, tiiketilen proteinin yaklagik % 40’1
saglamaktadirlar .

Tarimsal {iretimde verimi arttiran c¢evre faktorleri ¢ogu zaman ona
zarar veren mikroorganizmalarin da gelismesi i¢in uygun kosullar
saglamaktadir. Ornegin iilkemizde yiiksek yagis verimin artmasini saglayan
en onemli etkendir. Ancak hastalik etmenleri de nemli ortamlarda daha iyi
gelistiginden, yiliksek yagistan dolay1r beklenen verim artisi ¢ogu zaman
ger¢ceklesmemektedir. Bu nedenle verimi ve iiriiniin kalitesini yiikseltmek
icin bu mikroorganizmalarin yol actigi hastaliklarla miicadele etmek
zorunludur.

Bugiin icin hastaliklarla savasin en ekonomik, en kesin yolu dayanikli
cesitler gelistirilerek, bunlarin {iretilmesidir. Cesit 1slahinda ytiksek verim,
yiiksek kalite, kisa ve kuraga dayanikliligin yaninda hastaliklara karsi
dayaniklilik en 6nemli hedefler arasinda yer almaktadir. Ancak herhangi bir
hastalifa karsi dayanikli olarak gelistirilen bazi ¢esitler bir siire sonra
hastalanabilmektedir. Bunun nedeni baska ortamlardan ayni hastaligin
degisik irklarinin taginmasi veya o bdlgede mutasyon ve rekombinasyonla
farkli irklarin olugmasi ve bu ¢esidin bu yeni irklara kars1 dayanmiklilik geni
tasimamasidir. Bu nedenle dayaniklilik 1slah1 ¢alismalar1 devamli olmali ve
hastalik etmeninin fizyolojik degisimi yakindan izlenmelidir. Yeni dayanikli
cesitler gelistirilmeli veya yiiksek verimli mevcut ¢esitlere dayaniklilik geni

aktarilmalidir



Hastalik ve zararlilar epidemi yillarinda tarim iirlinlerinde biiyiik
zararlar yapmakta, hatta tarim {rlinlerinin yok olmasimna neden
olmaktadirlar. Bunun disinda normal kosullarda da yine belirli oranlarda
iirlin kayb1 goriilmektedir. Bu nedenle her 1slah¢1 kendi programlarinda bir
veya birka¢ hastaliga karsi dayaniklilik ¢alismalarina yer verir (Demir ve
ark. 1999 a).

Kiiltiir bitkilerini ¢esitli hastalik ve zararlilardan korumak i¢in bir ¢ok
yontem bulunmasma ragmen bakteri ve fungus kokenli hastaliklarin
olusturdugu tehdit oldukg¢a biiylik boyutlardadir. Kiiltiir bitkilerinin 1slahi
calismalarinda benzer genetik materyalin kullanilmasi bitkiyi hastaliga
dayaniksiz duruma getirerek zararin boyutunu arttirmaktadir. Hastaliklardan
dolay1 meydana gelen iiriin kaybimin diinyadaki toplam {iriin icerisindeki
payimnin %12 civarinda oldugu ve bu kaybin parasal olarak yillik yaklasik 42
milyar dolar civarinda oldugu sanilmaktadir (Kazan ve Giirel 2001).

Bitki patojenlerine karsi savasta, patojenlerin yasam sekli ve bitkiye
nasil enfekte olduklarinin bilinmesi yapilan miicadelede nasil bir yontem
uygulanmasi1 gerektigine karar verilmesi agisindan oldukg¢a biiyiik 6nem
arzetmektedir.

Diinyada patojenin genetigi hakkinda ilk bilgi 1905 yilinda bugdayda
sar1 pasa aittir. Sar1 pasa dayanikli ve duyarli c¢esitler aralarinda
melezlenince F, generasyonunda 3 duyarli ve 1 dayanikli bi¢iminde agilma
gorlilmiistiir. Bunu izleyen generasyonlarda yapilan gozlemlere dayanarak
bugdayda sar1 pasa karsi dayamikliligin bir tek resesif gen tarafindan
belirlendigi ortaya konmustur (Demir ve ark. 1993).

1767 de italyan Fontana ve Tozzetti birbirlerinden bagimsiz olarak
kara pasla ilgili ilk detayli raporu net bir sekilde agiklamiglardir. 1797 de

Persoon bugday kara pasina neden olan organizmay1 Puccinia graminis



olarak isimlendirmistir. 1946°’da Chester paslar iizerine yaymnlanmis ilk
detayli literatiir tarih¢esini sunmustur. Diinyadaki ilk kayitlarda bugday
yaprak pasit kara pastan ayirt edilememistir. Bununla beraber 1815°de
Candolle bugday yaprak pasinin farkli bir mantardan kaynaklandigini
gostermis ve bunu Uredo rubigo-vera olarak tarif etmistir. Patojenin ismi
1956’da  Cummins ve Caldwell’in P. recondita Onerisine kadar
degismemistir ki bu giiniimiizde de genel olarak kullanilan terminolojidir.
1777°de bugday sar1 pasimni ilk Gadd belirlemis olmasina ragmen 1896°da,
Eriksson ve Henning sart pasin farkli bir patojenden kaynaklandigini
gostermisler ve onlar P. striiformis olarak yeniden adlandirmislardir
(Roelfs et al., 1992).

Ulkemizde en yaygin olan pas hastaligi sar1 pas hastaligidir. Epidemi
oldugu yillarda 6zellikle hastaliga hassas ¢esit ekildiginde %30-40'lara varan
verim kaybina neden olmaktadir. Verim kaybinin yaninda tanelerin kirigik
ve ciliz olmasma yol agtig1 i¢in kalite degerini de azaltmaktadir. Kistan
sonra havalari yagish, rutubetli ve serin gectigi yerlerde daha fazla zarar
yapar.

En etkili ve ekonomik kontrol sekli dayamikli gesit kullanimudir.
Kimyasal kullanimi pahali bir yoldur ancak genetik bir materyalin
korunmas1 amactyla uygulanabilir.

Bu nedenle dayanikli 1slah c¢esitlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Bitki 1slahinda genetik ¢alisma materyalinin tanimi biiylik 6nem
tasimaktadir. Iste bu noktada molekiiler markérler bitki 1slahinda kalitatif ve
kantitatif karakterler i¢in yapilacak markdrlere dayali seleksiyonda genis bir

kullanim alanina sahiptir. Ayrica bu markorlerden genetik ve linkage
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haritalamalarinda, ¢esit tanimlanmasinda, F; hibrid tohumluklarinin safiyet
kontroliinde, genotipler aras1 genetik wuzakliklarin ve cesitliligin

belirlenmesinde yararlanilmaktadir (Demir ve ark. 1999a).

Kalitim sekilleri, morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyinde
izlenebilen karakterlere genetik markdorler denir. Bu karakterlerin markor
olarak isimlendirilmesinin sebebi, incelenen organizmadaki ilgilenilen
diger 6zellikleri hakkinda dolaylida olsa bilgi saglamalaridir. Molekiiler
markdrler DNA’nin aktif bolgeleri olan genlerden veya kodlama
fonksiyonu bulunmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler (Yildirim ve

Kandemir, 2001).

Teorik olarak genomun her noktasini temsil eden DNA markorleri
yardimiyla giinlimiizde bir¢ok kiiltiir bitkisinin linkage  haritasi
cikarilmistir. Boylelikle arzulanan genlerin takibi ve seleksiyonu

miimkiin hale gelmistir (Y1ildirim ve Kandemir, 2001).

Molekiiler DNA markorlerinin  bitki 1slahina  entegrasyonu,
arzulanan genlerin ¢esitler veya tiirler arasindaki hareketini
hizlandirmasinin yani1 sira akraba yabani tiirlerden yeni genlerin
aktarilmasina izin vermis ve ¢ok gen tarafindan idare edilen karmasik
karakterlerin incelenmesini miimkiin  kilmistir. Ayrica genlerin
klonlanmasint kolaylagtirmis ve birbiriyle caprazlanamayan bitkiler
arasindaki genetik iligkileri aciga ¢ikarmistir (Yildirnm ve Kandemir,

2001).

Molekiiler markor tekniklerinden biri olan ve Williams et al.(1990)
tarafindan gelistirilen RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

metodu, ¢esitlerin  DNA parmak izlerinin ¢ikarilmasinda kolaylik



saglamaktadir. Prensip olarak rastgele bir primerin DNA’nin farkl
bolgelerinin ¢ogaltilmas1 esasina dayanan bu metod sonucunda
genotiplere 0zgii bant desenleri elde edilmektedir. Bu bant desenleri
cesitlere Ozgii olmasi nedeniyle cesitlerin safiyetlerinin saptanmasinda,
genotiplerin tanimlanmasinda ve genetik uzakliklarin hesaplanmasinda
kullanilmaktadir. Bir diger PCR temelli molekiiler DNA markdrii olan
SSR (Simple Sequence Repeat) basit dizi tekrarlar1 olarak da
adlandirilmaktadirlar. SSR veya mikrosatelitler 6karyotik genomlar boyunca
dagilmis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid
gruplarindan olusmaktadir. Mikrosatelitleri ¢evreleyen DNA dizileri
genellikle ayni tiirlin bireyleri arasinda korunmus olduklarindan, farkl
genotiplerde ¢alisgan SSR’larin PCR primerleri ile ¢ogaltilarak se¢cimine izin
vermektedir. (Yildirnm ve Kandemir, 2001). Tekrarlanan DNA dizileri
cok yakin tiir ve ¢esitler arasinda dahi tekrar sayilar olarak, degisiklige
yol acan mutasyonlar sebebiyle farkliliklar gostermektedir (Gupta et al.,
1994). Ortaya c¢ikan bu polimorfizm, SSR’lar1 ¢evreleyen korunmusg
DNA dizilerinin primer olarak kullanilmasina imkan tanimakta ve PCR

metodu vasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci; CIMMY T den temin edilmis sar1 pasa dayanikli
hatlar ile sar1 pasa duyarli 3 ticari ¢esit arasinda, ekmeklik bugdaylarda pasa
dayaniklilik acisindan DNA  diizeyinde genetik farkliliklarin = ve
benzerliklerin arastirilarak genetik uzakligin saptanmasidir. Pedigrileri
bilinen dayanikli hatlar ve duyarli olan bu c¢esitlerin aralarinda yapilacak
melezlemeler ile F, populasyonuna kadar gotiiriilecek olan genetik
analizlerde sar1 pasa dayanikli hatlar ve duyarl cesitler arasindaki genetik

iliski molekiiler diizeyde RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ve
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SSR (Simple Sequence Repeat) markdrlerinin kullanilmasi ile incelenerek

belirlenmeye c¢alisilmistir.

2.ONCEKI CALISMALAR
2.1 Dayamklhihk Islah1

Diinyanin hemen her yerinde bitki patojenleri tahil iiretimini
sinirlayict en Onemli etmenler arasindadir. Tarimcilar bunlardan
kaynaklanan 6nemli {iriin kayiplarini en aza indirmek amaciyla hastalik
kontrol mekanizmasi gelistirmeye yonelik yogun ¢aligsmalar yapmislardir.
Hastaligin {i¢ temel belirleyicisinden ( patojen, konukgu ve gevre)
yalnizca konukcunun Ozellikleri ve bir dereceye kadar c¢evre
degistirilebilir. Bu nedenle hastalik kontrolii mekanizmasi esas olarak iki
kategoriye ayrilir: 1) cevrede degisiklik yaparak patojen i¢in daha az
uygun hale getirmek ( zehirli kimyasal madde kullanmak, yetistirme
tekniklerini degistirmek vb.) 2) bitkinin genetik yapisim1 degistirerek

(1slah yontemleriyle) onu konukgu olarak daha az uygun hale getirmek.

Tahil paslar1 ile bunlarin konukgular1 arasindaki interaksiyon,
patojen ile konukcu arasinda, hastalifin goriintiisiine de yansiyan ¢ok
yakin bir iliskinin varligm1 ve hastalik nedeniyle olabilecek {iriin
kayiplarinin bitki 1slah1 yoluyla diisiik bir diizeye indirebilme olasiligi
oldugunu gostermektedir. Genis olarak diisiiniildiigiinde entegre kontrol
planlarinin  giliglii  bir dayamiklilik temeli {izerine kurulabilecegi

goriilmektedir.

Tahillarda hastaliklara neden olan bir ¢ok organizma iginde en

onemli ve verimi sinirlayict olanlar patojenik mantarlardir. Bunlardan
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puccinia (pas), ustilago (rastik), tilletia (siirme), erysiphe (kiilleme)
septoria  (septorya), alternaria  (alternarya), helminthosporium
(helmintosporyum), fusarium (fuzaryum) ve pythium (pityum) en yaygin
olanlardir. Sik goriiliirler ve diinya ¢apinda potansiyel tehlikedirler. Bu
hastaliklarin dagilis1 ve nispi dnemi {lizerinde yapilan ¢aligmalar, 6zellikle
bugdayda olmak iizere paslarin digerlerinden daha fazla 6nemli oldugunu
gostermistir. Puccinia graminis ( sap pasi yada kara pas ), Puccinia
recondita ( yaprak past yada kahverengi pas ), Puccinia striiformis
(seritli pas yada sar1 pas ) Puccinia hordei ( yaprak pasi, bodurlasma
yapar ) ve Puccinia coronata ( tag pasi ) diizenli olarak bugday, arpa,
yulaf ve ¢avdarda 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Diinyanin 6nemli
tahil tretici iilkelerinde verimliligi kisitlamadaki biiyiik rolleri nedeniyle

paslar 6zel ve detayli bir dikkat gerektirmektedir (Kinaci, 1992).

Ekosistem i¢inde patojen ¢ok farkli bitki genotipleri ile kars
karstyadir. Diger taraftan bitkinin vegetatif dokular1 da ¢ok cesitlidir. Bu
nedenle patojen, konukg¢u bitkinin biiyime ¢emberine uyum
gostermelidir. Patojenin konuk¢uya uyum saglamasi i¢in patojenin
ozellesmesi gerekir ve bitkinin koruma sistemini kirabilmelidir. Bu uyum
olayinda patojen az veya c¢ok 6zellesir. Az 6zellesmesi halinde patojenin
cok sayida konukgusu vardir ve bunlarin teker teker konukgulara etkinligi
azdir. Yiksek derecede Ozellesmede ise ¢ok yakin akraba olan
konukgular1 hastalandirir ve onlar da obligatif parazittir ve bunlarin
parazit etkinligi yiiksektir. Bunlarin hepsi patojenle konuk¢unun birbirine

kars1 koevolusyonudur.

Koevolusyon derecesi degisir.  Bitkilerin bazi  koruma

mekanizmalar1 patojenlerin adaptasyonu ile digerlerinden daha c¢abuk
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yikilir. Kimyasal koruma sistemleri morfolojik olanlardan daha ¢abuk

ortadan kalkar. Yikilmayan koruma mekanizmas1 yok gibidir.

Mukavemet ve patojenitenin siniflandirilmasi konukgu ve patojenin
mukavemet ve saldirganlik durumuna ve onlarin 6zellesme seviyelerine
baglidir. Mukavemet ve patojenitenin derecesi hastalik olay1 ile hastalik
siddetine baglidir ve bitkide zarar tespiti diger yontemlerle saptanir. Bir
denemede cok sayida patojenle enfekte edilirse ortaya c¢ikan genetik
varyasyon ya bagimli veya bagimsiz olur. Mukavemette bagimlhi
varyasyon bitkinin mukavemetinde kullanilan izolata baghdir. Bu
durumda cesitli izolatlar arasinda siki bir interaksiyon vardir. Bagimsiz
genetik varyasyonda ise g¢esitle izolatlar arasinda bir interaksiyon yoktur.
Cesitlerin  mukavemeti izolatlardan etkilenmez. Bagimli genetik
varyasyon spesifik varyasyon, bagimsiz genetik varyasyon ise spesifik
olmayan varyasyondur. Bu ayn1 zamanda 1rka spesifik ve irka spesifik
olmayan Patojenitedir. dikey ve yatay mukavemet terimleri 6zellesmis
ve Ozellesmemis mukavemet terimleriyle ayni anlama gelir (Demir

1993).

Bitkilerde hastalik olusturan fungus kokenli etmenlerin bitki
hiicrelerini enfekte etme yollar1 da bir fungustan 6tekine degisim gosterir.
Bazi fungal hastalik etmenleri bitki yiizeyindeki yaralanmis bolgelerden
bitki i¢ine girerken, bazilari dogrudan epidermis dokusunu delerek bitki
icine girer. Hastalik etmeni funguslar bu bakimdan nekrotrof ve biyotrof
olmak iizere iki gruba ayrilir. Nekrotrof grubuna giren patojenler kendi
sentezledikleri enzim ve toksinleri kullanarak genelde hiicreler arasi
bosluklara yerlesir. Bu gruba giren patojenler bitki hiicre ve dokularini

kisa siirede 6ldiirerek nekrotik bolgelerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.
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Biyotrof olan patojenler ( pas, kiilleme veya solgunluk hastalig1 etmenleri
gibi) dogrudan bitki epidermis dokusunu delerek veya stomalari
kullanarak hiicreleri enfekte ederler. Bu tiir patojenlerin enfeksiyon
esnasinda salgiladigi enzimler bitki hiicre duvarinin yapisini eritici
niteliktedir. Hiicre i¢ine giren hastalik etmeni, bitkiden karbonhidrat ve
oteki besin maddelerini alarak beslenir. Bununla beraber biyotrofik
patojenler bitki besin maddelerini kendi beslenmelerinde kullandiklar
icin enfeksiyonun erken donemlerinde bitki hiicresini hemen o6ldiirme

yolunu da 6zellikle se¢mezler.

Genetik miihendisligi yoluyla patojenlere dayanikli bitki iiretmek

icin su genel yontemler uygulanir:

1. Normalde o bitkide bulunmayan ve patojenlere karsi

dogrudan toksik etkide bulunacak genlerin bitkiye aktarilmasi

2. Normalde bitkide bulunan ve patojen saldirisi sirasinda
uyarilan savunma genlerinin bitkiye aktarilarak daha yliksek diizeyde

1fade edilmesi.

3. Ozellikle fitoaleksin sentezi asamasinda gerekli olan

enzimleri kodlayan genlerin bitkiye aktarilmasi.

4. Patojenin salgiladigi iiriinleri (toksinler, hiicre duvarini
yikici enzimler vb.) yok edici proteinleri sentezleyecek yeni genlerin

bitkiye aktarilmas1 (Kazan ve Giirel. 2001).
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2.2. Pas Hastaliklar1

2.2.1. Etmenin Tanim1 Ve Yasayisi

a. Sar1 pas: Etmenin iiredosporlar1 (yazlik sporlar) yuvarlak veya
oval, ¢eperleri dikenli, li¢ veya dort adet olan poruslar (delik) ise ylizey
iizerine dagilmistir. teliosporlar (kislik spor) ise uzunca, hiicre g¢eperi
kalin ve diiz iki hiicreli, bu hiicreler arasi hafif bogumludur. Hastalik
bugday tarlalarinda ilkbaharda hava sicakliginin 10-15°C (optimum: 11
°C) oldugu zaman goriilmege baglar. Yapraklarin tist yiizeylerinde
makina dikisine benzer sekilde piistiiller olusur. Sira veya siralar iizerine
dizilmis noktaciklar biciminde olan bu piistiillerin i¢inde etmenin yazlik
sporlart meydana gelir. Bu piistiiller limon veya portakal rengindedir.
Ilkbaharda bu piistiillerden olusan milyonlarca yazlik spor riizgarla
cevreye dagilir. Uygun kosullarda tagindigi bugday bitkilerini enfekte
ederek yeni piistiiller olustururlar. Enfeksiyonlarin olusumunda sicaklik
ve nem ¢ok o&nemlidir. Uredosporlarin ¢imlenip konukguya giris
yapabilmesi i¢in % 100'e yakin orantili neme veya yagisa gereksinimi
vardir. Mevsim sonunda iiredosporlarin yataklarindan ayni piistiillerde
teliosporlar olusur. Etmen yazi, yiiksek rakimli bolgelerde canli kalan
yabani bugdaygillerde, kis1 ise giizlikk ekilen bugdaylar iizerinde
iirediospor veya iirediomisel halinde gegirir. Mantarin inkiibasyon siiresi
12-14 giindiir. Ara konukcusu bilinmemektedir. Kislik sporlarin hayat
devresinde bir onemi bulunmamaktadir. b) Kahverengi pas: Etmenin
yazlik ve kislik sporlar1 genelde sar1 pasinkilere benzerler. Hastalik
etmeni kisi 1liman gegen bolgelerde ve sahillerde iirediomisel veya
iiredospor halinde giizliik ekinlerde ve yaz ortasinda taze yaprak veren

yabani graminelerde gegirir. Ilkbaharda yazlik sporlarimi olusturarak
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cogalir ve riizgarla yayilan sporlar, uygun kosullarda (yliksek nem ve 10-
18°C sicaklik) yeni enfeksiyonlara neden olurlar. Bu hayat devresinde
kishik sporlarin bir rolii yoktur. Bu etmenin yasam c¢emberine bazan
arakonukgu da girer. Bunlar Isopyrum (seytan minaresi) ve Thalictrum
(cay1r sedefi) adindaki bitkilerdir. Kis1 gegiren kislik sporlar, ilkbaharda
cimlenerek basidiosporlar1 olustururlar. Bunlar riizgarla arakonukgulara
ulagarak onlar1 enfekte ederler. Yapraklarda piknit ve esidiler meydana
gelir. Esidilerde (Aecia) olusan esiosporlar riizgarla dagilarak bugdaylar
enfekte ederler ve sonra olusan iiredosporlarla yeni enfeksiyonlara neden
olurlar. c. Kara pas: Hastalik etmeninin tiredosporlar elips seklinde olup
cevresi dikenlidir. Koyu portakal saris1 renklidir. Spor iistiindeki porus
denilen ¢imlenme delikleri karsiliklidir. Kislik sporu ise uzunca, iki
hiicreli, ¢eperi diiz ve bir sapg¢ik iizerindedir. Kara pas etmeni kist
hastalikli bitki parcaciklar1 tlizerinde kislik spor (teliospor) formunda
gecirir. Bunlar ilkbaharda (optimum 22°C sicaklik ve % 96 lizerinde
orantili nemde) ¢imlenerek basidiosporlar1 olustururlar. Basidiosporlar,
kara pasin arakonukg¢usu Berberis veya Mahonia bitkisi yapraklarina
ulastiginda ¢imlenerek enfeksiyon yapar. Bir siire sonra yapragin iist
ylziinde piknia (pycnia) , alt yiiziinde aecia adli organlar1 olustururlar.
Aecia'dan meydana gelen esiosporlar riizgarla tahil yaprak ve saplari
iizerine tasinarak uygun kosullarda (5-18°C sicaklik, % 100 civarinda
nem) cimlenerek, liredospor yatagi ve iginde yazlik sporlar meydana
getirirler. Bu sporlar da tahillara taginarak uygun ¢evre kosullarinda (5-
25 °C ¢imlenme, 20°C enfeksiyon % 100 nem) onlar1 hastalandirirlar.
Yazlik sporlar uygun kosullarda devamli c¢ogalarak epidemilere

(salginlara) neden olurlar. Bugday bitkilerinin olgunluk dénemine dogru,
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sap ve yaprak dokulari iizerinde, siyah renkte kiglik sporlar olusmaya
baglar.

2.2.2. Hastah@in Belirtileri, Ekonomik Onemi ve Yayihs

a. Sar1 pas: En erken goriilen pas tiirtidiir. Tahillarin yaprak, sap ve
basaklarinda goriilebilirse de, esas goriildiigli yer yapraklardir.
Yapraklarin iist ylizeyinde makina dikisi seklinde ve sar1 renkte piistiiller
olusur. Bu piistiillerin dizilisi bir ¢izgiyi andirdig1 i¢in bu pasa ¢izgi pasi
da denilir. Pistiiller yazlik sporlarin iiretildigi yerlerdir. Mevsim sonuna
dogru yazlik sporlarin yerini siyah renkli kiglik sporlar alir. Hastaligin
siddetli oldugu yillarda sporlar basaklarin kavuz ve kil¢iklar: lizerinde de
gortilebilir.

b.Kahverengi pas: Genellikle yapraklarda goriiliir ve bu nedenle
yaprak pasi olarak da isimlendirilir. Yazlik sporlarin i¢inde bulundugu
pustiiller yaprak yiizeyine gelisi giizel dagilmis noktaciklar seklindedir.
Bunlar portakal saris1 veya yanik kahverengindedir. Hastaligin ilerlemesi
ile pistiiller lizerindeki epidermis parcalanir, ancak bu durum kara
pas'taki kadar belirgin degildir. Bazan bu pas'ta bir esas piistiil etrafinda
cepegevre bir veya iki daire halinde daha kiigiik piistiiller olusur ki bu
belirti 6zellikle kahverengi pas'in taniminda énemlidir. Bu pas genellikle
bitkilerde sar1 pastan sonra karapastan 6nce gortiliir.

c.Kara pas: Bugdayin yaprak, sap ve basaklarinda goriilen bir
hastaliktir. Ilk belirtiler yaprak ve saplarda oldukca biiyiik, oval veya
uzunca koyu portakal, ¢oklukla kiremit kirmizis1i renkte piistiillerdir.
Piistiillerin ¢evresindeki epidermis yirtilmis beyazimsi bir yaka seklini
almistir. Dayanikli cesitlerde piistiiller kiiclik ve cevreleri klorotik bir

saha ile kaplanmigken, duyarli ¢esitlerde ¢cogu kere birbiriyle birlesmis
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bir ¢izgi gorlinlimiinde dir. Mevsim sonunda yazlik sporlar yerine koyu

kahverenginden siyaha kadar degisen renkte kiglik sporlar olusur.

2.2.3.Konukgulari

Bugday pas hastaligi etmenlerinin konukgular1 kiiltiir ve yabani
bugdaygil (6zgimenler) bitkileridir. (Ornegin, san pasin konukgulari
bugday disinda arpa, ¢avdar, 6z¢imenler, kahverengi pasin konukgulari
ise bugday disinda arpa ve Oz¢imenlerdir. Bu ana konukgular yaninda

kahverengi ve kara pasin arakonukgular1 da bulunmaktadir.



14

2.2.4.Miicadelesi

2.2.4.1.Kiiltiirel Onlemler

Sik ekim yapilmamalidir. Yabanci ot miicadelesi zamaninda
yapilmali ve tarlaya normalin iizerinde azotlu giibre verilmemelidir.
Paslara karst dayanikli bugday cesitleri varsa tesbit edilip {retime
verilmelidir. Tarla i¢inde ve ¢evrede paslarda yeni irklarin olusumunda
onemli bir etken olan arakonukgu bitkiler (Berberis. v.b.) tesbit edilerek
imha edilmelidir.

2.2.4.2. Pas Uygulamasinin Degerlendirilmesi:

Tarlanin kdsegenleri dogrultusunda yiiriinerek, tesadiifen 100
bitkinin iistten itibaren {i¢lincli veya ikinci yapragi aliir. Bu yapraklarin
her biri asagidaki 0-6 skalasina (gelistirilmis Cobb skalasi) gore
incelenerek siiflandirilir.

0 : Saglam

1 : Yapragin % 5'i piistiillerle kaplh

2 : Yapragin % 10'u pustiillerle kaph

3 : Yapragin % 25'i puistiillerle kapli

4 : Yapragin % 40" pistiillerle kapl

5 : Yapragin % 65'1 piistiillerle kapl

6 : Yapragin % 100'i pistiillerle kaph

Tarladaki basarinin saptanmasinda, sayim sonuglariyla toplanan

bilgiler birlikte irdelenmelidir (Anonim)
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Pas mantar1 genel olarak obligat ( zorunlu ) parazitlerdir. Canli
konuk¢u bitki olmadan hayat c¢emberini tamamlayamazlar. Hayat
cemberleri, degisik spor tipleri ve ¢ogu kez ikinci konukcu bitki
degistirmeyi igeren karmagsik bir yapiya sahiptir. Belirtilmesi gereken bir
nokta iki degisik konukgu ve bes spor tipini kapsayan ¢ember , nispeten 6zel
baz1 ¢evre sartlar1 disinda pek goriilmemektedir. Cevre kosullarinin uygun
oldugu bir ¢ok yerde mantar, iirlinde yada akraba bitki tiirlerinde eseysiz
iirediospor sathasinda ¢ogalir. Tam hayat ¢emberine esas iiriin yada otsu
konukgularla ara konuk¢unun birbirine ¢ok yakin i¢ i¢ce bulundugu az sayida
yorede rastlamak miimkiindiir.

Pas mantarlariin familyalar ve genuslar i¢inde siniflandirilmasi,
teliosporlarinin morfolojik 6zelliklerine ve genus igindeki tiirlerin konukgu
dagilimi ve irediospor oOzellikleri esasina dayandirilmaktadir. Puccinia
genusunda yiiksek oranda konukguya 6zellesme vardir ve konukgu dagilimi
esasina gore tiir iginde bir ¢ok alt tiir bulunmaktadir (f. sp. = Formae
specialis). Alt tiirler saldirdiklar1 esas konukguya gore isim alirlar ; her alt
tir ayn1 zamanda konukcuya yakin akraba olan otsu bazi bitkilere de
saldirabilmektedirler. Her bir forma specialis (alt tiir) icinde de patojenler,
fizyolojik 1rklara ve/veya biyotiplere ayrilabilmektedir. Bir biyotip, genotip
olarak ayn1 bireylerden meydana gelen bir populasyon olarak, fizyolojik irk
ise morfolojik yonden benzer fakat fizyolojik, biyokimyasal, patolojik veya
diger karakterlerce farkli biyotipler grubu olarak tanimlanmaktadir.
Fizyolojik 1irklar 1irk numaralar1 ile belirtilir ve seg¢ilmis konukgulara
verdikleri ayirici reaksiyonlara gore saptanirlar. Bu sistem smiflandirma
yoniinden ¢ok kullanisli olmasima ragmen herhangi bir pas koleksiyonunu
tam olarak tanimak i¢in kullanilamaz. Paslarda fizyolojik irklarin taninmasi,

saflastirilmis pas kiiltiirleri kullanarak farkli bugday ve arpa cesitlerinin
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reaksiyonlarimi belirlemek esasina dayanir. Bunun i¢in belirli bazi ¢esitlerin
fideleri kullanilir ve eger kosullar optimum ise belirtiler 10-15 giin i¢inde
tam olarak ortaya ¢ikar. Konukgu reaksiyonuna dayanan siniflandirmada bir
itk numarasi; ya daha once yayinlanmis raporlara gore saptanir, yada eger
yeni bir 1rk izole edilmisse yeni bir numara verilir (Kinac1t. 1992)

Pas hastaliklar1 bilinen en eski ve tizerinde en ¢ok calisilan bitki
hastaliklar1 arasinda yer alir. Bugdayda ii¢ ¢esit pas hastaligi goriiliir:
kara pas, kahverengi pas ve sar1 pas. Bu hastaliklarin her birisine pas
fungusunun o6zel tiirleri sebep olmaktadir. Pas hastaliklar1 konukgu
olduklar1 bitkilerde benzer semptomlar olustururlar ve bitkide
yapacaklar1 enfeksiyonlar i¢in benzer gereksinimleri vardir (Marsalis and
Goldberg, 2006).

Bugdaydaki 3 pas hastaligi genel olarak yaprak yada kahverengi pas
olarak anilir. Yaprak seridi olusmasina ragmen uygun kosullar altinda ekstra
duyarli ¢esitler ve yiiksek bulagsma uygunlugunda yaprak kin1 da enfekte
olabilir. Mevsim sonunda govde pasinin teliosporlari siklikla azalma gdsterir
bunun sonucunda siyah govde lezyonlarindan ziyade yaprak ylizeyi alani
iizerindeki teliadan kaynaklanan yaprak pasi teliosporlart iiretildiginde
bunlar epidermal hiicrelerle ¢evrili olarak kalirlar. Hastalik 10 ile 30 °C
arasinda hizla gelisir. Nem stresiyle beraber siddetli epidemik durumlarda
dane olusumu azalir. Erken gelisen epidemilerde nadir genotiplerde
stirglinler ve bitkiler oliir. Yaprak pasi sebebiyle olusan kayiplar genelde
%10 dan kiigtiktiir fakat %30 ve daha fazla siddette de olabilir.

Parlak siyah teliosporlarin bolca iiretilmesiyle olusan govde pas1 siyah
pas yada yaz pasi olarak ta anilir ki bu da uygun olmayan kosullarda yada
mevsim sonundaki uredinium formudur. Govde pas1 nemli kosullar1 ve 15-

35 °C arasindaki sicakliklar tercih eder. Pas hastaliklarinin en ¢ok hasar
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verici olamdir ve gelismesi i¢in uygun kosullar1 buldugunda 1 ayda % 50
kayba sebep olabilmektedir. Duyarli ¢esitlerde % 100 kayip da
olusabilmektedir. Cizgi yada sari pas daha serin iklimlerde (2-15 °C)
yetistirilen bugdayin baslica hastaligidir. Bunlar genelde daha yiiksek
yerlerde , kuzey enlemlerde yada daha soguk yillarla ilgili olarak ortaya
cikarlar. Bunlar sar1 renkli urediniosporlardan iireyen uredinia’nin
karakteristik ¢izgisinden isimlerini alirlar.Hastaligin erken saldirisiyla
kavruk ve zayif bitkiler olusur. Hasar gormiis slirglinler ve azalan daneyle
beraber kayiplar % 50 siddetinde olabilir. Ekstrem durumlarda sar1 pas %
100 kayba da neden olabilmektedir. Diinya iizerinde birka¢ alanda pas
siddetli kayiplara sebep olur. Diger alanlarda ise c¢evresel faktdrler bu
hastalik i¢in marjinal uygunluktadir. Bu alanlarda hastalik sadece: 1- genelin
disinda kosullarin 2- duyarli gesitlerin yetistirildigi 3- kiiltiirel denemelerde
degisiklige gidildigi yillarda ve her ii¢ kombinasyonun bir arada oldugu
senelerde olusur. Pasa bagli olarak sicak alanlardaki serbest nemle birlikte 1-
3 saat i¢inde bugday past uredinio sporlar1 ¢imlenmeye baglar.
Urediniosporlar ¢ok fazla sayida iiretilirler ve riizgarla ¢ok biiyiik mesafelere
taginabilirler. Bununla beraber ¢ogu urediniospor yergekiminin etkisiyle
kendi kaynagina yakin yere birakilir. Urediniosporlarin havadayken hizlar
yaklasik saniyede 1 cm dir. Yaklasik denklemsel hesaplamalara gore spor
konsantrasyonu kaynagindan 1 ile 100 m arasinda azalma gosterir. Bu
hastaligin olusumunda spor taginimi muhtemelen en 6nemli mekanizmadir.
Kaynaktan en uzak mesafelerde ¢ogu urediniospor yagmurla yikanincaya
dek havada kalir. Urediniosporlar birka¢ haftalik periyotlarda konukg¢u
bitkiden uzakta tarlada nispeten uzun Omiirlii olarak hayatta kalabilirler.
Eger nem igerigi % 20-30’un altindaysa urediniosporlar ¢ok soguklara

dayanabilmektedirler. Nem igerigi % 50 den fazla oldugunda canliliklarim
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hizla  kaybetmeye bagslarlar.  Urediniosporlarin  uzak  mesafelere
yayilmalarinda ¢okluklar1 ve riizgar ¢esidi etkilidir. Genelde sporlar yerytizii
ekseninin donme yoOniine bagli olarak gelisen riizgarlar yoluyla batidan
doguya dogru tagmirlar.

Konukgu patojen iliskisi en azindan spesifik ve spesifik olmayan
seklinde iki kategoriye ayrilabilir. Aym1 ¢evrede ayni konukcuyla
digerlerinden ayr olarak tek bir patojen tek bir konukgu genotipinde farkli
bir hastalik tepkisi olusturdugunda spesifik iliski ortaya ¢ikar. Konukcu
genotipi lizerindeki tiim hastalik tepkileri benzer oldugunda spesifik
olmayan ( nonspecific ) iliski olusur. Bir 1slah programinda en iyi
dayaniklilig1 olusturmak i¢in nonspecific dayaniklilik teorisi gelistirilir.
Bununla beraber nonspecifiteyi kanitlamak i¢in patojen populasyonundaki
her birey evrimini tamamlamis olmalidir ki siiphesiz bu miimkiin degildir
(Roelfs et al., 1992).

Puccinia triticina mantarinin sebep oldugu bugday yaprak pasi uygun
hava kosullarinda pas gelismesi ve yayilmasiyla duyarli ¢esitlerde verim
kaybina yol agar. Yaprak pasinin géze ¢arpan en dnemli enfeksiyon belirtisi
kirmizimsi-turuncu spor gliruhunun yaprak yiizeyinde ortaya ¢ikmasidir. Bu
spor gruplart piistiiller yada uredinia diye adlandirilir. Bugday yaprak pasi
enfeksiyonunun olusmasi icin olmasi gereken faktorler sOyledir; duyarh
yada orta duyarl bugday bitkileri ve yapraklar lizerinde 6 ila 8 saat kadar
nem olusturacak ¢ig ve uygun sicakliklar (15-26 °C) ki bunlar nispeten
soguk geceler ve sicak gilindiiz kombinasyonu seklindeki giinlerde hastaligin
gelismesi i¢in miikemmel kosullardir. Uygun cevresel kosullar altinda pas
sporlar1 ¢imlenir ve bugday yapragindan iceri girer. Mantar bugday
yapragindan gelen besinle beslenir ve 1 haftayla 10 giin igerisinde daha fazla

mantar sporu iiretir ve yaprak ylizeyi boyunca piiskiiriir
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Sekil:2.1.: Bugday yapraginda sar1 pas enfeksiyon tipleri
(Marsalis et al 2006)

Bu yeni iretilen sporlar riizgarla diger bugday yapraklarina yada
iiriinlere taginir. Dayanikli ve duyarli bugdaylar enfeksiyona farkli reaksiyon
gosterir. Eger ¢esit dayanikliysa mantar yaprak icinde oldiiriiliir yada
gelismesi geriletilir ve enfeksiyon durdurulur. Dayanikli ¢esitlerde sporun
giris yaptigi kisimda sarimsi beyaz benekler gelisebilir (sekil:2.1). Orta
dayanikli gesitlerde etrafi sari-beyaz halkayla ¢evrilmis kirmizimsi turuncu
pustiiller gelisir (sekil:2.1). Duyarli ¢esitler mantari biliylimeyi geriletme
yeteneginde degillerdir. Mantar yayilarak biiyiir ve nispeten biiylik piistiiller
seklinde ¢ogalir ki giinliik yaklasik 1000 spor kadar ¢ogalabilirler ki her biri,
bugdaylarda yeni enfeksiyonlar yapabilme kabiliyetindedirler (sekil:2.1).
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On giinde tekrarlanan ¢ember sonucunda biiylime mevsimi siiresince bir ¢ok
spor tesekkiil eder ve bu sporlar ¢cok uzak mesafelere hava akimiyla

taginabilirler.

Fungus overwinters
in Southern states

Sekil:2.2: Pas sporlarinin dogadaki gelisimi ve yayilimi

Bu yiizden bu hastalik pas gelismesi i¢in uygun olan kosullarin hiikiim
siirdligli ve duyarli ¢esitlerin yetistirildigi her yerde hizla artabilmekte ve
bulasici olabilmektedir. Yaprak pasiin sebep oldugu biiyiik {iriin kayiplari,
enfeksiyon siiresine ve siddetine baghdir. Eger fide doneminden
olgunlagmaya kadar bitkide siddetli pas bulagsmasi s6z konusu olursa ¢ok
biiytik iiriin kayiplar1 olusur. Pasla kaplanmis yaprak alani miktari, olusan
bulagma siddetinin yiizdesini ortaya koyar ki buda sporlarin miktari, bugday

cesidi ve hava durumuna bagh olarak degisiklik
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Sekil: 2.3. Pas sporlarinin yaprak tizerindeki siddetinin % °lik oranlar1

Uriin kayb1 o6zellikle bayrak yapraktaki hastahigin siddetine baglh

olarak degisir.

Bugday yapraklari karbonhidrat ve diger besinleri iiretir. Dane dolumu
icin gerekli besinlerin baslica kaynagi bayrak yapragidir. Bayrak yaprak
alaninin pas dan gordiigli zararin biiylikliigli oraninda geriye kalan kiiciik
yaprak alani1 dahi tiknaz danelerin olusmasi i¢in ihtiya¢ duyulan besinleri
iretmeye yetmektedir. Baslangi¢ enfeksiyonlar1 yiiksek neme daha uzun
siire olanak saglayan daha alt yapraklarin oldugu yerde goriiliir. Bitki gelisip
olgunlastik¢a yaprak pasi bitkinin daha {ist yapraklarinda da ortaya ¢ikarak
siddetini artirir. Duyarli cesitlerde bayrak yapragindaki hasar % 40 ile
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yaklasik %100°1liik alan1 kapsayacak siddette olabilir (Sekil 2.3). Yaprak

pasiin en mitkkemmel kontrolii genetik olarak kalitilmis dayanikliliktir.

Dayaniklilik enfeksiyonu sinirlar ve spor olusumu ve mantarin
biliylimesini geriletir. Dayaniklilik derecesi bugday siniflari arasinda ve siif
icindeki ¢esitler arasinda farklilik gosterir. Cesitler dayanikliligin derecesine
gore, R= dayanikli, MR= orta dayanikli, MS= orta duyarli ve S= duyarh
olacak sekilde siniflandirilirlar. Duyarli ¢esitlerde ¢evre kosullart uygun
oldugunda ve spor mevcudiyetinde 6nemli 6l¢iide iiriin kayb1 olugur. Orta
duyarli reaksiyon gosteren ¢esitler ¢evre kosullarinin uygunlugun da dikkatli
kullanilmalidir. Hatta dogal yaprak pasi populasyonu siirekli bir degisimle

viriilens yada yeni irklar1 olusturabilir (McMullen and Rasmussen., 2002).

2.3. San Pas

Sar1 pas ilk kez 1777 yilinda Gadd ve Bjenkander tarafindan
belirlenmistir. 1794 yilinda Isve¢’de c¢eltikte epidemiye sebep oldugu
bildirilmistir. 1827°de ise Schmidt tarafindan uredo glumarum olarak tarif
edilmigtir. 1854’de ise Westendorp sar1 pasi ¢eltik patojeni Puccinia
striaeformis olarak tarif etmistir. Eriksson ve Henning yaptiklar1 kapsamli
taksonomik calismalarinda P. glumarium ismini se¢mislerdir. Hylander ve
arkadaslar1 ile Cummins ve Stevenson hala kullanimda olan P. striiformis
west. ismini goz Oniine ¢ikarmiglardir.

Bugdayda ¢izgi yada sar1 pasa neden olan Puccinia striiformis f. sp.
tritici govde past kadar hasar verebilir. Bununla beraber sar1 pas diinya
iizerindeki bir ¢ok alanda ¢ok diisiik sicaklik simirlarinda optimum bir
gelisme gostermektedir. Sar1 pas kis boyunca yada erken bahar
donemlerinde ve yiiksek alanlarda bugdayin énemli bir hastaligidir. Bugday

sar1 pasi arpada da sar1 pasa neden olabilir. Bugdaydaki ii¢c pas patojeni
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icerisinde en dislik sicakliga ihtiyac duyami P. striiformis dir. Sar1 pas
enfeksiyonu i¢in minimum, optimum ve maksimum sicakliklar 0, 11 ve 23
°C dir. P. striiformis kst gegirebilirse kishk ekili bugdaylar iizerinde
siklikla aktif haldedir. Yaz siiresince pas miktar1 konukc¢u bugday miktarina
baghdir ki bu da mevsim sonu nem miktari ile nobetlese bir fonksiyona
sahiptir. Urediniosporlar daha sonra kislik bugdaylara tasinir. Kuzeybati
Avrupa da kis1 gegirebilen Urediniomyceller canli yaprak dokusunda -4°C
ye kadar smirli olarak yasarken sporulasyon lezyonlar1 olecektir. Latent
lezyonlar eger yaprak canliligmi siirdiiriirse hayatta kalmaya devam
edecektir. Diinyanin diger bdlgelerinde kar diisiik sicakliklarda spor
lezyonlarini soguklardan izole edebilir , soyleki -4°C derecenin altindaki
soguklarda pas lezyonlar1 elemine olmaktadir. Kis siiresince sar1 pas igin
latent periyot 118 giine kadar ¢ikabilir ve karla kapli oldugunda bunun 150
gline kadar artacagi disiiniilmektedir. Ultraviole 1s18a duyarliliklar
dolayisiyla sar1 pas urediniosporlarinin kahverengi ve kara pas kadar uzak
mesafelere canliliklarin1 koruyarak tasinmalarit miimkiin olmamaktadir.
Yapilan ¢alismalar sar1 pas urediniosporlarinin ultraviole 1s18a kara pastan 3
kat daha duyarli olduklarini ortaya koymustur. Rapor edilmis bazi
caligmalara gore sar1 pasin kis kosullarinda 800 km den daha fazla
mesafelere taginiminda canliligini korudugu bildirilmistir. Avustralya’nin
bugday sar1 pasiyla ve Kolombiya’'nin ise arpa sar1 pasi ile tanigmasi insan
jet seyahatleri ile miimkiin olmustur. Bununla beraber Avustralya’dan
YeniZelanda’ya kadar olan 2000 km lik mesafede sari pasin yayilmasi
urediniosporlarin  havayolu tagimimiyla miimkiin olmustur.  Puccinia
striiformis bugday, arpa, triticale ve celtik gibi tahil patojenidir. Sar1 pas
baslangic¢ enfeksiyon noktasinin 6tesinde siirekli bir yayilma gosteren tek

bugday pasidir. Sari pasa dayaniklilik enfeksiyon periyotlar1 yada ilave
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sporlar olmaksizin enfeksiyon sayisindaki azalma yada azalma gosteren her
uredinium sporu sonucunda  patojenin yayilma kabiliyeti tarafindan
meydana gelebilir. Sar1 pasin sadece telial ve uredinial safhalar

bilinmektedir (Roelfs et al., 1992).

SARI PAS

Uredinia Bagakta Uredinia

Urediniospores (400x) Teliospores (400x)

Sekil:2.4:Sar1 pas sporlarinin yaprak ve basak tizerindeki goriintimleri
(Roelfs et al 1992)

Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks., in sebep oldugu
sar1 pas diinya genelinde bugdayda en biiyiik zarar1 olusturan hastaliktir.
Dayanikli ¢esit 1slahi, bu hastalik yoluyla olusacak kayiplari minimize
etmede ve fungusit kullanimini elemine etmek icin en etkili yaklagimdir.
Bununla beraber kiiltiirii yapilan bugdayda sar1 pasa kars1 dayamiklilik
icin belirlenmis baslica genlerin ¢cogu, tek olarak kullanildiginda bilinen

irklarin bir yada daha fazlasi i¢in inaktif hale gelmistir. Diinyada bugday
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yetistirilen alanlarin  hepsinde viriilens 1irklar adim, adim artis
gostermistir. Hatta dayanikli gen kombinasyonlarint bile siklikla
cokertmektedir. Kiiltiiri yapilan bugdayda sar1 pasa kars1 etkili dayanikli
genlerin tiikenmesi yabani bugdaylar arasinda yeni dayaniklilik
genlerinin arastirilmalarina neden olmaktadir (Sun et al., 1997).

Ozellikle tiim kiiltiirii yapilan bugdaylarmn atas1 olan yabani
bugday Triticum dicoccoides Korn sar1 pasa karst dayaniklilik i¢in timit
verici bir kaynaktir. Bu yabani tiirler 1910 da Aaronsohn tarafindan
kuzey Israilde kesfedilmistir ki bunlar birka¢ hastaliga karsi
dayanikliligin yani sira bugday gelisimi i¢in degeri giderek artan bir
kaynaktir (Nevo, 1983, 1995; Nevo and Beiles, 1989;).

P. striiformis daha ¢ok pasin hemiformu gibidir ki bu yasam

cemberinde sadece uredinial ve telial sathalarinin goriilebilir olmasidir.

| Uredinia

» No host known on leaf

Basidiospores 4

Asexual
cycle on
wheat

Urediniospores

Telia

autumn on leaf

Summer

Teliospores

Sekil:2.5: Sar1 pas sporlarinin yasam ¢emberi (Roelfs et al 1992)
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Sar1 pas populasyonunun mevcut viriilensinde degisiklikler
olabilir ve alternatif bir konukcudan bagimsiz olarak epidemi
olusturabilir. Urediniosporlar bugdayda tek inokiilant kaynagi olarak
bilinirler ve bildirilen 9-13 °C optimum sicakliklardan daha da diisiik
sicakliklarda ¢imlenebilir ve enfekte olabilirler. Bu sicakliklar
ortalamada sar1 pas icin yaklasikl0 °C nin altinda olmasi nedeniyle
yuksek irtifalarda ve daha kuzeyde veya giiney enlemlerde sar1 pas etkin
bir hastaliktir. Sporlagan uredinia — 4 °C sicaklikta hayatta kalabilir ve
baslangic enfeksiyonlar1 konukcu yaprakla birlikte uzun siire hayatta
kalabilir. Donmanin az altinda yada yakin sicakliklarda enfeksiyonlar
olusabilmektedir. Avrupada kis boyunca 188 gilinden fazla latent
durumda kalabilir, spor olusturma ve enfeksiyon giin 15181nda sicakligin 5
°c ye ulagmasiyla olusabilmektedir.

Puccinia striiformis f. sp. tritici in sebep oldugu sar1 pas, kuzey
Afrika, bati Asya ve orta Asya’yl da i¢ine alan bugday yetistirilen
oldukca genis bir bolgede bugdayin 6nemli bir hastaligidir. Bu hastaligin
kontrolii i¢in dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi giivenli ¢evre ve ¢iftei i¢in
masrafsiz olmasi nedeniyle en iyi stratejidir. Tarihsel olarak dayanikli
cesit 1slahi i¢in 1rka 6zel biiyiik genler kullanilmistir. Gliniimiizde ise 30
tane gen kataloga alinmustir. Irka oOzel tek gen yada ikili
kombinasyonlardan olusan 6nemli baz1 dayanikli ¢esitler, gegmis yillarda
sar1 pasin tehdit olusturmus oldugu yada biiylik kayiplara sebep oldugu
iilkelerde oldukc¢a genis alanlarda hala hazirda yetistirilmektedir (Singh
etal.,.,2001).

Fahima et al., (1998) genetik haritalamada kullanilabilecek uygun

ebeveynleri belirlemek amaciyla daha dnceden sar1 pasa dayanikliliklar
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bilinen bazi1 Triticum dicoccoides aksesyonlar1 arasinda genetik farklilig
Olctimlemisledir. 19’u sar1 pasa dayanikli, 2’si duyarli toplam 21
aksesyon kullanan arastiricilar 23 bugday mikrosatelit markori
kullanarak bu aksesyonlar arasinda DNA polimorfizmini belirlemislerdir.
(Calismalarina bu materyale ek olarak 2 7. durum ve 1 T. aestivum hattini
da dahil etmislerdir. Kullandiklar1 23 bugday mikrosatelit markorii 23
kromozom kolunda lokalize olmus ve toplam 30 allelle A ve B
genomlariin 14 kromozomunu gostermislerdir. Markor basina 5 ile 18
allel belirleyen arastiricilar ortalama allel sayisinmi da 10 olarak
belirtmislerdir. Genotiplere ait genetik farklilik verilerini kullanarak
aksekyonlar arasinda da dendrogram elde etmislerdir.

Gold et al., (1999) Lr35 ve Sr39 dayaniklilik genlerini tasiyan bazi
Thatcher yakin izogenik hatlar ile bu genleri tasimayan ve tekrarlanan
ebeveyn olarak kullanilan Thatcher hatti arasinda polimorfik ISSR
bantlar1 saptamiglardir. Bu 2 gen Aegilops speltoides’den aktarilan
kromozom segmentinde lokalize olmus ve linkage durumunda olan
genlerdir. Ac¢ilma gosteren bir populasyonu inceleyen arastiricilar ISSR
primerlerinden bir tanesinin bu iki genin her ikisi ile de linkage
durumunda oldugunu saptamiglardir. S6z konusu primeri SCAR
primerine  doniistiirmiislerdir.  Aegilops  speltoides’den  aktarilan
kromozom segmentinde Lr35 ve Sr39 genlerini tagiyan 6 bugday hattinda
bu primerin markoriinii belirlemislerdir.

Chague et al., (1999) bugdayda sar1 pasa dayaniklilig1 saglayan
Yri5 genine ait markorleri belirlemek i¢in mikrosatelit ve RAPD
markdrlerini  kullanmiglardir. Yakin izogenik hatlari ve bu hatlarin

melezlerinden elde edilen F, populasyonunda dayaniklilik i¢in fenotipik
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gozlemleri kullananan arastiricilar Y775 genine bagli bir mikrosatelit ve
bir de RAPD markdrii belirlemiglerdir. Ayrica RAPD markorlerini
belirlemek i¢in Bulk Segregant analizini de kullanmiglardir. Bu yontemi
kullanarak 2 RAPD markdrii saptayan arastiricilar F, populasyonunda
MAPMAKER linkage analizi ile Y»/5 geninden 12 cM uzaklikta 2 ¢ok
yakin markor elde etmislerdir. Bu ¢alisma ile dayaniklilik geni Y7/5’in
PCR markorleri ile g¢evrelenmis oldugunu, UBC1997p ve GWM33
markdrlerinin bu genin her iki taraftan 5 ¢cM uzakliginda bulundugunu
belirtmislerdir.

Singh et al., (2000) bugdayda sar1 pasa dayaniklilik genlerini
belirlemek i¢in [7. turgidum L. x Ae. tauschii (Coss.) Schmai.] x T.
aestivum L. cv. ‘Opata 85’ melezinden gelistirilen rekombinant
kendilenmis hatlardan olusan bir RFLP haritalama populasyonunu fide
enfeksiyonu i¢in serada ii¢ inokiilasyon testi ile, ergin bitkilerin
reaksiyonunu ise dort farkli  tarla  inokiilasyon testi ile
degerlendirmislerdir. Ae. tauschii’den gelen ve belirlenmeyen gen Y728
olarak dizayn edilmis ve 4DS kromozomunda yer almaktadir. Y728 geni
fide dayanikliligin1 giiglii bir sekilde etkilemesine ragmen iki lokasyonun
sadece daha sicak kisimlarinda ergin bitkilerde de dayaniklilik
sagladigin1 belirtmislerdir. Diger ikinci bir geni fide testlerinde 7DS
kromozomunda bulunan Yr/8 ergin bitki dayaniklilik genine yakin
markdr allelleri bulunan Opata dayanikliligr ile iligkili olarak ytiksek
seviyede cevreden etkilenen bir gen olarak bildirmislerdir. Opata’da
bulundugu bilinen Yr/8 geninin tarla denemelerinde hastaliga tepkiyi
azalttigin1 ve bu genin Lr34 ile ¢cok yakin linkage durumunda oldugunu

belirtmislerdir. Ayrica 3BS, 3DS ve 5DS kromozomlarinda bulunan ve
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Opatadan gelen diger ii¢ bolgenin ergin bitki dayaniklilig ile iliskisi
oldugunu vurgulamislardir.

Ma et al, (2001) hem sar1 pasa hem de kiilleme hastaligina
dayaniklilik saglayan bugday-Haynaldia villosa 6 AL.6VS translokasyon
hatlarindan RS55 ile duyarli ¢esit Yumai 18 arasinda yapilan melezin F;
populasyonunu kullanmislardir. Sar1 pasa dayanikliligin tek bir dominant
gen tarafindan idare edildigini ve bu genin Y726 oldugunu diisiinen
arastiricilar s6z konusu genin lokasyonunu 6VS olarak belirtmislerdir.
Bulk Segregant Analizi ve mikrosatelit primerlerini kullanarak belirtilen
F, populasyonunda 1B mikrosatelit lokus markdrlerini (Xgwmll1,
Xgwml8, Xgwm413) Yr26’ya ¢ok yakin oldugunu belirmislerdir. Yr26,
Xgwml1/Xgwml8 markorlerinden 1.9 ¢cM uzaklikta, Xgwm413’den de
3.2 c¢cM uzaklikta lokalize olmustur. Sonu¢ olarak Y726 geninin 1B
kormozomunun kisa kolunda lokalize oldugunu saptamislardir. Ayrica
Yr26 geninin orjinini ve dagilimimi incelemek i¢in kalitimini ve
molekiiler markor analizini arastirmislar ve Yr26 geninin 7. turgidum
L.’den geldigini belirtmislerdir. PCR’a dayali mikrosatelit markorlerinin
acilma gosteren bir populasyonda Y726 genini belirlemek icin ¢ok etkili
bir yontem oldugunu ve bugday 1slahinda uygulanabilecegini
saptamislardir.

Boukhatem et al., (2002) sar1 pasa siirekli dayanikliligin kantitatif
ozellik lokuslarini (QTL) haritalamak ic¢in 20 yildan daha uzun bir siire
dayaniklilik saglayan kislik bugday Camp Remy ile duyarli Michigan
Amber arasinda yaptiklar1 melezin 98 Fg rekombinant kendilenmis hattini
kullanmislardir.  Ayrica ITMI  (International Triticae Mapping

Initiative)’den 114 rekombinant kendilenmis hatt1 iceren populasyonunu
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(Opata85xsentetik bugday melezinden elde edilmis) kullanarak sar1 pasa
ergin  bitki  dayanikliligmin  QTL’ini  haritalamiglardir.  Bu
populasyonlardan sirasiyla 2 ve 5 QTL belirlemislerdir. Bu ¢alisma ile
sar1 pasa siirekli dayaniklilikta 2B kromozomunun sentromerik, 2A ve
7DS kromozomlarinin ise telomerik bolgelerinin dnemini ortaya koyan
arastiricilar ayrica ayni kromozom bdlgelerinin diger patojenlere
dayaniklilig1 da kapsayan bolgeler oldugunu vurgulamiglardir.

William et al., (2003) Lr46 geninin tam olarak lokasyonunu
belirlemek ve bu lokusun sar1 pas ergin donem dayamiklilig1 ile bir
iliskisinin olup olmadigin1 saptamak amaciyla duyarli Avocet S ile
dayanikli Pavon 76 arasinda yaptiklari melezin 146 Fs bitkisinin ve
bunlarin Fg hatlarinin 3 mevsim boyunca kahverengi ve kara pasa karsi
reaksiyonlarini  Olgmiislerdir. Arastiricilar eklemeli gen etkisinin
bulundugu 2 genin kahverengi pasa, 2-3 genin de kara pasa dayaniklilik
sagladigin1 saptamislardir. Bulk Segregant Analizi ve AFLP markoriinii
kullanarak bugday 1B kromozomunun uzun kolunda Lr46 geninin
lokasyonunu belirlemislerdir. Lr46 geni ile linkage durumunda bulunan
bir genin sar1 pasa orta derecede ergin donem dayanikliligi sagladigini ve
Yr29 geni olarak dizayn edildigini bildirmislerdir.

Imtiaz et al., (2004) ‘Otane’ ekmeklik bugday c¢esidinde bulunan
stirekli ergin bitki dayamikliligina ait mikrosatelit markdrlerini
belirlemeyi amaglamiglardir. ‘Otane’x Tiritea ¢esitleri arasinda yapilan
melezden gelistirilen double haploid populasyonunu sera ve tarla
kosullarinda hastalikla inokiile ederek degerlendirmislerdir. Bu
populasyonda en azindan 3 dayaniklilik lokusunun ergin bitki

dayanikliligim1  kontrol ettigini  belirtmislerdir. OTL haritalama
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sonuglarinin bunlardan 2 tanesini gosterdigini; bir tanesinin 7DS
kromozomunda bulundugunu ve Yr/8 geni olabilecegini, digerinin SDL
kromozomunda bulundugunu ve Otane’den geldigini belirtmislerdir. Geri
kalan diger lokusun ise 7BL kromozomunda bulundugunu ve duyarl
Tiritea kiiltivarinin lokusu oldugunu saptamiglardir. ‘Otane’ dayaniklilik
segmentinin 7DS kromozomunun sentromer bolgesine yakin oldugunu ve
SSR markérii Gwm44’den 7 ¢cM uzaklikta bulundugunu belirtmislerdir.
Bu QTL’in iki c¢evrede stabilitesinin tartigilir oldugunu ancak Gwm44
markdriiniin stirekli dayaniklilik geni Y7/8 icin 1slah programlarinda
potansiyel bir aday markdr oldugunu saptamiglardir.

Xia et al., (2007) 98 Cin bugday kiiltivarinda ve gelistirilmis
hatlarda sar1 pas fide donemi dayaniklilik genlerinin bulundugunu
varsayarak 26 farkli Puccinia striiformis f. sp. tritici izolatinin
reaksiyonlarini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglardan 42 kiiltivar ve
hatta Y79 dayaniklilik geninin bulundugunu, bu genin ya yek basina
dayaniklilik sagladigint ya da diger dayaniklilik genleri ile bir
dayaniklilik gosterdiklerini belirtmislerdir. 19 aksesyonun ya Yr24 ya da
Yr26 genini tagidiklarini saptamislardir. 7 kiiltivar test edilen 26 izolata
dayaniklilik gdosterirken kiiltivardan ve hatlardan 6’s1 biitlin izolatlara
duyarhlik gostermislerdir. Yr10, Yri5, Yr24 ve Yr26 genlerinin Cin sar1
pas izolatlarma etkili bir sekilde dayamiklilik sergiledigini belirten
aragtiricilar Y7/ ve Yr6 genlerinin biitiin izolatlara duyarlilik
gosterdiklerini  saptamiglardir. SSR  markorleriyle  yaptiklari
caligmalarinda Xgwm498 ve Xwms273 markdrlerinin Cin bugday
kiiltivar1 Chuanmai’de bulunan YrCH42 genine sirasiyla 1,6 cM ve 2,7
cM uzaklikta bulunduklarini belirlemislerdir. YrCH42, Yr24 ve Yr26
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genlerinin reaksiyon sekillerine, kromozom lokasyonlarina ve orijinlerine
gore muhtemelen yaygin genler oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bugday
hattt Zhou 8425B’de yeni bir sar1 pas dayaniklilik geninin bulundugunu

ve bunun 7BL kromozomunda lokalize oldugunu vurgulamislardir.
2.4. Molekiiler Markorler

Genetik ve bitki 1slah1 i¢in bugdayin (7. aestivum L. Em. Thell)
genetiginin ve genom organizasyonu, kullanilan molekiiler markorlerin
oldukca 6nemli bir degere sahip oldugunu gostermektedir. A,B ve D
olmak tizere ve %80’den fazla repetitive DNA’s1 ile (16x109 bp/1C) 3
bliylik genoma sahiptir ve (2n = 6x = 42) allohexaploidtir. Bugdayin 7
homolog grubunun tamamu i¢in fiziksel haritalar1 ve detayli RFLP (
restriction fragment length polymorphism) linkage haritalar1 ¢ikarilmistir.
Tiim bunlara ragmen bugdayin genetik haritasinin yapilandirilmasindaki
islemler duragan kalmistir. Gen haritalandirmasinda RFLP( restriction
fragment length polymorphism) markoriiniin kullanimi, bugdaydaki
polimorfizm seviyesinin ¢ok sinirli olmasi sebebiyle yavas olmustur.
Gen ve genom haritalamas1 kapsamli yapilmis melezlemelerden elde
edilen populasyonlarin  kullanimin1  gerektirir. Bununla beraber
agronomik agidan Onemli bir¢ok gen veya QTL (Quantitative trait
loci)’in haritalanmasi bitki 1slahinda baslica hedeftir ve intraspesifik
anlamda markdr bilgisi gerektirir. Bu 6zellikle MAS ( marker assisted
selection ) i¢cin gegerlidir. (Roder et al.,1998)

T. dicoccoides’in G-25 aksesyonu 6 lilkeden toplanmis 20 sar1 pas
irkina kars1 yiiksek dayaniklilik gostermistir. Sonraki ¢alismalar bu
dayanikliligin Yr15 dominant geni tarafindan saglandigini gostermistir.

(Sun et al., 1997)
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CIMMYT’de iiretilen bazi Amerikan bugday cesidi Anza ve
Bezostaja gibi kislik bugdaylar ki bunlar sar1 pasa karsi orta seviyede
dayaniklilik gostermektedirler ve yapilan son ¢aligmalar bu dayanikliligin
Yrl8 geninin kontrolii altinda oldugunu gostermistir. Bu gen tamamiyla
Lr34 genine baghdir. Dayaniklilik seviyesi tek basina genelde yeterlilik
gostermez. Bununla beraber Yr18 ve ek olarak 2-4 yavas paslanma genleri
sonucu ¢ogu, c¢evrede yeterli dayaniklilik seviyesi saglar (Singh, et
al.,2001).

Bitki hastaligina kars1 siirekli bir dayaniklilik, hastalifa elverisli
bir ¢evredeki yaygin yada uzun donem yetistirilen bir ¢esidin siirekli
dayanikli kalabilmesi demektir. Sari1 pas icin bazi c¢esitlerin temel
dayanikliliklarinda, ticari olarak gelistirildiklerinde yapilan 1slah
caligmalarindan dolay1 hatalar olusur. Bu olusum ticari olarak yetistirilen
bugday ¢esitlerinin kullanimi esnasinda bitkinin tiim yasami boyunca ve
fide donemindeki bilinen tiim dayaniklilik genlerinden kaynaklanir. Hatta
Yrll, Yrl2, Yr13 ve Yrl4 gibi baz1 genler vardir ki fidelerde etkili
degillerdir. Fakat yetiskin bitkide ¢cok daha etkin hale gelirler. Hatta bazi
genler hem fide doneminde hem de sonrasinda yada yasam ¢emberinin
daha sonraki sathalarda etkilidirler ki bunlar irka 06zel olarak tarif

edilebilirler ( Johnson 2001).

Ticari varyetelerde hastaliga dayaniklihi@in siirekliligi ve arzu
edilen seviyede basarilabilmesi i¢in saglam bir seleksiyon teknolojisinin
kullanilabilirligi esastir. Tiim diinyada hastalia dayanikliligin kabul

edilebilir seviyeleriyle genotipleri segmek i¢in hem dogal enfeksiyon
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hem de yapay diizenlenmis salgin kosullar1 altinda tarla
degerlendirmeleri yapilmaktadir. Diisiik pas tepkisine bagli markor
kullanimi, fenotipik seleksiyon igin alternatiftir. Bunlar morfolojik
markdrleri, protein markorleri, DNA markorlerini ve hastalia
dayaniklilik genlerine bagli markoérleri igine alir. Son zamanlarda pas
hastaliklar1 i¢in molekiiler markdrler gelistirilmektedir. Farkli markor
gelistirme teknolojileri (restriction fragment lenght polymorphism)
RFLP, (amplified fragment lenght polymorphism) AFLP,
(microsatellite/simple sequence repeat polymorphism) SSR ve (sequence
characterised amplified regions) SCAR’lar1 icermektedir (Bariana H. S.
2001).

Biyokimya alanindaki gelismeler son yillarda markorler konusunda
onemli gelismelere sebep olmustur. Oncelikle enzimlerin (izoenzimler)
veya depo proteinlerinin markdr olarak kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Sonraki gelismelerle DNA’nin kendisinin dogrudan markor
olarak kullanilma fikri ortaya ¢ikmistir. Teorik olarak ele alindiginda
DNA markdrleri, sonsuz sayidadirlar ve genomun her noktasini temsil
etme yetenegine sahiptirler. Molekiiler DNA markorleri ile yapilan
linkage haritalar1 birgok kiiltiir bitkisi icin gelistirilmis ve arzulanan
genlerin dogrudan takibi ve seleksiyonu miimkiin hale gelmistir.
Cevrenin etkisinden bagimsiz olarak isleyen bu islem genlerin kolayca
takip  edilebilen = markdrlerle  baglanti  durumlari  incelenerek

yapilabilmektedir (Y1ldirim ve Kandemir, 2001).

Bir ¢ok alanda kullanilan genetik markorlerin bitki 1slahinda
kullanim1 da oldukga etkindir. Bitki 1slahinda ¢ogunlukla genetik uzaklik

ve benzerlik arastirmalarinda, germplazm organizasyonlarinda, QTL
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analizlerinde, hastaliklara dayaniklilik ve genetik ¢aligma materyalinin

tanim1 gibi kalitatif ve kantitatif karakterler i¢cin yapilacak markorlere

dayali seleksiyonda, DNA parmakizi ¢alismalarinda, genetik ve linkage

haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasinda ve F; hibrit tohumluklarinin

kontroliinde kullanilmaktadir (Staub and Serquen, 1996).

Genetik Markorler

Morfolojik Markorler Molekiiler markorler

Protein Diizeyinde

Niikleik Asit Diizeyinde

Restriction Fragment Length Polimorphizm 4=

RFLP PCR Polymorfizmi

Polymerase Chain Reaction

Amplified Fragment Length Polymorphizm

Randomly Amplified Polymorphic DNA H

Simple Sequence Repeats =

RAPD

SSR

Sekil 2.6 Genetik Markorler (Can, 2005)

DNA f{izerindeki nukleotid siralanigina dayali olarak goriiniir hale

getirilen polimorfizm genotipler arasinda fenotipik olarak izlenemeyen

veya c¢evre kosullar1 etkisi altinda gizli kalan biitiin genotipik

farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasina olanak vermektedir.
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Bitki 1slahinda en ¢ok kullanilan DNA markérleri: RFLP, RAPD,
AFLP ve SSR markorleridir. RFLP markorleri disindaki PCR’a dayali bu
teknikler genellikle hizli ve giivenilir bir performans gosterirler. PCR’a
dayali markorler avantajli olarak ¢cok az miktarda DNA ile ¢alisabilmeyi
miimkiin kilmaktadir. Markor se¢imi; ¢calismanin materyaline, biit¢esine,
siiresine ve en dnemlisi de amacina uygun olarak yapilmalidir. Ornegin;
RFLP ve SSR teknikleri pahali, zahmetli, zaman alic1 ve sekans bilgisi
gerektirir. AFLP markorleri de teknik agidan zordur. RAPD ise daha
ucuz, uygulamasi kolay ve kisa siirede yiiksek polimorfizm elde

edilebilen bir yontemdir (Serensen, 2002).

Tiirlerden izole edilen genlerin dizi analizleri ve molekiiler evrim
caligmalar1 i¢in ¢ok yararli olabilir. PCR ile ¢ogaltilmis, direkt olarak
klonlanabilir ve sekanslanabilir bu gen dizilerinin ortaya konulmasi gen
izolasyonu ve karakterizasyonunu basitlestirebilir (D’Ovidio et al.,
1991).

2.4.1. RAPD

Bitki 1slahinda hastaliklara dayaniklilik ¢aligmalart oldukga biiyiik
bir 6neme sahiptir. Molekiiler markorler, genetik ¢alisma materyalinin
tanim1 gibi kalitatif ve kantitatif karakterler i¢cin yapilacak markorlere
dayali seleksiyonda kullanim olarak olduk¢a etkin bir sekilde yer
almaktadir. Genetik ve linkage haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasinda,
F; hibrit tohumluklarinin  kontroliinde, genotipler aras1 genetik
uzakliklarin ve cesitliligin belirlenmesinde molekiiler markorlerden

yararlanilmaktadir.
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Bitki 1slahinda markdre dayali seleksiyonda kullanilan baglica
teknikler proteinler, izoenzimler, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism ) ve SSR (Simple Sequence
Repeat ) markorleridir (Staub and Serquen, 1996).

Williams et al.,, (1990) tarafindan gelistirilen RAPD metodu
cesitlerin DNA parmak izlerinin ¢ikartilmasinda kolaylik saglamaktadir.
Prensip olarak rastgele bir primerin DNA’nin farkli boélgelerinin
cogaltilmasi esasina dayanan bu metod sonucunda genotiplere 6zgii bant
desenleri elde edilebilmektedir. Bu bant desenlerinin g¢esitlere 06zgii
olmas1 nedeniyle, c¢esitlerin safiyetinin saptanmasinda, genotiplerin
tanimlanmasinda  ve genetik  uzakliklarin  hesaplanmasinda
kullanilmaktadir.

Genetik markorler  DNA  diizeyinde izlenebilen molekiiler
markorlerin  yan1 sira ¢igek rengi gibi morfolojik markorleri ve
izoenzimler gibi biyokimyasal markdorleride i¢ine almaktadir. Molekiiler
markdrler DNA’nin  aktif bdlgelerinden veya genetik kodlama
fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilir. PCR’a
dayal1 markor sistemlerinin gelistirilmesinde temel olarak 3 strateji
kullanilmistir (Staub and Serquen, 1996):

1. PCR’da tek primerlerin kullanimiyla amplifikasyon gergeklesir.
Buradaki polimorfizm primer sekansi veya uzunlugundaki varyasyondan
ve primerin 5 veya 3 ucundaki niikleotidlerin genomik DNA’ya
baglanma bdlgesinden kaynaklanan polimorfizimdir (RAPD, SPAR,
DAF, AP-PCR, SSR-anchored PCR).
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2. Ikinci stratejide ise markdrler PCR’da 2 primer ile secici olarak
cogaltilirlar. Bu secicilik PCR boyunca genomik DNA’ya baglanan
primerlerin 3" ucundaki 2 ile 4 bazin diziliminden kaynaklanir (AFLP).

3. Markérler PCR’da yine 2 primer ile ¢ogaltilirlar. Bu spesifik
primerlerin olusturulmasinda ¢ogunlukla klonlamaya veya sekanslamaya
bagvurulur. Elde edilen polimofizm 2 primer arasinda yer alan genomik
DNA’daki farkliliklardan kaynaklanir (AMP-FLP, STR VE SSR).

PCR’a dayanan metodlar igerisinde RAPD metodu kullanilan ve
genellikle 10 baz uzunlugunda olan primerlerin ¢ogaltilarak tesadiifen
DNA iizerinde homolog sekanslarini bulup baglanmasiyla ve iki inverted
(tersine c¢evrilmis) bolge arasinda yer alan 200 ile 2000 baz
uzunlugundaki DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi esasina dayanir.

Istatistiki olarak her milyon baz ciftinde bir defa DNA’ya baglanan
primer ve hedef DNA kompleksi, (Jones et al., 1997) DNA polimeraz
enziminin genomik DNA’y1 3  ucundan kopyalamasi icin kullanilirlar
(Staub and Serquen, 1996). PCR islemi sayesinde farkli biiyiikliikteki
fragment gruplart yeteri kadar ¢ogaltilir ve© DNA bant sablonlarinda
molekiil agirlikliklarindan dolay: farkliliklar olustururlar.

Genellikle genomlarda farkli uzunluklarda bulunan 5 ile10 arasinda
orta biiyiikliikteki fragment grubu c¢ogaltilir. Burada polimorfizmin
kaynagini, genomdaki sekans varyasyonunun primerin baglanma
bolgelerini degistirmesi olusturur (Jones et al., 1997).

Sun et al., (1998) T.aestivum, T.aestivum ssp. tibenatum ve
T.spelta tirleri arasinda ve iginde genetik benzerligi ve farkliligi
saptamak amaciyla Toplam 46 genotipte 32 primer denemisler ve RAPD

markorlerini kullanmiglardir. Denenen primerlerden 26’s1 toplam 182



39

polimorfik bant vermistir. T.spelta ve T.aestivum ssp. tibenatum tiir
icinde T.aestivum’dan ¢ok daha fazla polimorfizm gdstermislerdir.
T.aestivum ve T.aestivum ssp. tibenatum arasinda ise genetik farklilik
diistik ¢ikmistir. Yapilan kiimeleme analizi 46 genotipi iki grupta
smiflandirmig ve birinci grup T.spelta hatlarin1 kapsarken ikinci grup
T.aestivum  aksesyonlarin1 i¢ine almistir. Bu sonuglar RAPD
markdrlerinin bugday tiir ve alttiirleri arasinda filogenetik ¢aligsmalar i¢in
iistiin bir markoér oldugunu gostermistir.

Mackill (1995) sicak ve yiiksek bolgelerde yetisen bazi Japonica
celtik alt tiirlerinin RAPD markoérleri ile simiflandirilmas: igin yapilan
caligmada 10 Operon primeri 134 Japonica ¢esidinde ve iki yabani
tiirtinde kullanmis ve 30 polimorfik bant elde edilmistir. Yapilan Cluster
analizi sonucunda Japonica ve Indica alt tiirleri kesin olarak 2 grupta
toplanirken, Japonica alttiiriinde net bir smiflandirma yapilamamistir.
Tropikal Japonica tiirleri genellikle bir kiimede yer alirken tropikal ve
sicak bolge tipleri arasinda kesin bir sinir bulamamistir. Birbirine ¢ok
yakin tiplerde ek olarak 11 primer kullanilmis ve daha iyi bir ayrim elde
edilmistir. Bu ¢alismayla RAPD markorlerinin geltik ¢esit ve alt tiirlerini
siniflandirilmasinda yararli oldugunu saptamustir.

De Bustos et al., (1998) Ispanya’da yetisen Hordeum genusunun 6
taksonomik iinitesine ait 102 yabani populasyonunda 10 baz dizilisli 64
primeri kullanarak RAPD varyasyonunu tayin etmiglerdir. Polimorfizm
gosteren 10 primerden toplam 250 bant elde etmislerdir. Taksonomik
iiniteler arasinda polimorfizm seviyesi primer kullanimina ve bitki iireme
sistemine bagli olarak degismisti. UPGMA metoduna gore yapilan

diyagramda H. marinum ve H. secalinum alttiirleri aynm1 grupta yer
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alirken H. murinum alttiirleri farkli bir gruba girmistir. 3. grup ise H.
bulbosum olarak ayrilmistir.

Yanlig siniflandirildigr diistiniilen 77iticum aksesyonlarini yeniden
gruplandirmak i¢in RAPD analizinin etkinligi arastirilmig ve yapilan
caligmada, fenotiplerine dayanarak yanlis siiflandirildigi diisiiniilen 12
macha veya vavillovii aksesyonu ile 6 triticum aksesyonunu materyal
olarak kullanilmistir. Calismada yer alan 20 primerden 12 tanesi 101
RAPD polimorfizmi gdstermistir. Bu ¢alismanin sonucunda T. aestivum
olarak kabul edilen 12 aksesyondan 6’s1 T. monococcum, 5’1 T. turgidum
ssp. dicoccum ve 1 tanesinin de T. timopheevii gruplari i¢inde yer aldig1
goriilmiistiir. Elde edilen sonuclar sitogenetik analizlerle desteklenmis ve
RAPD markdrlerinin Triticum tiirlerinin ayrimlanmasinda
kullanilabilecegini saptamiglardir (Cao et al., 1999).

Soya (Glycine max L.) ticari ¢esitlerinin genetik temellerini tasiyan
18 soya atas1 ile USDA soya germplazm koleksiyonundan temin edilen
17 bitki introdiiksiyonu arasindaki farklilifin RAPD markorleri ile
belirlenmesi iizerine yaptiklari ¢alismada, Operon teknolojisinden 169
primer kullanmislar ve bunlardan 125’ini degerlendirmeye almislardir.
Toplam 833 c¢ogaltilmis fragmentin 281’inin polimorfik oldugu
gozlenmis ve elde edilen polimorfik bantlar 4 farkli cluster
gruplandirmasi ile degerlendirilmis ve bu degerlendirmelerin sonucunda
kullanilan biitiin metodlar benzer sonuglar1 vermistir. Thompson et al.,
(1998)

Skoula et al., (1999) 3 farkl1 Salvia fruticosa populasyonunu temsil
eden 48 klonda ucucu yag profilleri ile genetik farklilik degerlerini
karsilagtirmak icin RAPD metodunu uygulayarak Operon teknolojisinden
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11 tesadiifi primer kullanmislar ve bunlardan 10°u polimorfik bant
vermistir. Gorilintiilenen 155 bantin biiytlikliikleri 250-1460 baz arasi
uzunluklarda degismistir. Populasyon i¢i ve populasyon arasi
degerlendirmelerde uygulanmis olan RAPD ve ugucu yag analizlerinin
her ikisinde de arastirmaya alinmis her 3 populasyon arasinda
varyasyonu tespit etmislerdir.

Fuentes et al., (1999) izoenzim, RAPD ve AFLP metodlarim
kullanarak 18 ticari geltik ¢esidinin genetik uzakliklarini incelemislerdir.
Polimorfizmi 4 izoenzim, 21 RAPD ve 4 AFLP kombinasyonlarinda
belirlemislerdir. Farkli ¢esitler arasindaki genetik varyabilitenin diisiik
¢ikmasina ragmen, RAPD ve AFLP markdrlerinin her ikisinin de celtik
genotiplerinde genetik farkliligin tayin edilmesi igin etkili metodlar
olabilecegini saptamislardir.

Lazo et al, (1994) G. hirsutum ve G. barbadense arasinda
interspesifik melezlemelerle elde edilen melezlerde lif dayanikliligina
bagli RAPD markorlerini saptamiglardir. TM-1, 3-79 ebeveynleri ile
bunlarin F; ve F, bireylerinde fenotipik karaterleri ve 85 RAPD
primerini degerlendirmislerdir. 173 F, populasyonunun tiim analizler
sonucunda farklilik gosterdigi calismada tiirler arast F; monosomik ve
monotelodisomik TM-1 pamuk hatlarinda kromozom 16 ile iliskili 25
RAPD fragmentini saptamiglardir.

Nebauer et al., (2000) yapmis olduklar1 calismada Digitalis ssp.
genusunun 6 tiirlinde interspesifik varyasyonu tespit etmek amaciyla
kullandiklar1 RAPD markorleri sayesinde 42 bireyde 10 mer’lik 4 primer
ile uzunluklar1 400-3700 baz arasinda degisen bantlar elde etmisler ve bu

bantlarin ¢ogunlugunun (%98.,9) tiirler arasinda polimorfik oldugunu
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gozlemlemiglerdir. . Digitalis genusunda RAPD markorleri ile yapilan bu
caligmanin sonucunda varillan gdzlemlerin morfolojik  6zellikler
kullanilarak elde edilen sonuglarla tamamen uygun ¢iktigini
belirtmislerdir. Ayrica bulunan genetik benzerlik secilen PCR jellerinde
Southern-blot analizleri ve sekanslanan baz1 amplifikasyon iiriinleri ile de
teyit edilmisdir.

Mailer and May (1999) Brassica napus L.’in 4 ticari ¢esidinden
elde edilen 50’ser bitkide RAPD polimorfizmini arastirmislardir. 10 baz
uzunlugunda 4 primer kullanmis olduklar1 Calismada Rainbow ¢esidinin
Oscar, Dunkeld ve Narendra cesitlerinden olduk¢a farkli oldugu
sonucuna ulagmiglardir. Bireylerin karisimindan elde edilen bant
sablonlarinda da bireylerin en az % 15’inde ait olduklar gesitlere 6zgii
RAPD bant desenleri goriilmiistiir.

Kelly and Miklas (1998) Fasulye P. vulgaris L.’de hastaliklara
dayaniklilik 1slahinda RAPD markorlerinin  roliinii  saptamiglardir.
Fasulyenin 7 6nemli patojenine dayaniklilik saglayan 15 gen ile siki bir
linkage halinde bulunan 23 RAPD ve 5 SCAR markérii belirlemisler ve
bunlar1 QTL’de kayit altina almiglardir. Sonugta RAPD markorlerine
dayal1 indirekt seleksiyonun hastaliklara dayanikli fasulyelerin
gelistirilmesinde kullanilabilecegini gostermislerdir.

Hu et al., (1997) T. aestivum L. em Thell’de kiife dayaniklilig
saglayan PM 1 genine bagli RAPD markdrlerini arastirmak amaciyla
hastaliga duyarli Clark ticari ¢esidi ile dayanikli Zhengzhau 871124’{in
melezlenmesinden elde edilen genotipleri ve bunlardan elde edilen
sonraki generasyonlar1 materyal olarak kullanmiglardir. 10 mer’lik 1300

primerini kullanan aragtiricilar, PM 1 genin tastyan farkli bir bugday



43

hattinda 2 RAPD markériiniin (UBC 320420—UBC 638s59) hastaliga
dayaniklilikta birlikte acilim gosterdigini saptamiglardir. 3 RAPD
markorii OPF 12659 de belirleyerek dayamiklilik geninden 5.4+1.9 cM
uzakta oldugunu saptamislardir. Sonuglarla RAPD markérlerinin bugday
1slahinda seleksiyonu kolaylastirabilecegini ve kiife dayaniklilikta gen
piramidlesmesine imkan verdigini gostermislerdir.

N. plumbaginifolia X N. longiflora melezinin 99 F, bitkisinde 69
RFLP ve 102 RAPD ayrimina dayanarak bu ebeveynlerin linkage
haritalarinin olusturuldugu ¢alismada 60 RFLP ve 59 RAPD lokusunu
tastyan 9 Onemli linkage grubundan olusan harita 1062 ¢cM’lik bir yer
kaplamistir. Daha 6nceki ¢alismalarda 20 RFLP markorii ile haritalanan
N. sylvestris taksonomik olarak N. plumbaginifolia ile Alatae boliimiinde
yer almistir. Her iki haritada da ortak olarak dagilan markorler
karsilastirilmis ve bu iki tiirde evrim boyunca genom organizasyonunun
olustugu goriilmiistiir (Lin et al., 2001).

Laporte et al., (1998) Beta vulgaris ssp. maritima’da mitokondrial
H haplotipinin sitoplazmik erkek kisirhlk (CMS) ile iliskisini
incelemislerdir. Seksiiel fenotip bir acilma ile mitotip H doliinii, erkek
fertiliteyi restore eden bir geni (R1H) saptamak i¢in kullanmiglardir ve
bu lokusa bagli 9 RAPD markorii belirlemislerdir. R1H geninin
pozisyonunu tam olarak belirlemek i¢in ayni linkage grubu i¢inde 4
RFLP lokusunu, agilma dolleri igerisinde haritalamislar ve boylece
RFLP, RAPD ve R1H lokuslarini igeren bolgenin bir linkage haritasini
olusturmuslardir.

Komatsuda et al., (1997) Hordeum vulgare L.’de basak¢ik sayisini

belirleyen v lokusuna bagli RAPD markoérlerini arastirmiglardir. 2 sirali
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(KNG) ve 6 sirali (AZ) ebeveynlerin melezlerini tekarlanan ebeveyn
olarak AZ 1ile geri melezleyerek rekombinant arpa hatlar1 elde
etmislerdir. Bu hatlar arasinda 888 primer kullanilarak 8 RAPD markorii
belirlemiglerdir. OPJ-09ss9 ve OPP-027¢, fragmentleri v lokusuna 1.4 cM
uzaklikta iken CMNA-387¢ rekombinant frekansi 0 ile baglt ¢gikmistir ve
boylece v lokusu etrafinda 3 RAPD lokusunu kiimelemislerdir.

Brunell et al., (1999) Secale cerale L.’de biyotik strese dayanikli
birka¢ geni tasiyan 2R kromozomunun T. aestivum L.in 2B
kromozomuna translokasyonu ¢alismasinda homozigot bugday hatlarinda
2RS.2BL ve 2BS.2RL merkezi translokasyonlar1 i¢in 489 RAPD
primerini degerlendirmisler ve 69’undan tam sonu¢ almiglardir. 2RS
kromozom kolu tizerinde 17, 2RL kolu lizerinde 15 ve 2B lizerinde de 33
markor elde etmislerdir. Haritalama ¢aligmalarinin bir baglangici olan bu
aragtirmanin  bugday-cavdar kromozomlarinda translokasyon kivrim
noktalarinin lokalizasyonu i¢in yararl olacagi sonucuna ulasmislardir.

Arnholdt-Schmitt (2000) H. perforatum L.nin {lireme sekilleri
tizerindeki caligmalar icin RAPD parmak izi analizinin yararli olup
olmayacagimi aragtirmistir. Bir yabani populasyon ve 2 aksesyonda 6
primeri degerlendirmistir. Bu calisma RAPD parmak izi analizinin H.
perforatum populasyonlarinda iireme sekillerini tespit etmek i¢in yararh
oldugunu ortaya koymustur.

Fahima et al, (1999) Israil ve Tiirkiye’den toplanan 11 T.
dicoccoides populasyonundan progenitér olarak kullanilan 110 yabani
tetraploid bugday genotipinde RAPD polimorfizmini arastirmislardir.
Kullandiklar1 100’iin iizerinde primerlerden 10°u polimorfik bantlar

vermistir. Degerlendirilen 59 bantin 48’1 polimorfik 11’1 monomorfik
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bulunmustur. RAPD genotiplemesine dayali diskiriminant analizleriyle
genotiplerin % 95,5’ini orijin bolgesi icinde smiflandirmiglardir.
Populasyonlar igindeki genetik uzakligin populasyon orjin bolgeleri
arasindaki cografik uzaklik ile hicbir iligskisini bulamamislardir. Elde
edilen sonuclar RAPD markérlerinin 7. dicoccoides’de genetik farkliligin
Olclilmesinde ve populasyon haritalarinin gelistirilmesinde uygun
ebeveynlerin saptanmasi i¢in yararli oldugunu gostermistir.

RAPD markorleri yabani ve tetraploid bugday cesitleri arasindaki
polimorfizmi tayin etmede dncelikle kullanilmaktadir (Joshi and Nguyen,
1993a;1993b). Israil, Tiirkiye ve Urdiin’de yabani bugdaylarin farkli
aksesyonlar1 arasinda tarimi yapilan durum bugdaylarindan daha ytiksek
diizeyde polimorfizm elde edilmistir. Joshi and Nguyen (1993b)’in
Israil’den 6 lokasyondan ve Tiirkiye ve Urdiin’den 3 lokasyondan
toplanan 7. dicoccoides’lerin sadece 17 genotipini igeren ¢alismasi, bu
tirler icinde bulunan genetik varyasyonun sadece kiiclik bir kismini
gostermektedir.

Vierling and Nguyen (1992), T. monococcum ve T. urartu diploid
bugday tiirlerinin genetik farkliligi1 PCR ve tasadiifi primerler
kullanarak incelemisler ve elde ettikleri sonuglar 7. monococcum
genotipleri arasinda 7. wrartu’dan daha fazla bir benzerlik oldugunu
gostermistir. Verilerinin analizi, RAPD metodunun genotipler arasindaki
genetik iligkileri saptamada elverigli bir yontem oldugunu ortaya
koymustur.

Hu et al., (1997) T. aestivum L. em Thell’de kiife dayanikliligi
saglayan PM 1 genine bagli RAPD markérlerini aragtirmiglardir. RAPD
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markdrlerinin bugday 1slahinda seleksiyonu kolaylastirabilecegini ve
kiife dayaniklilikta gen pramidlesmesine imkan verdigini géstermislerdir.

Demir vd., (1999a) arpa, bugday, hibrit misir ¢esitleri ve biber
hatlarim1 molekiiler diizeyde tanimlamiglar ve DNA parmak izlerini
cikarmiglardir. RAPD markérlerinin kullanildigir aragtirmada en fazla
polimorfik bant veren primerler; arpa c¢esitlerinde OPQ-14, bugday
cesitlerinde OPR-05, hibrit misir ¢esitlerinde OPQ-09 olmustur. Bu
primerler bireylerin tanimlanmasinda ve genetik polimorfizmin

saptanmasinda basarili olmustur.

Demir vd., (1999b) genetik kdken olarak birbirinden farkli bitkisel
ve hayvansal objelerde RAPD parmak izlerini ¢ikararak, genotiplere ait
genetik benzerlik ve farkliliklar1 saptamiglardir. Makarnalik bugday,
arpa, hibrit aycicegi ve bildircinlarda materyallere gore farkli sayida 10
mer’lik primerler kullanmiglardir. Sonucta RAPD yontemi ile bireylere
0zgii DNA parmak izlerinin ¢ikarilmasi basarili olmus ve genetik

benzerlik ve farkliliklar1 hesaplamiglardir.

Akgal1 (2005) sekiz ticari makarnalik bugday (Ege-88, Yavaros-79,
Atlar-84, Kunduru-1149, Kiziltan-91, Gediz-75, Salihli-92 ve Chen S) ile
yabani tetraploid Triticum dicoccoides bugdaymi melezlemis ve
ebeveynler ile bunlarin F;, F, ve F;3 dolleri iizerinde bazi agronomik ve
morfolojik 6zelliklerle birlikte protein orani, bu 6zelliklerin heterosis ve
heterobeltiosis degerlerini ve de ayrica RAPD markorleri ile ebeveynler
ve bunlarin dolleri tizerinde yiiksek protein igerigi iliskilerini
incelemistir. Istatistiki  analiz sonuglarina gore; 2001-02 yili F,
populasyonunda tek bitki tohum agirligi, kardes sayisi, basakta tane

agirhgr  ve Dbasakta tane sayist Ozellikleri bakimindan tim
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kombinasyonlar, 2002-03 yil1 F, populasyonunda bu 6zellikler yaninda
protein oran1 bakimindan tiim kombinasyonlar ve 2002-03 F;
populasyonunda tek bitki tohum agirligi, kardes sayis1 ve basakta tane
agirhigr bakimindan tiim kombinasyonlar, protein orani bakimindan da
Yavaros-79 x T. dicoccoides, Atlar-84 x T. dicoccoides ve Kiziltan x T.
dicoccoides kombinasyonlar yiiksek (Coeficient of Variation) degerleri
vermistir.

Bhutta et al., (2005) Triticum aestivum L.’in 10 farkli ¢esidinde,
RAPD analiziyle, genetik farkliliklar1 belirlemislerdir. Bu calismada
toplam 25 tane 10 baz’lik primer kullanilmistir. Her primer ortalama 7.6
band olusturmustur. Bantlarin % 44.64’lnlin polimorfik oldugu
gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda RAPD markoérlerinin bugdaylarin
genetik tanimlamasinda yeterli oldugu gézlenmistir.

Son yillarda lilkemizde DNA markdrleri lizerine yapilan oldukca
fazla sayidaki arastirmada, arastiricilar agisindan daha kolay, ekonomik
ve kisa siirede sonug alinabilir olmasi1 nedeniyle RAPD markérleri etkin

bir sekilde kullanilmaktadir.
2.4.2. SSR (Mikrosatellitler)

SSR veya mikrosatellitler Okaryotik genom boyunca dagilmis
bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan
olusmaktadir. Bu gruplar 6rnegin (AT),, (AG),, (ATT), veya (GACA),
seklinde gosterilmekte ve n ardigik tekrar sayisini belirtmektedir.
Mikrosatellitleri ¢cevreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri
arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde ¢akisan SSR’larin
PCR primerleri ile ¢ogaltilarak secimine izin vermektedir. Ardistk SSR

tekrarlarinin sayisindaki farklilik PCR sonucu farkli uzunlukta parga
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cogaltimiyla sonuclanir. Bu tekrarlar ¢cok yakin tiir ve g¢esitler arasinda
dahi tekrarlanan tnitelerin sayisinda degisiklige yol agan mutasyonlar
neden ile olduk¢a polimorfiktir. SSR’lar1 ¢evreleyen korunmus DNA
dizileri primer olarak kullanilarak PCR metodu vasitasiyla bir lokustaki
farkl1 alleller tespit edilebilir. SSR tekniginin bitkilerde genetik
haritalama g¢alismalarindaki kullanimi avantajlarindan 6tiirii her gecen
glin artmaktadir. SSR’lar yiiksek oranda polimorfik olduklarindan
bitkilerde oldukca fazla bilgi verici bir 6zellige sahiptirler. Ayrica
esbaskin markor vermesi ve PCR kolayligina sahip olmasi da kullanim
oranini artirmaktadir. Son olarak, SSR’lar bitki genomlarinda oldukga

bol olup tiniform bir dagilima sahiptirler. (Yildirim ve Kandemir, 2001).

Tiim okaryotlarin genomlar1 mikrosatellit yada SSR (simple
sequence repeat) olarak ifade edilen bir sekans sinifi igerir, 6 bp den
kiigiik temel bir motif olusturan tandem dizilime sahip mikrosatellitler bir
cok okaryotik genom i¢in genomun her yerinde rastlanabilen genetik
markor olarak Onemli bir kaynak olarak belirlenmistir. Mikrosatellit
analizleri PCR (polymerase chain reaction) dayanir. RFLP analizlerinden
cok daha kolay uygulanir ve otomasyon uyumlulugu oldukca yiiksektir.
Bitkilerde mikrosatellitler yliksek oranda bilgi saglayicidirlar.
Multiallelik olmalar1 sebebiyle bir¢ok bitkide lokusa 6zel markdrlerdir.
Evrim ¢aligmalarinda yiiksek potansiyele sahiptirler ve filogenetik
caligmalar i¢in kullanilmaktadirlar. Mikrosatellitler hexaploid ekmeklik
bugdayda diger Markor sistemlerinden c¢ok daha yliksek polimorfizm
seviyesi gosterirler ve daha fazla bilgi saglayicidirlar. Bununla beraber
genom biiyiikliigiinden dolay1r bugdayda mikrosatellitlerin gelistirilmesi

ekstra zaman kullanimina ve yiliksek maliyete gereksinim gosterir. Bu
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gibi markorler cogunlukla kodominant kalitim gosterir ve ¢ogu durumda
kromozoma Ozeldir. Bu 06zellik hexaploid genom icin faydalidir.
Hexaploid ekmeklik bugday diinyadaki en énemli bitkilerden biridir ve
intraspesifik polimorfizm ¢ok diisliktiir. Calismada biiyiik bugday
genomu igin yiikksek polimorfik mikrosatellit markorler kullanilarak
prosediir optimize edilmistir, 279 mikrosatellitle ¢evrili 7 homolog
kromozom grubunu iceren bugday genomunun genetik bir haritas1 ve
gelistirilen 230 polimorfik primer seti sunulmustur. Bugday genomunun
hipometillesen bolgelerinden elde edilen klonlar1 kapsayan mikrosatellit
izolasyonu kullanislt markdrlerin oranini artirmistir. Gelistirilmis primer
setlerinin ¢ogu (%80) genom spesifiktir ve ekmeklik bugdayin 3 biiyiik
genomunun (A,B ve D) sadece birindeki tek bir lokusu belirler. Birden
fazla lokusu markorlerin sadece %20’si belirler. 230 primer seti
kullanilarak toplam 279 lokus ¢ogaltilarak International Triticeae
Mapping Initiative (ITMI) Opata 85 X W7984 {in dnceden RFLP ile
haritalanmis referans populasyonunun genetik c¢atis1 tiizerinde yer
almistir. 65 mikrosatellit haritalanmis ve 214 mikrosatellit ¢cok yakin
mesafelerde belirlenmistir. 93 lokus A genomunda, 115 B genomunda ve
71 D genomunda haritalanmistir. Markorler birkag sentrometrik
bolgedeki gruplandirma ile linkage haritas1 boyunca tesadiifi dagitilmistir
(Roder et al., 1998).

Bugday genotipleri arasinda DNA polimorfizminin
arastirilmasinda, genotiplerin tanimlanmasinda ve genetik farkliliklarin
tahminlenmesinde  mikrosatellit ~markdrlerinin - kullanilabilirliligini
incelemek i¢in 55 elit bugday genotipi ve 20 bugday mikrosatellit

markoriinii - kullandiklart c¢aligmada 21 lokusta 155 allelin tiimii
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arastirllmig, lokus basina diisen allel sayis1 1-13 arasinda dagilim
goOstermis, ortalama allel sayis1 7.4 olarak bulunmustur. Sonuglar
mikrosatellit markdrlerinin ¢ok kullanish oldugunu gostermistir.

Elit bugday materyalinde genetik varyabilitenin bulunmasi, bugday
iretiminin arttirllmast i¢in amaclanan her 1slah programinda onceden

gereklidir (Prasad et al. 2000,).

Bugday mikrosatellitlerinde (GA), i¢in ortalama diniikleotid sayisi
ve MS (Mikrosatellit) biitiinii yaklasik olarak esit olmasi sebebiyle
karsilastirilabirler (Plaschke et al.,1995). Farkli allellerin sayilarini
belirlemek i¢in MS in tamaminin (GA), tekrarlarindan 1-3 kat daha uzun
oldugu belirlenmistir. Her tekrar allel i¢in daha az (GT), tekran
belirlenmistir fakat ortalama olarak daha kisadir. Tekrar sayilar ve allel
sayilar1 arasinda dogrusal bir korelasyon varsayilirsa (GA),

mikrosatellitlerin (GT), lerden daha polimorfik oldugu anlamina gelir.

Aragstiricilar, avrupa bugday cesitlerinin mikrosatellit temelli
veritaban1 analizleri ve yapilandirilmast i¢in yaptiklar1 ¢alismada, 19
mikrosatellit ve 1 sekans spesifik marker kullanilmistir. Ozellikle kishk
tipler olmak {izere 502 Avrupa bugday cesidinin yer aldig1 bir veritabani
kurmuslardir. Fragment analizleri i¢in en az iki ayr1 laboratuarda farkli
teknikler kullanilarak veri noktalar1 {retilmistir. %99.5 dogruluk
seviyesinde basar1 elde edilmis ve dublikasyonlar haricinde tiim ¢esitler
arasinda 199 allel belirlenerek tanimlanan ebeveynlerden cesitler
tiretilmistir. Giineydogu Avrupa da heterojenitenin {ist seviyelerde
olmas1 nedeniyle cesitlerin yaklasik olarak % 25 inde baz1 heterojenik
unsurlar gozlenmis ve yiiksek seviyede genetik farklilik ile ¢ok sayida

farklr allel bulunmustur. Sonug olarak farkli cografik bolgelerde birgok
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mikrosatellit i¢cin relativ allel frekansi cesitlendirilmistir( Roder, et al.,
2002).

Basit Dizilim Tekrar (SSR) DNA belirleyicileri ya da
Mikrosatellitler, .0karyot genomlarinda bulunan di-, tri-, tetra-niikleotit
tekrar tiniteleridir. Bu belirleyici lokuslarinin populasyonlarin bireyleri
arasinda oldukc¢a polimorfik olmalari, tekrar iinitelerinin sayilarindaki
degisimden kaynaklanmaktadir. Her SSR lokusu, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak ve tekrar {initelerinin digindaki bélgelerin
DNA dizisinin bilinmesi sayesinde 6zgiin bir sekilde gogaltilabilir. Bu
belirleyicilerin kullanilmasindaki tek kisitlayici faktor, lokusa ozgiin
primerlerin tasarimi i¢in DNA dizilimlerinin bilinmesi gerekliligidir.
Ekonomik 6nemi olan organizmalar ve bunlara genetik olarak yakin olan
digerleri i¢in bu kisitlama, primer dizilerinin ve PCR kosullarinin
yayinlanmis olmasi nedeni ile azalmistir. Bununla birlikte rapor edilen
PCR amplifikasyon kosullar1 c¢alismamizda uygulandiginda (bugday
mikrosatelitlerinden WMS30 ve WMS46 markorleri ile) bazi
kontaminasyon bantlar1 goriilmiistiir. Bunun nedeni biiyiik olasilikla
farkli laboratuvar kosullarindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada
bugday mikrosatelitlerinden WMS30 ve WMS46'nin PCR kosullarinin
optimizasyonu sunulmaktadir. En Onemli parametrelerin primer
baglanma 1s1s1 ve Mg®" iyonu derisimi oldugu bulunmustur. (Dograr ve
Akkaya, 2001)

Mikrosatellitler genom igerisinde, mono, di, tri yada tetra niikleotid
permutasyonlarin her hangi bir formu seklinde tandem olarak tekrarlanan
(tandem repeated) ve polimorf 6zellik gosteren kisa DNA sekanslaridir.

Bir ¢ok omurgali genomunda goriilen mikrosatellitlerin temel motifi
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(CA)n dir. Mikrosatellit teknigiyle yapilan marker destekli seleksiyon,
dogumla beraber uygulanmasi miimkiin yasa ve cinsiyete bagiml
olmaksizin uygulanabilen bir yontemdir. Bu agidan genetik ilerleme
formiiliinde kullanilan faktorleri etkileyerek daha etkin ve giivenilir bir
seleksiyon uygulamasini miimkiin kilmaktadir ( Un vd., 2000 ).

Aykut (2007) kahverengi pas dayaniklilik geni Lri3’e ait
molekiiler markdrleri gelistirmek amaciyla CIMMY T ten temin edilmis
ve her biri farkli bir kahverengi pas dayaniklilik geni tagiyan 41 adet
Thatcher yakin izogenik hattinda ve duyarl: yerli gesit izmir 85 ile Lr13
genini tagtyan 12 No’lu dayamkli hat (Tc 6/Frontana) arasinda yapilan
melezin F; generasyonunda AFLP ve SSR markdrlerini incelemistir.
Thatcher yakin izogenik hatlarindan olusturulan DNA ve DNA
bulklarinda 246 AFLP primer kombinasyonu kullanmig ve bunlardan 28
adedinin 12 No’lu hatta toplam 33 farkli polimorfik bant deseni
sergiledigi belirtilmistir. Caligmanin SSR analizleri kisminda 7 primer
kombinasyonu kullanan arastiric1 bunlardan sadece 2 tanesinin DNA ve
DNA bulklarinda polimorfizm olusturdugunu belirtmistir. Polimorfik
bant deseni sergileyen AFLP ve SSR primerlerini yakin izogenik hatlarda
ve ebeveynlerle birlikte F; generasyonunda tekrar incelemistir. Elde
edilen sonuglardan 6 adet AFLP primer kombinasyonu (E34 M70, E45
M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve E57 M69) ile mikrosatelit
primeri Wms 630’un sadece 12 No’lu hatta spesifik bantlar verdigini
gozlemis ve bu primerlerin incelenen materyalde Lr/3 genine aday
markorler verebilecegini belirlemistir. Bu ¢alisma ile ayrica ekmeklik
bugdayda AFLP ve SSR tekniklerinin kahverengi pas dayaniklilik

genlerini arastirmada yararli oldugunu saptamistir. Farkli dayaniklilik
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genleri tagityan Thatcher yakin izogenik hatlarimin kendi i¢lerinde dar bir
genetik cerceveye sahip olduklari ve bu nedenle de ilgilenilen
dayaniklilik genini belirlemede 1iyi bir odaklanma saglayabilecegi

kanisina varmustir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali
Caligmanin materyalini asagida belirtilen, CIMMY T’ den temin edilmis sar1
pasa (Puccinia striiformis f. sp. tritici) dayanikli 16 bugday hatt1 ile Ege
Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin edilmis sar1 pasa duyarli 3 bugday
cesidi ve bu ebeveynlerden tiiretilmis melez generasyonlar1 (F;, F»)
olusturmaktadir. Ebeveynlerden yerli, duyarli g¢esitler anac¢ olarak
kullanilmistir.  Inokiilasyonda kullanilmis olan sart pas (Puccinia
striiformis )inokiilantlar1 yine Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin

edilmistir . materyal ¢izelge 3.1 de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1:Sar1 pasa dayanikli tek gen hatlar

1 Chinese 166 Yr-1

2 Lee Yr-7

3 Heines Kolben Yr6+Yrl
4 Vilmorin 23 Yr-3a, Yr4a
5 Moro Yr-10

6 Strubes Dickopf St-Dc (iki +)
7 Suwan 92 x Omar SuxOm (1?)
8 Clement Yr 9+1

9 Hybrid 46 Yr 3b, Yr 4b
10 Reicherberg 42 Yr 7 + bir

11 Heines Peko Yr 6 + bir
12 Nord Desprez Yr3a, Yr4a
13 Compair Yr- 8

14 Carstens V Yr-32

15 Spaldings Prolific Sp.P.

16 Heines VII Yr 2+1
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Sar1 pasa duyarli ¢esitler

1 Kasifbey

2 Cumbhuriyet 75

3 Seri 82

Calismada kullanilan dayanikli tek gen hatlar ve duyarli ¢esitlerin
ozellikleri asagida belirtilmistir.

Dayanikh tek gen hatlar

Chinese 166
e Genom lokalizasyonu 2A.
o Barmdirdig1 dayaniklilik geni Yr-1
e Orijinal kaynag1 Chinese 166 dir.
e Diisiik enfeksiyon tipi gosterir, enfeksiyon okuma degerleri
¢imlenme(1) eriskin (1)
e Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.
e Gen referansi ( Lupton, FGH and Macer, RCF, Trans Br Mycol
Soc 45:21-45)
Lee
e Genom lokalizasyonu 2BL.
e Barmdirdig1 dayaniklilik geni Yr-7
e Orijinal kaynag: Triticum turgidum dur.
e Linkage durumunda oldugu diger genler St9g
o Test hatlarindaki diger genler Lel, Le2
o Diisiik enfeksiyon tipi gosterir, enfeksiyon okuma degerleri

¢cimlenme(2) erigkin (2)
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Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Macer, RCF, Hereditas Suppl 2:127-142)
Heines Kolben

Genom lokalizasyonu 7BS.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-6, Yr-1

Orijinal kaynagi1 Heines Kolben dir.

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir, enfeksiyon okuma degerleri

cimlenme(4) erigkin (4)

Test hatlarindaki diger genler HK, 2

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Macer, RCF, Hereditas Suppl 2:127-142)
Vilmorin 23

Genom lokalizasyonu 6A.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-3a, Yr-4a

Orijinal kaynag1 Vilmorin 23

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir

Test hatlarindaki diger genler 3a

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Chen, XM and Line, RF, Personal communication )

Moro
Genom lokalizasyonu 1BS.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-10
Orijinal kaynagi Moro
Diistik enfeksiyon tipi gosterir, enfeksiyon okuma degerleri

¢cimlenme(1) eriskin (1)
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Test hatlarindaki diger genler (Mor)

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi1 (Macer, RCF, Trans Br Mycol Soc 65:351-374 )
Strubes Dickopf

Genom lokalizasyonu D.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-2,3,4

Orijinal kaynag1 Strubes Dickopf

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Stubbs, RW, Personal communication )
Suwan 92 x Omar

Genom lokalizasyonu 2B.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Su92

Orijinal kaynagi Suwan92\Omar

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Chen, XM and Line, RF, Personal communication)
Clement

Genom lokalizasyonu 4B.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-9+1

Orijinal kaynagi Clement

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.

Test hatlarindaki diger genler 9

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Chen, XM and Line, RF, Personal communication)



Hybrid 46

Genom lokalizasyonu 1B-6B.
Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-3b, Yr-4b
Orijinal kaynag1 Hybrid 46
Diisiik enfeksiyon tipi gosterir. Enfeksiyon okuma degerleri
¢cimlenme (2) eriskin (1-2)
Test hatlarindaki diger genler 4b, 3b, H46
Yakin izogenik olup test hatti olarak kullanilmaktadir.
Gen referansi (Lupton, FGH and Macer, RCF, Trans Br Mycol
Soc 45:21-45)
Heines Peko
Genom lokalizasyonu 7B.
Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-6+
Orijinal kaynag1 Heines Peko
Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.
Yetiskin bitkilerde gozlenmektedir.
Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.
Gen referansi (Stubbs, RW, Personal communication)
Nord Desprez
Genom lokalizasyonu 4A.
Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr 3a, Yr 4a
Orijinal kaynagi Nord Desprez
Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.
Test hatlarindaki diger genler 3a

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.
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Gen referansi (Chen, XM and Line, RF, Personal communication)

Compair

Genom lokalizasyonu 5B.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr- 8

Orijinal kaynagi Compair

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.

Test hatlarindaki diger genler 8, Yr-19

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Luo et al. 2005 Phytopathology 95:1266-1270)

CarstensV

Genom lokalizasyonu 2AS.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr-32

Orijinal kaynag1 CarstensV

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.

Test hatlarindaki diger genler CV1-CV2-CV3

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Luo et al. 2005 Phytopathology 95:1266-1270)
Spaldings Prolific

Genom lokalizasyonu 2B.

Barindirdig1 dayaniklilik geni Sp. P.

Orijinal kaynag1 Spaldings Prolific

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir.

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Chen, XM and Line, RF, Personal communication)
Heines VII

Genom lokalizasyonu 7B.
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Barindirdig1 dayaniklilik geni Yr- 2+1

Orijinal kaynag1 Heines VII

Diisiik enfeksiyon tipi gosterir. Enfeksiyon okuma degerleri
cimlenme (4) eriskin (4)

Test hatlarindaki diger genler HVII

Yakin izogenik olup test hatt1 olarak kullanilmaktadir.

Gen referansi (Lupton, FGH and Macer, RCF, Trans Br Mycol Soc
45:21-45) ( Ma et al. 2001 Euphytica 120:219-226)

Duyarh ¢esitler
Kasifbey-95

Species : Triticum aestivum L. (2n=42)

Tip : yazlik

Cesit lokalizasyonu: Izmir-Tiirkiye

Gen ve alleller: Glu-A1b,Glu-B11,Glu-D1d[3184]

Statii: 1995 yili tescillenmis gesit

Pedigrisi:
HORK(SIB)/YAMHILL/KALYANSONA/BLUEBIRD[1610]

Cumbhuriyet-75

Species : Triticum aestivum L. (2n=42)
Varyete: erythrospermum[228][761];graecum[541][113]
Tip : yazlik

Cesit lokalizasyonu: Izmir

Gen ve alleller: Glu-A1b,Glu-B11,Glu-D1d[3184]

Statii: 1975 yili tescillenmis ¢esit
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Pedigrisi: SONORA-64*2//TEZANOS-PINTOS-
PRECOZ/Y AQUI-54/3/ ANDES-64-
A/4/2*FROCOR//Y AQUI/KENTANA[667][114][144][2406];

Seri-82

Species : Triticum aestivum L. (2n=42)

Varyete: erythrospermum[761];graecum[113][541]

Tip : yazlik

Cesit lokalizasyonu: Meksika

Gen ve alleller:
Rht1[116][1788][2850];Lr23,Lr26[1204][1484];Ir13[706];Sr31[
1484];Sr9g,Sr31[2636]; TIRS.1BL[1372][1688][1788];Yr2,Y17
,Y19[1484][1654];Glu-Ala,Glu-Blc,Glu-D1d[2404];

Statii: 1982 yili tescillenmis ¢esit

Pedigrisi:

KAVKAZ/(SIB) BUHO//KALYANSONA/BLUEBIRD[114][1
441,

(Anonim, http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree/pedigree.asp )

3.1.2 Deneme yerinin ozellikleri

Bu arastirmanin tarla denemeleri 2003-2006 yillarinda Bornova

ekolojik kosullarinda yiiriitilmiis, tarla ve sera denemeleri Ege

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boéliimii deneme tarlasi ve

serasinda kurulmustur. Deneme tarlasinin goriiniimii ve topragin fiziksel
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ve kimyasal oOzellikleri sirastyla Sekil 3.1 ve Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Sekil 3.1: Deneme tarlasinin genel goriiniimii (orijinal)



Cizelge 3.2: Arastirma Yeri Topraginin Bazi Fiziksel ve Kimyasal
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Ozellikleri

Ornek Derinligi (cm)
Ozellikler 0-20 20-40
Kum (%) 24,72 32,72
Kil (%) 32,56 30,56
Mil (%) 42,72 36,72
Biinye Milli-Kil Killi-Tin
pH 8,2 7,8
Eriyebilir Toplam Tuz (%) 0,095 0,075
Kireg (%) 21,52 18,64
Organik Madde (%) 1,130 1,150
Toplam Azot (%) 0,101 0,123
Faydali Fosfor (ppm) 0,40 0,40
Faydal1 Potasyum (ppm) 400 300

Ekim Oncesinde dekara saf olarak 8 kg N, 8 kg P,Os , ayrica

kardeslenme ve sapa kalkma baglangicinda toplam 10 kg N verilmistir.

3.1.3 iklim durumu

Deneme yerine ait iklim verileri (2003-2006 vegetasyon dénemi)

Bornova Meteoroloji istasyonundan temin edilmistir.Bu verilere ait iklim

degerleri Cizelge3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3: Bornova iklim verileri (2003-2006 yillar1 ve ¢ok yillik ortalamalar)

2003

OHS
Ocak 11,1
Subat 49
Mart 8,6
Nisan 12,7
Mayis 21,3
Haziran 27,2

Temmuz | 28,6
Agustos | 28,5

Eylul 22,5
Ekim 19,7
Kasim 13,1
Aralik 9,5
Ort-Top | 17,3

TY |OON OGS
1126 | 624 3,0
153,3| 60,1 4.3

121 521 71
109,7 61,0 54

85| 525 9,0
08| 375 11,8
-] 373|123
-1 382 111
-| 46,9 | 9,2

68,5 51,8 6.8

18,0 62,3| 5,8

956 | 653 | 3,0
5791 523 74

2004
OHS
7.1
8,2
12,2
15,7
20,3
26,5
29,0
27,8
23,8
19,8
13,2
10,7
17,9

OHS: Ortalama Hava Sicakhgi (°C)
OON: Ortalama Oransal Nem (%)

TY
189,1
26,8
12,9
29,6
10,7
1,6
1,8

1,6
72,6
45,7
392,4

OON
65,6
55,9
49,2
50,0
48,4
45,1
37,3
45,6
49,0

54,2
56,8

57,5
51,2

OGS
3.1
4,6
6,5
6,2
8,8
10,4
12,0
10,3

9,1

7,5

4,9

3,5
7,2

2005
OHS
9,4
7,8
11,6
15,9
211
249
291
28,5
23,5
17,1
12,3
11
17,7

TY: Toplam Yagis (mm)
OGS: Ortalama Gulneslenme Siresi (saat/giin)

TY | OON

11,4
191,8
71,5
13,8
717
40,0
0,3
0,5
55
9,2
129,8
54,3

699,8 | 52,7

59,9
62,9
58,3
50,1
51,6
40,4
45,1
45,6
50,9
52,6
59,9
54,7

2006

OGS |OHS| TY OON
4,0 6,1 56,5| 56,7
4,6 8,8| 98,6 | 59,8
55 11,6 1129,7 | 60,6
7.8 16,8| 27,0| 55,2
8,0 21,0 -| 443
11,6 | 26,2| 19,2| 37,9
11,4 | 28,5 -1 358
10,9 | 29,2 -1 39,8
9,0 23,4 |133,5 48,0
7.1
4.4
3,1

7,3 19,1 464,5| 48,7

OGS
4,3
3,4
4,9
6,0
9,1
9.4

10,9
10,6
8,3

7,4

Uzun yillar ortalamasi

OHS
8,1
8,6

10,8
15,0

20,2

25,0

27,6

27,0

22,2

18,0
13,2

9,9
171

TY
109,7
89,8
72,3
48,9
32,2
8,2
3,6
2,1
17,0
46,8
80,3
122,3
633,2

OON
68,0
67,0
65,0
62,0
58,0
50,0
47,0
50,0
56,0
63,0
68,0
70,0
60,3

OGS
4,0
4,5
5,9
7,1
9,1

11,3
12,3
11,5
9,9
7.3
5,1
3,7
7,6
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3.2 Yontem
3.2.1 Bitkilerin yetistirilmesi
Sar1 pasa dayanikli 16 bugday hatti ve anag¢ olarak segilen duyarlt

cesitler 4 m uzunlugunda tek siralar halinde ve melezleme islemlerinde
uygulanacak emaskulasyon ve tozlama c¢aligmalarima miisaade edecek
Ol¢iide 60 cm’lik sira araligiyla ekilmistir.

3.2.2. Melezlemeler

Arastirma  projesi  ¢ercevesinde, ¢igeklenme donemlerinin
uygunlugu géz oOniinde bulundurularak es zamanli gelisim gostermis,
baba olarak kullanilan 3 adet tek gen hat ( Lee, Compair ve Carstens V)
ile ana¢ olarak secilen duyarli gesitler 2003-2006 iiretim yillarinda
yetistirilmis ve asagidaki melez kombinasyonlarindan F; ve F, tohumlari
elde edilmistir:

I. kombinasyon

Cumbhuriyet 75 x Lee

Cumbhuriyet 75 x Compair

Cumbhuriyet 75 x Carstens V

I1. kombinasyon

Seri 82 x Lee

Seri 82 x Compair

Seri 82 x Carstens V

II1. kombinasyon

Kasifbey x Lee

Kasifbey x Compair

Kasifbey x Carstens V
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2003-2004 iiretim yih

Melezlemelerde baba olarak kullanilacak sar1 pasa (Puccinia
striiformis f. sp. tritici) dayanikli 16 bugday hatti ile anag olarak kullanilan
duyarli c¢esitler (Seri 82, Cumhuriyet 75 ve Kasifbey) 11.11.2003
tarihinde kurulan melez bahgesine sar1 pas’a dayanikli 16 hat’in ve 3
duyarli ¢esidin, uygun c¢iceklenme zamanlarim1i yakalamak amaciyla
onceden planlandigi sekle uygun olarak 3 farkli ekim zamani
uygulamasinin 1.ekim zamam seklinde yukarida belirtilen tarihte ekimi
yapilmis ve daha sonra ise diger iki ekim zamani 29-12-2003 ve 16-01-
2004 tarihlerinde kurulu olan melez bahgesine, ilk ekimde oldugu gibi
emaskulasyon islemlerinde kolaylik saglayacagi diistiniilerek 60 cm sira
aralif1 uygulanarak ikiserli siralar olusturmak suretiyle ekimleri
gerceklestirilmistir. Yoreye has mevsim kosullarinda meydana gelen
ekstrem sartlar nedeniyle olusan soguk zarar1 02.03.2004 tarihinde
yapilan gozlemlerle tespit edilmis, 6n goriilen melezleme ¢aligmalarinin
gerceklestirilebilmesi ve zarar gérmiis ¢esitlerin telafisi amaciyla anne
olarak kullanilacak olan duyarl gesitler icin ek olarak 4. zaman ekimleri
de 23.03.2004 tarihinde yapilmistir.

15.04.2004-07.05.2004 tarihlerinde melez bahgesindeki anne
olarak kullanilacak li¢ duyarh ¢esit bugday1 basaklarinda emaskulasyon
(anterlerin uzaklagtirilmasi ) yapilmis (Sekil 3.3 ve 3.4) ve basaklar izole
edilmistir. Daha sonra da baba olarak kullanilan Tek gen hatlar ile
tozlama yapilmistir. F2 jenerasyonu bitkilerine kaynak teskil edecek
olan F1 jenerasyonu bitki tohumluklar1 elde edilmesi amaciyla her bir
duyarli ¢esit c¢iceklenme donemlerinin uygunlugu g6z Oniinde

bulundurularak baba olarak kullanilmasi planlanan 16 tek gen hattan es
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zamanli gelisim gdstermis 3 adet tek gen hat ( Lee, Compair ve Carstens
V') tozlayici olarak se¢ilmis ve anag bitkilerin emaskiilasyonunu takiben
izole edilen basaklara 2-3 giin i¢inde se¢ilen tozlayici bitkilerden uygun
olarak alman bagaklar twirl yontemine gore tozlanmis ve tekrar izole

edilmistir (Sekil 3.2, 3.3ve 3.4).

Sekil 3.2: Melezlemede tozlama asamasi (orijinal)
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Sekil 3.4: Melezlemede tozlama asamasi (orijinal)
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11-29.06.2004 tarihlerinde melez ve ebeveyn basaklar1 ayri ayri
hasat edilip daneleme islemleri yapilmistir.

Lee, Compair ve Carstens V hatlar1 ile ana¢ olarak kullanilan
Seri82, Cumhuriyet75 ve Kasifbey cesitlerinde basar1 saglanmig diger
kombinasyonlardan melez tohum elde edilememistir

2004-2005 iiretim yih

F2 generasyonu bitkilerine tohumluk saglayacak F1 generasyonu
bitkilerinin ve ebeveyn olarak kullanilan tek gen hatlar ( Lee, Compair
ve Carstens V) ile duyarl ¢esitlerin (Seri82, Cumhuriyet75 ve Kasifbey
) ekimi, ¢imlenmeyi garantilemek amaciyla 6nceden hazirlanmis olan

giibre ve torf karigimi fide torbalarina 21.12.2004 tarihinde yapilmistir ve

ekim yapilan fide torbalar1 sera kosullarinda ¢imlendirmeye alinmistir.

A\

Sekil 3.5: Arastirma materyalinin serada yetistirilmesi (orijinal)



70

Sekil 3.7: Arastirma materyalinin serada yetistirilmesi (orijinal)
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Daha sonra gelisen F1 jenerasyonu bitkilerinin ve ebeveynlerden
baba olarak kullanilan tek gen hatlarin ekimi 6n hazirliklari tamamlanmig
olan deneme alanlarina sasirtmak suretiyle 10.03.2005 tarihinde
gerceklestirilmistir. Ayni zamanda ana olarak kullanilan duyarl ¢esitlerin
olusturdugu ebeveynlerin tarlaya ekimi de belirtilen tarihlerde
yapilmistir. Daha sonra belirtilen ebeveyn ve F; bitkilerinden DNA
izolasyonuna materyal teskilini garantilemek amaciyla Onceden
belirlenmis olan ve ebeveyn olarak kullanilan 3 adet tek gen hat ( Lee,
Compair ve Carstens V ) ile duyarh ¢esitlerin ( Seri 82, Cumhuriyet 75
ve Kasifbey ) arasinda tekrar eden melezlemeler 25-29.05.2005

tarihlerinde yapilmistir .

2005-2006 iiretim yilh

F2 jenerasyonu bitkilerinin elde edilmesi ve F2 populasyonlarinin
olusturulmasi i¢in F2 tohumluklarindan segilerek tek bitki elde etmek
amaciyla dnceden hazirlanmis olan giibre ve torf karisimi fide torbalarina
03.04.2006 tarihinde F2 jenerasyonu tohumluklar tek, tek olmak
kosuluyla torbalara ekim yapilmis ve ekimi yapilan fide torbalar1 sera
kosullarinda ¢imlenmeye alinmistir. Cimlenen tek F2 bitkilerinden DNA
izolasyonunda kullanilmak iizere yeter miktarda taze yaprak Ornegi
uygun olarak ependorf tiiplerinde sivi azot igerisinde bekletmek
kosuluyla toplanmis ve sonrasinda kullanilmak iizere -20 C° derecede

muhafaza altina alinmigtir.
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Sekil 3.8:Yaprak 6rneklerinin ependorf tiiplerinde — 20°C de

muhafazasi(orijinal)

Daha sonraki asamalarda genotipik ag¢ilma gdstermis olan F2
bitkilerinde yapilacak olan seleksiyonda, ©nemli bir kriter olan
inokiilasyon igslemi uygun iklim ve kosullar goz 6niinde bulundurularak,
sart1 pas (Pucinia striiformis) inokiilantlar1 kullanilmak suretiyle
gerceklestirilmistir. Yapilan inokiilasyon isleminden beklenen basari elde
edilememis ve kullanilan inokiilant irklarinda herhangi bir ¢ogalma tespit
edilememis olup daha sonradan fenotipik seleksiyonda ornek tegkil
edecek olan F2 bitkilerinde herhangi bir hastalik reaksiyonuyla

karsilagilmamastir.
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2006-2007 iiretim yih

Onceden almarak -20 C° derecede saklanan ebeveynler ve bunlara
ait F1 ve F2 jenerasyonu bitki orneklerinden daha sonraki asamalarda
ylriitilecek olan DNA analizlerinde kullanilmak {izere DNA
izolasyonlar1 ger¢eklestirilmis ve elde edilen DNA’lar da miktar tayini ve
uygun seyreltme islemleri icin spektrofotometre de bu Orneklerin
Olctimleri yapilmistir. Yapilan 6l¢iimlerden elde edilen OD sonuglarindan
hesaplanan DNA miktarlarina gére PCR analizi icin pl’de 5 ng olacak
sekilde TE (Tris-EDTA) tamponu ile seyreltilmistir. Stok ve uygun
seyreltmeler sonucu elde edilmis seyreltik DNA orneklerinde kalite

tayini i¢in %1°lik agarose jel de elektroforez islemi gergeklestirilmis ve

orneklerin uygun kalitede olduklar1 gézlenmistir.

Sekil 3.9: DNA kalite olgtimleri i¢in %1’lik agaros jel elektroforezi
(Orijinal)

Sekil: 3.10: DNA kalite 6l¢timleri i¢in %1°lik agaros jel elektroforezi
(Orijinal)
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3.2.3. DNA analizleri

DNA analizleri Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimii'ne ait Uygulamali Molekiiler Genetik Laboratuvarinda
yiritiilmistir. Caligmada ebeveyn olarak kullanilan duyarli ¢esitler ve

tek gen hatlar ile bunlardan tiiretilmis F1 ve F2 generasyonu
bitkileri materyalinde; arastirmanin amaci dogrultusunda ebeveyn ve
melez dolleri karakterize etmek lizere ¢alismaya konu olan tiim melez
kombinasyonlar1 icinden Ege Bolgesinin en énemli ¢esitleri arasinda yer
alan Cumhuriyet75’in 02 nolu tek gen hat (Lee) ile olan melez
kombinasyonu secilmis, DNA analizleri ebeveynler de 10 baz
uzunlugunda 40 tesadiifi primer (OPA-14, OPA-15, OPA-17, OPA-18,
OPA-19, OPA-20, OPB-01, OPB-02, OPB-03, OPB-04, OPB-05, OPB-
11, OPB-12, OPB-14, OPB-17, OPC-01, OPC-03, OPC-05, OPC-06,
OPC-07, OPC-08, OPD-12, OPD-15, OPE-07, OPF-03, OPG-01, OPG-
02, OPG-13, OPQ-12, OPQ-15, OPR-02, OPT-20, OPU-07, OPAC-12,
OPAE-10, OPAF-20, OPAG-04, OPAG-18, OPAN-08 ve OPAN-12)
denenmis ve secilen melez kombinasyonundan tiiretilmis F1 ve F2
generasyonu bitkilerinde ise ebeveynlerde denenmis 40 primer
igerisinden secilmis 10 RAPD primeri (OPAE-10, OPB-01, OPB-03,
OPB-05, OPB-11, OPC-07, OPD-12, OPG-02, OPAG-04, ve OPAN-12)
kullanilarak RAPD analizi yapilmistir. Ayrica incelenmek iizere secilen
melez kombinasyonun da ve buna ait F1 ve F2 ddllerinde SSR markdrleri
kullanilarak 5 adet forward ve reverse primeri (WMC-24-F, WMC-24-R,
WMC-25-F, WMC-25-R, WMC-27-F, WMC-27-R, WMC-41-F, WMC-
41-R, WMC47-F ve WMC47-R) kullanilarak DNA analizleri
gerceklestirilmistir.
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3.2.3.1. DNA izolasyonu

DNA’larin elde edilmesinde Doyle and Doyle (1987) metoduna
gore CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) izolasyon yontemi

kullanilmistir.

10-15 cm boyundaki gen¢ bugday fidelerinin taze yapraklarindan
yaklasik 0.2 gr olacak sekilde alinan Ornekler, her ependorf tiipleri
icerisinde sivi azot igerisine daldirilarak dondurulduktan sonra yine
tiipler icerisine sivi azot damlatilmak suretiyle toz haline gelinceye kadar
ezme ¢ubuklar1 kullanilarak iyice ezilmis ve tiiplere 700 ul DNA
izolasyon tamponu eklenerek daha onceden 65 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda inkiibasyona almmistir. Orneklerin su banyosunda DNA
izolasyon tamponu (Cizelge3.4) ile 30 dakika inkiibasyonu sirasinda her

10 dakikada bir yavasca calkalanmistir.

Cizelge 3.4: DNA izolasyon Tamponu [Doyle and Doyle (CTAB)]

Tris HCL, pH: 8.0 | 100 mM

EDTA 20 mM
NaCL 14 M
CTAB % 2
Nay S, Os % 1

-mercaptoethanol % 0.2
B p

Bu islemin sonunda tiipler su banyosundan ¢ikartilip 700ul soguk

24:1 oraninda kloroform + isoamil alkol ( CIA ) karisimi eklenmis ve
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yaklagik 5 dakika hafif¢e calkalandiktan sonra mikro santrifiijde 10.000
devirde 4 °C’de 10 dakika siire ile santrifiije konulmustur. Burada olusan
iist s1v1 faz alinarak yeni bir tiipe aktarilmis, tizerine tekrar 600 pl CIA
eklenerek 5 dakika elle hafif calkalandiktan sonra 10.000 rpm’de 4 °C’de
10 dakika silire ile santrifiij islemi tekrarlanmistir. Bu islemlerin
sonrasinda olusan iist faz yeni bir tiipe aktarilmis ve 50ul NH4OAc
(10M) ve 60ul NaOAc (3M, pH:5.5) eklenerek yavasca karistirilmis ,
sonrasinda ise 500ul soguk 2-propanol eklenmistir. Tiipler yavasca ters
diiz edilerek DNA goriiliir hale gelmistir. Daha sonra mikro santrifiijde
4000 rpm de 4 dk. santrifiije alinan tiiplerde ¢okeltilen DNA’lardan iist
faz mikro pipet kullanilarak uzaklagtirilmis ve 6rneklere ait DNA’larin
bulundugu her bir tiipe 200pul yikama soliisyonu (90 ml %70 ethanol, 100
pul 10 M’lik amonyum asetat, 10 ml H,O) eklenerek 10 dakikadan az
olmamak kaydiyla bekletilerek yikamaya alinmigtir. Daha temiz DNA
elde etmek amaciyla yapilmis olan bu muameleden sonra yikama
soliisyonu mikro pipet ile uzaklastirilmis ve alkoliin tamamen buharlasip
uzaklagmasi i¢in tiiple 37 °C’de inkiibatorde bekletilmistir. Tamamen
buharlagsmanin saglanip kurutma islemi sonlandiktan sonra DNA
pelletleri 100 - 200 ul TE tamponu (10mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0)

eklenerek ¢oziindiikten sonra —20 °C’de saklanmustir.
3.2.3.2.DNA Miktar Tayini

PCR reaksiyonunda her 6rnekten esit miktarda DNA kullanilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle yukarida agiklanan prosediirde izole edilen

DNA miktariin tayini gereklidir.
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Izole edilen cift iplikli DNA miktarmnin tayini spektrofotometrede
(Pye unicam SP6-500 UV) yapilmis ve OD sonuglarindan hesaplanan
DNA miktarlarma gére PCR analizi i¢in RAPD markorlerin de
kullanilmak tizere pl’de 5 ng ve SSR markoérleri icin ise pul’de 10 ng
olacak sekilde TE (Tris-EDTA) tamponu ile seyreltilmistir.

3.2.3.3. PCR islemi (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR, oligoniikleotid primerler tarafindan sinirlandirilan belirli bir
DNA pargasinin enzimatik olarak cogaltilmasini saglayan in vitro bir
yontemdir. Bu islemde s6z konusu DNA pargasi milyonlarca kez

cogaltilabilir.
PCR yontemi agagida belirtilen asamalardan olusur:

e Kalip DNA molekiiliiniin yliksek sicaklik derecelerinde
(94°C) denaturasyonu

e Oligoniikleotid primerlerin tek iplikli DNA molekiilleri

iizerinde kendilerini komplementer bolgelere baglamasi (35-65°C)

e DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit
deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) ortaminda primerin 3’ hidroksil
ucundan polimerizasyonu ve bdylece kalip DNA ipligine tamamlayici

olan yeni DNA molekiiliiniin sentezlenmesi (72°C).

Yukarida agiklanan dongiiniin  bircok kez tekrarlanmasi
(denaturasyon, primerin baglanmast ve yeni DNA ipliginin sentezi)
asamalariyla her donglide DNA iki katina ¢ikar. Boylece DNA, PCR

isleminde geometrik dizi bigiminde ¢ogaltilmis olur (2")
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3.2.3.4.RAPD Markorleri

Her tiipte toplam hacim 15 pl olacak sekilde; 25 ng genomik DNA,
her bir dANTP’den 100 uM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 15 ng primer
(Operon Teknolojisi), 1xTaq DNA polimeraz tamponu (100 mM Tris-
HCL, pH: 8.3, 500 mM KCL, 15 mM MgCl, ve % 0.01 jelatin), 1 iinite

Taq DNA polimeraz enzimi (Sigma) bulunmaktadir.

PCR islemi i¢in her biri

Teknolojisine ait 40 farkli primer kullanilmistir. Kullanilan primerler ve

baz diziligleri Cizelge 3.5°de verilmistir.

Cizelge 3.5: PCR Reaksiyonunda Kullanilan RAPD Primerleri ve

Baz Dizilisleri

Primer Ismi
OPA-14
OPA-15
OPA-17
OPA-18
OPA-19
OPA-20
OPB-01
OPB-02
OPB-03
OPB-04
OPB-05
OPB-11
OPB-12
OPB-14

Baz Dizilisi
5-TCTGTGCTGG-3'
5'-TTCCGAACCC-3'
5'-GACCGCTTGT-3'
5'-AGGTGACCGT-3'
5'-CAAACGTCGG-3'
5'-GTTGCGATCC-3'
5-GTTTCGCTCC-3'
5'-TGATCCCTGG-3'
5'-CATCCCCCTG-3'
5'-GGACTGGAGT-3'
5'-TGCGCCCTTC-3'
5'-GTAGACCCGT-3'
5'-CCTTGACGCA-3'
5'-TCCGCTCTGG-3'

SLAGGGAACGAG.D!

10 baz uzunlugundaki



OPC-01
OPC-03
OPC-05
OPC-06
OPC-07
OPC-08
OPD-12
OPD-15
OPE-07
OPF-03
OPG-01
OPG-02
OPG-13
OPQ-12
OPQ-15
OPR-02
OPT-20
OPU-07

OPAC-12

OPAE-10

OPAF-20

OPAG-04

OPAG-18

OPAN-08

OPAN-12

S-TTCGAGCCAG-3'
5'-GGGGGTCTTT-3'
5'-GATGACCGCC-3'
5'-GAACGGACTC-3'
5'-GTCCCGACGA-3'
5'-TGGACCGGTG-3'
5'-CACCGTATCC-3'
5'-CATCCGTGCT-3'
5'-AGATGCAGCC-3'
5'-CCTGATCACC-3'
5'-CTACGGAGGA-3'
5'-GGCACTGAGG-3'
5'-CTCTCCGCCA-3'
5'-AGTAGGGCAC-3'
5'-GGGTAACGTG-3'
5'-CACAGCTGCC-3'
5-GACCAATGCC-3'
5'-CCTGCTCATC-3'
5'-GGCGAGTGTG-3'
5'-CTGAAGCGCA-3'
5'-CTCCGCACAG-3'
5'-GGAGCGTACT-3'
5'-GTGGGCATAC-3'
5'-AAGGCTGCTG-3'
5S'-AACGGCGGTC-3'
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PCR islemi thermocycler (Eppendorf Mastercycler gradient)

cihazinda 35 dongiiden olusan ¢izelge 3.6’da gosterilen programa gore

gerceklestirilmistir:
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Cizelge 3.6: RAPD i¢in PCR Amplifikasyonu dongiileri

Baglangig 94 °C 30 saniye
denatiirasyonu
Denatiirasyon 94 °C - 25 saniye

Yapigma 35°C - 45 saniye

Uzama 72 °C - 60 saniye 35 Dongii
Uzama 72°C - 5 dakika
4 °C 0

3.2.3.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR isleminden sonra amplifiye olan DNA’lar % 1.5’luk agaroz
jelde elektroforetik analize tabi tutulmuslardir. Jel ve elektrot tampon
cozeltisi icin SOXTAE (242 g Tris, 57.1 ml asetik asit, 37.2 g EDTA pH
8.5 destile su ile 1litreye tamamlanir) kullanilmistir. Elektroforez islemi
Fisher Biotech, FB-LSU-1 cihazinda gergeklestirilmistir. Ornekler 3 pl
yikleme tamponu ile boyanarak jeldeki gozlere pipet yardimiyla
yerlestirilmistir. Standart markor olarak 27000 bp’lik A DNA Hind III
/Eco R1 kullanilmstir. (Sekil 3:11)



21226 bp

5148 bp

4973 bp
4268 bp
3530 bp

2027 bp
1904 bp
1584 bp
1375 bp

947 bp
831 bp

564 bp

Sekil 3.11 : A DNA Hind III /Eco R1
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3.2.3.4.2. Agaroz Jelin Boyanmasi

Elektroforez isleminden sonra DNA’nin goriiniir hale getirilip
degerlendirilebilmesi icin ethidium bromide ile boyanmistir. Ethidium
bromide’in stok ¢ozelti konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmigtir. Jel 2 pg/ml ethidium bromide igeren saf suda 20 dakika
calkalanarak boyanmis ve daha sonra fazla boyay1 uzaklastirmak igin 15

dakika saf suda yikanmustir.

3.2.3.4.3. Fotograf Cekimi

Bantlarin degerlendirilebilmesi i¢in jeller ethidium bromide ile
boyama isleminden sonra UV 1s1k altinda incelenmis ve Nikon coolpix-
3200 dijital fotograf makinasi ile fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2.3.4.4. DNA bantlarinin degerlendirilmesi

Genotipler arasindaki genetik benzerlik ve genetik uzaklik
degerleri, RAPD bantlarinin varhiginda 1 yoklugunda 0 olacak sekilde
hazirlanmis olan veri matriksinden yararlanarak Nei and Li (1979)’nin
asagidaki formiiliine gore hesaplanmis ve NTSYS-pc (Rohlf, 1998)

istatistik paket programinda genotiplere ait dendrogram elde edilmistir.



F=2 M,,/(Mx+My)

F: Benzerlik orani

M,y: Iki genotip arasindaki ortak bant sayist
M;: Birinci genotipin toplam bant sayis1
M,: Ikinci genotipin toplam bant sayisi

1-F= Polimorfizm orani
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3.2.3.5.SSR Markorleri

Her tiipte toplam hacim 15 pl olacak sekilde; 50ng genomik DNA,
her bir dNTP’den 200 uM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), F+R 1+1
pmol/pl primer, 10xPCR tamponu (750 mM Tris-HCL, pH: 8.8, 200 mM
(NHy), SO4, - MgCl, ve % 0.1 Tween20), 25mM MgCl, , 5U/ul Taq

DNA polimeraz enziminden (Sigma) olusmaktadir.

PCR islemi igin forward ve reverse olmak iizere 22 baz

uzunlugunda 5 (F+R) farkli SSR primeri kullanilmistir. Kullanilan

primerler ve baz dizilisleri Cizelge 3.4‘de verilmistir.

Cizelge 3.7: PCR Reaksiyonunda Kullanilan SSR Primerleri ve

Baz Dizilisleri

Primer Ismi

WMC24-F
WMC24-R
WMC25-F
WMC25-R
WMC27-F
WMC27-R
WMCA41-F
WMC41-R
WMCA43-F
WMC43-R

Baz Dizilisi
5-GTGAGCAATTTTGATTATACTG-3'
5-TACCCTGATGCTGTAATATGTG-3'

5'- TCTGGCCAGGATCAATATTACT -3'
5'- TAAGATACATAGATCCAACACC -3'
5'- AATAGAAACAGGTCACCATCCG -3'
5'- TAGAGCTGGAGTAGGGCCAAAG -3'
5'- TCCCTCTTCCAAGCGCGGATAG -3'
5'- GGAGGAAGATCTCCCGGAGCAG -3'
5'- TAGCTCAACCACCACCCTACTG -3'
5'- ACTTCAACATCCAAACTGACCG -3'
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PCR islemi thermocycler (Eppendorf Mastercycler gradient)
cihazinda 30 dongiiden olusan asagidaki  programa  gore
gerceklestirilmistir: (Cizelge 3.8)

Cizelge 3.8: SSR i¢in PCR Amplifikasyonu dongiileri

Baslangi¢ denatiirasyonu

94 °C 2 dakika
Denatiirasyon 94°C - 30 saniye
Yapisma 50°C - 30 saniye 30 Dongii
Uzama 72 °C - 60 saniye
Final Uzama 72 °C 10 dakika
3.2.3.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR isleminden sonra amplifiye olan DNA’lar eloktroforezde %
2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Jel ve elektrot tampon ¢d6zeltisi igin
10xTBE (216 gr Tris, 110 gr borik asit, 80 ml 0.5M EDTA pH 8.0 destile
su ile 2litreye tamamlanir) kullanilmistir. Elektroforez islemi Fisher
Biotech, FB-LSU-1 cihazinda gergeklestirilmistir. Ornekler 5 pl yiikleme
tamponu (49ml %98 formamid, 50 pul IM EDTA pH 8.0, 0.125gr %0.25
bromphenol blue, 0.125 gr %0.25 xylenecyanol destile su ile 50 ml’ye
tamamlanir.) ile boyanarak jeldeki goOzlere pipet yardimiyla
yerlestirilmistir. Standart markor olarak GeneRuler 100 bp’lik DNA
ladder (Sekil 3.12) kullanilmistir.
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Sekil 3.12 : 100bp. DNA ladder
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3.2.3.5.2. Agaroz Jelin Boyanmasi

Elektroforez isleminden sonra DNA’nin goriinlir hale getirilip
degerlendirilebilmesi i¢in ethidium bromide ile boyanmistir. Ethidium
bromide’in stok ¢ozelti konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Jel 2 pg/ml ethidium bromide igeren saf suda 20 dakika
calkalanarak boyanmis ve daha sonra fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 15

dakika saf suda yikanmustir.

3.2.3.5.3. Fotograf Cekimi
Bantlarin degerlendirilebilmesi i¢in jeller ethidium bromide ile
boyama isleminden sonra UV 1s1k altinda incelenmis ve Nikon coolpix-

3200 dijital fotograf makinasi ile fotograflar1 ¢cekilmistir.

3.2.3.5.4. DNA bantlarinin degerlendirilmesi

Genotipler arasindaki genetik benzerlik ve genetik uzaklik
degerleri, SSR bantlarinin sayilmasi ve varliklarina gore bant adetlerinin
rakamsal olarak degerlendirilmesi ile hazirlanmis olan veri matriksinden
yararlanarak Nei and Li (1979)’nin asagidaki formiiliine gore
hesaplanmis ve NTSYS-pc (Rohlf, 1998) istatistik paket programinda

genotiplere ait dendrogram elde edilmistir.
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F=2 M,y/(Mx+My)

F: Benzerlik oranm

M,y: Iki genotip arasindaki ortak bant sayis
My: Birinci genotipin toplam bant sayisi
M,: Ikinci genotipin toplam bant sayisi

1-F= Polimorfizm orani
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tarimsal {iretimde verimi arttiran c¢evre faktorleri ¢ogu zaman ona
zarar veren mikroorganizmalarin da gelismesi i¢in uygun kosullar
saglamaktadir. Bu nedenle verimi ve {irliniin kalitesini ylikseltmek icin bu
mikroorganizmalarin yol actig1 hastaliklarla miicadele etmek zorunludur.
(Demir ve Turgut. 1999).

Diinya iizerindeki ilk kayitlar bugdaydaki hastalik belirtilerinin eski
donemlerde kiif, kiiflenme ve piiskirme olarak adlandirildigimi
gostermektedir. Ancak bizler simdi bu belirtilerin pas olabilecegini farz
etmekteyiz. Aristotle (1.0.384-322) pas’in epidemi yillarinda sicak
buharlagmayla olustugunu ve zarara neden oldugunu yazmistir.
Theophrastus ise pas’in tahillarda baklagiller den daha siddetli oldugunu
rapor etmistir. Israil deki kazilar yaklasik 1.0. 1300 tarihlerinde kara pas’in
urediniospores larimin varligini ortaya koymustur (Roelfs et al., 1992).

Ulkemizde en yaygi olan pas hastalig1 sar1 pas hastaligidir. Epidemi
oldugu yillarda 6zellikle hastaliga hassas ¢esit ekildiginde %30-40'lara varan
verim kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle dayanikli islah cesitlerinin
gelistirilmesi biiylik onem tagimaktadir.

Bitki 1slahinda genetik ¢alisma materyalinin tanimi biiylik 6nem
tasimaktadir. Iste bu noktada molekiiler markorler bitki 1slahinda kalitatif ve
kantitatif karakterler i¢in yapilacak markdrlere dayali seleksiyonda genis bir
kullanim alanina sahiptir.

Bugdayda Puccinia striiformis.sp. tritici tarafindan olusturulan saripas
hastali§i diinyanin ¢esitli yorelerinde epidemi yaparak biiyiilk verim
kayiplarina neden olmaktadir. Bu hastalik son yillarda Tiirkiye’de iklimin de
uygun gitmesi sonucu epidemiler yaparak biiyiik bir ekonomik kayba neden

olmustur (Yildirnm ve ark. 1999). Bu durum muhtemelen yaygin olarak
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yetistirilen bugday cesitlerinin sahip olduklar1 dayaniklilik genlerinin
patojen tarafindan asilmasinin bir sonucudur. Patojenin genetik yapisini ¢ok
hizli ve kolayca degistirebilme yeteneginde olmasi, hastalikla siirekli ve
kararl1 bir miicadeleyi zorunlu kilmaktadir. Bu amacla patojen ¢ok yakindan
takip edilerek kalic1 dayaniklilik saglayan yeni genlerin hizli bir sekilde
bugday cesitlerine aktarilmasi gerekmektedir. Ayrica bir ¢ok farkli
dayaniklilik geni ayn1 genotipte toplanarak gen piramidlerinin olusturulmasi
sar1 pas zararini Onleyecek veya en az diizeye indirecektir. Bu amacla
modern seleksiyon tekniklerinin kullanimi basarili 1slah g¢alismalar ig¢in
zorunludur. Bu tekniklerin yaygin olarak kullanilanlar1  kromozom
bantlamas1 ve genomik in situ hibridizasyonu gibi sitolojik tekniklerle,
molekiiler markdrlerle olusturulan genetik haritalardir.

Yapilan bu calismada hedeflenen amaca uygun olarak ekmeklik
bugdaylarda sar1 pasa dayanikli hatlar ile sar1 pasa duyarl ticari ¢esitler
arasinda, pasa dayaniklilik agisindan DNA diizeyinde genetik farkliliklar
ve benzerlikler incelenmis ve genetik benzerlik ve farkliliklarin
saptanmast i¢in molekiiler diizeyde RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) ve SSR (Simple sequence repeat) markdrlerinden
faydalanilmistir.

4.1. Ebeveynlere ait DNA Analizleri

Arastirmada kullanilan 40 primerin (OPA-14, OPA-15, OPA-17,
OPA-18, OPA-19, OPA-20, OPB-01, OPB-02, OPB-03, OPB-04, OPB-
05, OPB-11, OPB-12, OPB-14, OPB-17, OPC-01, OPC-03, OPC-05,
OPC-06, OPC-07, OPC-08, OPD-12, OPD-15, OPE-07, OPF-03, OPG-
01, OPG-02, OPG-13, OPQ-12, OPQ-15, OPR-02, OPT-20, OPU-07,
OPAC-12, OPAE-10, OPAF-20, OPAG-04, OPAG-18, OPAN-08 ve
OPAN-12) vermis oldugu degerlendirilebilir bantlar ve bu primerlerin
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RAPD sonuglar sirasi ile Sekil4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10,
4.11,4.12,4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23,
4.24,4.25,4.26,4.27,4.28,4.29, 4.30, 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35, 4.36,
437, 438, 4.39, 440 ve 4.41°de verilmistir. U¢ dayanmikli hat ve ii¢
duyarli c¢eside ait DNA kalitesi %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek elde

edilmis ve Sekil 4.1°de verilmistir.
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6 5 4 3 2 1
Sekil 4.1: Ebeveynlere ait DNA Kalitesi:

1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02 nolu hat, 5: 13 nolu
hat, 6: 14 nolu hat.
6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.2: OPA-14 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.3: OPA-15 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02 nolu
hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
A 5 4 2 2 1 St

Sekil 4.4: OPA-17 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02 nolu
hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.5: OPA-18 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.6: OPA-19 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat



95

Sekil 4.7: OPA-20 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.8 OPB-01 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02

nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.9: OPB-02 primerinin RAPD sonugclari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.10: OPB-03 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.11: OPB-04 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.12: OPB-05 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.13: OPB-11 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4:
02 nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.14: OPB-12 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.15: OPB-14 primerinin RAPD sonuglari.
St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.16: OPB-17 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markdr, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02 nolu
hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.17: OPC-01 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.18: OPC-03 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat



101

Sekil 4.19: OPC-05 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.20: OPC-06 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.21: OPC-07 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.22: OPC-08 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markér, 1: Cumbhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3:
Kasifbey-95, 4: 02 nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.23: OPD-12 primerinin RAPD sonugclart.

St: Standart markoér, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasiftbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.24: OPD-15 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.25: OPE-07 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.26: OPF-03 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.27: OPG-01 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

6 5 4 32 1 St

Sekil 4.28: OPG-02 primerinin RAPD sonuglart.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.29: OPG-13 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.30: OPQ-12 primerinin RAPD sonuglart.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.31: OPQ-15 primerinin RAPD sonuglart.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.32: OPR-02 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.33: OPT-20 primerinin RAPD sonugclart.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.34: OPU-07 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.35: OPAC-12 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.36: OPAE-10 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.37: OPAF-20 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

Sekil 4.38: OPAG-04 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.39: OPAG-18 primerinin RAPD sonuglart.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.40: OPAN-08 primerinin RAPD sonuglart.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasifbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat
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Sekil 4.41: OPAN-12 primerinin RAPD sonuglari.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75 , 2: Seri-82, 3: Kasitbey-95, 4: 02
nolu hat, 5: 13 nolu hat, 6: 14 nolu hat

RAPD analizi sonucunda degerlendirmeye alinan 40 primer toplam
980 adet bant vermistir. Elde edilen bantlarin 914 adedinin polimorfik 66

adedinin monomorfik bantlar oldugu gézlenmistir.

Bant ortalamalar1 incelendiginde; primer basina ortalama
polimorfik bant sayis1 22.8, ortalama monomorfik bant sayis1 1.6 ve birey

basina diisen RAPD bant sayis1 163.3 olarak hesaplanmuistir.

Primerler degerlendirmeye alindiginda; en fazla bant veren primer
OPA-15, en az bant veren primer ise OPB-12 primeri olarak
gozlenmistir. En fazla polimorfik bant veren primer OPC-05, en fazla
monomorfik bant veren primer OPA-15 olarak belirlenmistir. OPA-14,
OPA-17, OPB-03, OPB-05, OPB-12, OPC-01, OPC-03, OPE-07, OPF-
03, OPG-02, OPR-02, OPAG-18, VE OPAN-12 primerlerinde ise hig
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monomorfik bant gdézlenmemistir. Ebeveynlere ait dendrogram Sekil

4.42’de verilmistir.

030 057 054 071 07s
Coefficient

Sekil 4.42: Ebeveyn genotiplerine ait RAPD dendrogram.
Dendrogram incelendiginde ebeveynlerin baglica 2 ana gruba
ayrildigi gozlenmektedir. Birinci grupta Cumbhuriyet-75 ve Seri-82
cesitleri yer almustir. ikinci grupta Kasifbey-95, 02 nolu hat(Lee), 13 nolu
hat(Compair) ve 14 nolu (CarstensV) hatlar yer almistir. Ikinci grup
kendi i¢inde iki alt gruba ayrilmis, bu alt gruplardan ilkinde Kasifbey-95
ve 02 nolu hat bir arada yer alirken 13 ve 14 nolu hatlar ikinci alt grubu

olusturmuslardir.

Arastirmada kullanilan ebeveyn genotiplerinin birbirleriyle bant
bazinda benzerlik ve farklilik oranlar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 incelendiginde ebeveynlere ait genetik benzerlik
oranlart 0.62-0.87 arasinda varyasyon gostermistir. Ebeveynlere ait
ortalama benzerlik orani1 0.76 (toplam monomorfizm/karsilastirma sayisi)
olarak saptanmistir. 13 ile 02 nolu hatlar arasindaki benzerlik 0.87 orani

ile birbirine en benzer genotipler olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2 incelendiginde ebeveynlere ait genetik farklilik
oranlar1 0.13-0.38 arasinda degismistir. Ebeveynlere ait ortalama farklilik
orani 0.24 (toplam polymorfizm/karsilagtirma sayisi) olarak saptanmaistir.
Cumhuriyet-75 ile 14 nolu hat 0.38 orani ile genetik bakimindan

birbirinden en farkli genotipler olarak bulunmustur.



Cizelge 4.1 RAPD bantlar1 bakimindan ebeveynlerin genetik benzerlik oranlari.

Cumbhuriyet-75
Seri-82
Kasibey-95

02

13

Seri-82

0.81

Kasitbey-95
0.83
0.81

02

0.70

0.79

0.84

13

0.63
0.70
0.73

0.87

14

0.62
0.70
0.68
0.80
0.85

115
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Cizelge 4.2 RAPD bantlar1 bakimindan ebeveynlerin genetik farklilik oranlari.

Cumhuriyet-75
Seri-82

Kasibey-95
02

13

Seri-82

0.19

Kasitbey-95
0.17
0.19

02

0.30

0.21

0.16

13

0.37
0.30
0.27

0.13

14

0.38
0.30
0.32
0.20
0.15
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Cizelgeler incelendiginde goriildiigii gibi genel olarak benzerlik
oranlar1 yiiksek degerlere dayaniklilik genini tasidigi bilinen hatlar
arasinda rastlanirken yine aymi sekilde en yiiksek farklilik oranlari bu
dayanikli hatlar ile yerli ¢esitler arasinda gozlenmistir. Bu sonug
dayaniklilik genini tasidigi bilinen hatlar ile sar1 pasa duyarli gesitler
arasindaki genetik farkliligi desteklerken yine aynmi sekilde dayaniklilik
genini tasityan hatlar arasindaki benzerligi de ortaya koymustur. Ancak
bu farklilig1 daha net bir sekilde ortaya koyabilmek ve kesin bir markor
tayininde bulunabilmek, yapilacak olan DNA analizlerinde kullanilacak
yonteme bagl olarak da degiskenlik gosterecektir. Tiim bu belirleyici
faktorlerin yanmi sira genetik polimorfizmi daha genis boyutlarda elde
edebilmek ic¢in fenotipik gozlemler yapilmali ve kullanilan primer
sayisinin artirilmasimin yanisira SSR, AFLP gibi diger yontemlerin de

kullanilmasi1 zorunlulugunu ortaya koymustur.

Singh et al., (2000) bugdayda sar1 pasa dayaniklilik genlerini
belirlemek i¢in [7. turgidum L. x Ae. tauschii (Coss.) Schmai.] x T.
aestivum L. cv. ‘Opata 85" melezinden gelistirilen rekombinant
kendilenmis hatlardan olusan bir RFLP haritalama populasyonunu fide
enfeksiyonu icin serada {i¢ inokiilasyon testi ile, ergin bitkilerin
reaksiyonunu ise dort farkli  tarla  inokiilayon testi ile
degerlendirmislerdir. Ae. tauschii’den gelen ve belirlenmeyen gen Y728
olarak dizayn edilmis ve 4DS kromozomunda yer almaktadir. Y728 geni
fide dayaniklilhiginmi giiglii bir sekilde etkilemesine ragmen iki lokasyonun
sadece daha sicak kisimlarinda ergin bitkilerde de dayaniklilik
sagladigimi belirtmislerdir. Diger ikinci bir geni fide testlerinde 7DS

kromozomunda bulunan Yr/8 ergin bitki dayaniklilik genine yakin
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markdr allelleri bulunan Opata dayanikliligr ile iligkili olarak yiiksek
seviyede cevreden etkilenen bir gen olarak bildirmislerdir. Opata’da
bulundugu bilinen Yr/8 geninin tarla denemelerinde hastaliga tepkiyi
azalttigimmi ve bu genin Lr34 ile ¢ok yakin linkage durumunda oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica 3BS, 3DS ve 5DS kromozomlarinda bulunan ve
Opatadan gelen diger ii¢ bolgenin ergin bitki dayaniklihig: ile iliskisi

oldugunu vurgulamiglardir.

4.1.1. Cumbhuriyet-75 x 02 nolu hat ( Lee ) kombinasyon
generasyonlarina (F; ve F, ) ait DNA Analizleri

Cumhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunda ebeveynler, F;
generasyonu ve F, generasyonuna ait 40 genotip DNA’lar1t RAPD analizi
ile incelenmistir. Ebeveynlerin RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) ve SSR (Simple sequence repeat) analizlerinden elde edilen
sonuglara gore polimorfik ve degerlendirilebilir bantlar veren
primerlerden 10 adet RAPD primeri ve 5 adet SSR primeri (forward +
Reverse olmak iizere) incelenen melez kombinasyonunun analizi i¢in
kullanilmigtir. Kullanilan 10 RAPD primeri (OPB-01, OPB-03, OPB-05,
OPB-11, OPC-07, OPD-12, OPG-02, OPAG-04, OPAE-10 ve OPAN-
12) ve 5 adet SSR primeri (forward + Reverse) (WMC-24-F, WMC-24-
R, WMC-25-F, WMC-25-R, WMC-27-F, WMC-27-R, WMC-41-F,
WMC-41-R, WMC43-F ve WMC43-R) degerlendirilebilir bantlar

vermistir.
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4.1.2. Cumhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunda F; ve F;

generasyonunun RAPD sonuc¢lari

Cumhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunda 10 primere iligkin
ebeveyn, F; ve F, generasyonlarina ait RAPD sonuglar1 sirast ile Sekil
443, 4.44, 4.45, 446, 447, 448, 449, 4.50, 4.51,4.52,4.53, 4.54,
4.55,4.56, 4.57, 4.58, 4.59, 4.60, 4.61, 4.62, 4.63, 4.64, 4.65, 4.66, 4.67,
4.68, 4.69, 4.70, 4.71, 4.72, 4.73, 4.74, 4.75, 4.76, 4.77, 4.78, 4.79, 4.80,
4.81 ve 4.82°de verilmistir.
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Sekil 4.43: OPB-01 primerinin RAPD sonuglari 1.

St: Standart markér, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.44: OPB-01 primerinin RAPD sonuglari II.

St: Standart markdr, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.45: OPB-01 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumbhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.46: OPB-01 primerinin RAPD sonuglar1 IV.

St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.47: OPB-03 primerinin RAPD sonuglari 1.

St: Standart markér, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.48: OPB-03 primerinin RAPD sonuglari II.

St: Standart markor, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.49: OPB-03 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.50: OPB-03 primerinin RAPD sonuglar1 IV.

St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.51: OPB-05 primerinin RAPD sonuglar 1.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.52: OPB-05 primerinin RAPD sonuglari II.

St: Standart markdr, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.53: OPB-05 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.54: OPB-05 primerinin RAPD sonuglar1 IV.

St: Standart markor, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.55: OPB-11 primerinin RAPD sonuglari 1.

St: Standart markér, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.56: OPB-11 primerinin RAPD sonuglari II.

St: Standart markdr, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.57: OPB-11 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.58: OPB-11 primerinin RAPD sonuglar1 IV.

St: Standart markor, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.59: OPC-07 primerinin RAPD sonuglari 1.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 Fy, 4-13:
Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.60: OPC-07 primerinin RAPD sonuglari II.

St: Standart markor, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.61: OPC-07 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.62: OPC-07 primerinin RAPD sonuglar1 IV.
St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.63: OPD-12 primerinin RAPD sonuglar I.

St: Standart markdr, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 Fy, 4-13:
Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.64: OPD-12 primerinin RAPD sonugclart II.

St: Standart markdr, 14-23: Cumbhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.65: OPD-12 primerinin RAPD sonuglar1 III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.66: OPD-12 primerinin RAPD sonuglar1 I'V.
St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.67: OPG-02 primerinin RAPD sonuglar I.

St: Standart markdr, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02
Fy, 4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.68: OPG-02 primerinin RAPD sonuglar1 II.

St: Standart markdr, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.69: OPG-02 primerinin RAPD sonuglar1 III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.70: OPG-02 primerinin RAPD sonuglar1 I'V.
St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .



148

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.71: OPAG-04 primerinin RAPD sonuglar I.

St: Standart markdr, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.72: OPAG-04 primerinin RAPD sonuglar1 II.

St: Standart markdr, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.73: OPAG-04 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.74: OPAG-04 primerinin RAPD sonuglar1 IV.
St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.75: OPAE-10 primerinin RAPD sonuglar I.

St: Standart markér, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.76: OPAE-10 primerinin RAPD sonuglart I1.
St: Standart markor, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.77: OPAE-10 primerinin RAPD sonuglar II1

St: Standart markor, 24-33: Cumbhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.78: OPAE-10 primerinin RAPD sonuglar1 IV.
St: Standart markdr, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.79: OPAN-12 primerinin RAPD sonuglar I.

St: Standart markdr, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.80: OPAN-12 primerinin RAPD sonuglar1 II.

St: Standart markor, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.81: OPAN-12 primerinin RAPD sonuglari III.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.82: OPAN-12 primerinin RAPD sonuglar1 I'V.
St: Standart markor, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Cumbhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunda ebeveyn, F, ve F;
populasyonunu i¢eren dendrogram Sekil 4.83°de verilmistir. Dendrogram
incelendiginde genotiplerin baslica 3 ana gruba ayrildig1 gozlenmektedir.
Ebeveynlerden =~ Cumbhuriyet-75 ve dondr olarak kullanilan 02 nolu
dayanikli hattin birinci grupta yer aldig1 gézlenirken F;, generasyonuna ait
bitkilerin ¢cogunlukla 2. ana grup altinda toplanmak kosuluyla 2 ve 3. ana
guruplar1 olusturdugu. Birinci ana grup altinda toplanan alt gruplar
incelendiginde bu ana gurup igerisindeki nihayi alt grup ele alindiginda
ebeveynlerden Cumhuriyet-75 ile Cumhuriyet-75x02 F; melezinin donor
olarak kullanilan 02 nolu dayanikli hat’dan ayr1 bir grup igerisinde
olduklar1 goriilmiistiir. Ebeveynler arasindaki bu farklilik her ne kadar
ana gruplar olarak degerlendirildiginde gbéze carpmiyor olsa da, daha
detayli bir ayrimlanmanin oldugu alt gruplar igerisinde belirgin bir
sekilde ortaya ¢ikmistir. RAPD yonteminde kodominant kalitim
gozlenememesine ragmen dayaniklilik genini tasidigi bilinen 02 nolu hat
ile duyarli ¢esit Cumhuriyet-75 arasindaki fark farkli alt gruplarda yer
almalarindan dolay1 gozlenebilmistir. Yine ayni sekilde F; generasyonu
iki ebeveynin karistmini gosterdigi icin iki ebeveyn arasinda yer almasi
beklenir. Dendogram incelendiginde F; melezinin anag olarak kullanilan
Cumhuriyet-75 ile aynm1 grup i¢inde yer almasina ragmen dondr olarak
kullan1lmis dayaniklilik genini tastyan 02 nolu hat’ta en yakin grupta yer
aldig1 goze carpmaktadir. F, populasyonunu olusturan bitkilerin ana
gruplar bazinda incelendiginde ebeveynler ile ayn1 gruplar igerisinde yer

almasinin yani sira farkl gruplart da teskil etmis olmasinin, populasyonu
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olusturan F, bitkilerinde meydana gelen agilmadan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.83 Cumbhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunun F; ve F, genotiplerine ait RAPD dendrogramu.
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4.1.3. Cumhuriyet 75 X 02 nolu hat (Lee) kombinasyonunda F,
ve F, generasyonunun SSR sonuc¢lari

Cumbhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunda 5 SSR ( F+R )
primerine iliskin ebeveyn, F; ve F, generasyonlarina ait sonuglar sirasi
ile Sekil 4.84, 4.85, 4.86, 4.87,4.88, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495,
496 ve 497°de verilmistir.



164

13121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 St

Sekil 4.84: WMC-24(F+R) primerinin sonuglari L.

St: Standart markér, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02 F,
4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.85: WMC-24(F+R) primerinin sonuglari II.

St: Standart markor, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri .
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Sekil 4.86: WMC-24(F+R) primerinin sonuglari II1.

St: Standart markor, 24-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.87: WMC-24(F+R) primerinin sonuglar1 IV.

St: Standart markor, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.88: WMC-25(F+R) primerinin sonuglari 1.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-
75x 02 Fy, 4-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.89: WMC-25(F+R) primerinin sonuglari II.

St: Standart markor 24-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.90: WMC-27(F+R) primerinin sonuglari L.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-
75x 02 Fy, 4-20: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.91: WMC-27(F+R) primerinin sonuglari II.

St: Standart markor, 21-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.92: WMC-41(F+R) primerinin sonuglar1 I.

St: Standart markor, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-
75x 02 Fy, 4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.93: WMC-41(F+R) primerinin sonuglari II.

St: Standart markor, 14-23: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.94: WMC-41(F+R) primerinin sonuglari III.

St: Standart markor, 24-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.95: WMC-43(F+R) primerinin sonuglari 1.

St: Standart markdr, 1: Cumhuriyet-75, 2: 02 nolu hat, 3: Cumhuriyet-75x 02
F,, 4-13: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Sekil 4.96: WMC-43(F+R) primerinin sonuglari II.

St: Standart markor, 14-33: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri



177

43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 St

Sekil 4.97: WMC-43(F+R) primerinin sonuglari III.

St: Standart markor, 34-43: Cumhuriyet-75x 02 F, genotipleri
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Cumhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunda ebeveyn, F, ve F,
populasyonunu i¢eren dendrogram Sekil 4.98’de verilmistir. Dendrogram
incelendiginde genotiplerin baslica 2 ana gruba ayrildig1 gézlenmistir.
Ebeveynlerden Cumhuriyet-75 ve donor olarak kullanilan 02 nolu(Lee)
dayanikli tek gen hattin iki farkli grupta yer aldig1 gozlenirken F,
generasyonu bitkisinin anag¢ olarak kullanilan Cumhuriyet-75 c¢esidinden
ayr1 grup igerisinde yer aldig1 gozlenmis, F, generasyonuna ait bitkilerin
de 3 ayr1 ana grup altinda toplandig1 goriilmiistiir

Birinci ana grup altinda toplanan alt gruplar incelendiginde
Cumbhuriyet-75x02 F; melezinin dondr olarak kullanilan 02 nolu
dayanikli hat’ile ayn1 grup igerisinde olduklar1 goriilmiistiir. Ancak F; ve
tozlayict olarak kullanilan 02 nolu Lee tek gen hattinin ayni grup
icerisinde yer almasi ve ebeveynler arasindaki farkliligin ana gruplar
bazinda oncelikle goze carpmast RAPD ve SSR analizlerinin sonuglari
arasindaki farkliligi ortaya koymustur. SSR yo6nteminin RAPD
markoriinden farklt olarak kodominant kalittm sergilemesi ve
tekrarlanabilirliginin yliksek olmasi 6ne ¢ikan bu farkliligin sebebi olarak

distiniilebilmektedir.
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Sekil 4.98 Cumbhuriyet-75 x 02 nolu hat kombinasyonunun F; ve F, genotiplerine ait SSR dendrogrami

iyet-75
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5. SONUC VE ONERILER

Genis bir adaptasyon yetenegine sahip olmasi nedeniyle bugday
insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda diinyada ekilis ve
tiretim bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Besleme degeri, saklama ve
islenmesindeki kolayliklar nedeniyle bugday bitkisi temel besin
durumundadir.

Bugdayin en yaygin hastalii olan pas tiirleri arasinda, en 6nemli
pas hastalifi sar1 pastir ve epidemi yaptigi yillarda biiylik verim
kayiplarina neden olmaktadir. Sar1 pasla en etkin ve en ekonomik

miicadele sekli dayanikli ¢esit kullanilmasidir.

Bitki 1slahinda hastaliklara dayaniklilik ¢alismalar1 oldukca biiytik
bir dneme sahiptir. Molekiiler markorler genetik ¢alisma materyalinin
tanim1 gibi kalitatif ve kantitatif karakterler icin yapilacak markorlere
dayali seleksiyonda kullanim olarak oldukca etkin bir sekilde yer
almaktadir. Genetik ve linkage haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasinda,
F; hibrit tohumluklarmmin kontroliinde, genotipler aras1 genetik
uzakliklarin ve g¢esitliligin belirlenmesinde molekiiler markorlerden

yararlanilmaktadir.

Ticari varyetelerde hastaliga dayanikliligin siirekliligi ve arzu
edilen seviyede basarilabilmesi i¢in saglam bir seleksiyon teknolojisinin
kullanilabilirligi esastir. Tiim diinyada hastalifa dayanikliligin kabul
edilebilir seviyeleriyle genotipleri segmek i¢in hem dogal enfeksiyon
hem de yapay diizenlenmis salgin kosullar1 altinda tarla
degerlendirmeleri yapilmaktadir. Diisiik pas tepkisine bagli markor
kullanimi, fenotipik seleksiyon icin alternatiftir. Bunlar morfolojik

markdrleri, protein markdrleri, DNA markorlerini ve hastaliga dayanikli
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genlere bagli markorleri igine alir. Son zamanlarda pas hastaliklar1 i¢in
molekiiler markorler gelistirilmektedir. Farkli markor gelistirme
teknolojileri restriction fragment lenght polymorphism (RFLP), amplified
fragment lenght polymorphism (AFLP), microsatellite/simple sequence
repeat polymorphism (SSR) ve sequence characterised amplified regions

(SCAR)’lar icermektedir (Bariana H. S. 2001).

Molekiiller DNA markdrleri ile yapilan linkage haritalar1 birgok
kiiltiir bitkisi i¢in gelistirilmis ve arzulanan genlerin dogrudan takibi ve
seleksiyonu miimkiin hale gelmistir. Cevrenin etkisinden bagimsiz olarak
isleyen bu islem genlerin kolayca takip edilebilen markorlere baglanti

durumlari incelenerek yapilabilmektedir (Yildirim ve Kandemir, 2001).

Bitki 1slahinda markére dayali seleksiyonda kullanilan baglica
teknikler proteinler, izoenzimler, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism ) ve SSR (Simple Sequence
Repeat ) markorleridir (Staub and Serquen, 1996).

Bu nedenle s6z konusu bu ¢alismada CIMMY T’ den temin edilmis
sarl pas patotiplerine karsi tasidigi dayaniklilik genleri bilinen Lee,
Compair ve Carstens-V tek gen hatlar1 ile yaygin olarak ekimi yapilan
Seri82, Cumhuriyet75 ve Kasifbey yerli ¢esitleri arasinda yapilan melez
kombinasyonlar1 ve bunlar1 dolleri iizerinde dayaniklilik genlerinin
belirlenmesine iliskin molekiiler markodrler kullanilarak DNA
analizlerinin gerceklestirilmesi amaglanmistir.

Ebeveynler ve elde edilen dol generasyonlari dayamiklilik genleri
bakimindan analiz edilmis ve ilerki molekiiler markér kullanimiyla

giiclendirilmis mukavemet 1slahi calismalarina 151k tutacak nitelikte
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analizler gerceklestirilmistir. Calismada ebeveyn olarak kullanilan
duyarl gesitler ve tek gen hatlar ile bunlardan tliretilmis F1 ve F2
generasyonu bitkileri materyalinde yapilan RAPD analizlerinde
ebeveynlerde 40 ve F1 ve F2 bitkilerinde ise kullanilan primerler
arasindan 10 RAPD primeri kullanilmis ve bu primerlerin vermis oldugu
degerlendirilebilir bantlar sonucunda polimorfizm goézlenmistir. Yapilan
RAPD analizi sonucunda ebeveylerde toplam 980, F1 ve F2 dollerinde
ise toplam 1695 bant degerlendirmeye tabi tutulmus, ebeveylerde 914 F1
ve F2 dollerinde ise 1690 polimorfik bant analiz edilmistir. Primerler
degerlendirmeye alindiginda; en fazla bant veren primer OPA-15, en az
bant veren primer ise OPB-12 primeri olarak goézlenmistir. En fazla
polimorfik bant veren primer OPC-05, en fazla monomorfik bant veren
primer OPA-15 olarak belirlenmistir. Ebeveynler {izerinde yapilan RAPD
analizleri sonucunda dayanikli tek gen hatlar ile duyarli c¢esitler
arasindaki genetik farklilik yapilan cluster analiziyle ortaya konmustur.
Calismada yapilmis melezleme kombinasyonlar1 arasindan segilen
Cumhuriyet-75 x 02 nolu ( Lee ) tek gen hat kombinasyonunun F1 ve F2
dollerinde incelenen RAPD analizlerinde OPAE-10, OPB-01, OPB-03,
OPB-05, OPB-11, OPC-07, OPD-12, OPG-02, OPAG-04, ve OPAN-12
primerleri degerlendirilmis, genotiplerin baslica 3 ana gruba ayrildig
gozlenmistir. Dayaniklilik genini tasidigi bilinen 02 nolu hat ile duyarl
cesit Cumhuriyet-75’in farkli alt gruplarda yer aldigi gozlenmistir. F,
melezi ana¢ olarak kullanilan Cumbhuriyet-75 ile aynmi grup iginde yer
almis, ancak ayn1 zamanda baba olarak kullanilmis olan dayamikli 02

nolu (Lee) tek gen hat’tina en yakin grupta yer almigtir.
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Calismanin SSR analizleri se¢ilen Cumhuriyet-75 x 02 nolu ( Lee )
tek gen hat kombinasyonunun F1 ve F2 déllerinde yapilmis, 5 adet SSR
primeri (forward + Reverse) (WMC-24-F, WMC-24-R, WMC-25-F,
WMC-25-R, WMC-27-F, WMC-27-R, WMC-41-F, WMC-41-R,
WMC47-F ve WMC47-R) kullanilmistir. Toplam 441 bant
degerlendirmeye tabi tutulmus, en fazla bant veren primer WMC-43, en
az bant veren primer ise WMC-25 primeri olarak gozlenmistir .

Ozet olarak PCR a dayali bir yontem olan SSR markérleri
genellikle ko-dominant kalitim gdsterirler ve RAPD markorleriyle
kiyaslandiklarinda stabiliteleri miikemmellik arz etmektedir. Bunun
otesinde mikrosatelit i¢in kullanilan PCR yontemi diger ko-dominant
kalitim gdsteren molekiiler markorler ile kiyaslandiginda ise daha kolay,
daha hizli, daha ucuz ve daha az DNA ya ihtiya¢ gostermektedir.

(Calisma materyali olarak kullanilan ticari gesitler ve dondr olarak
kullanilan dayanikli tek gen hatlar DNA markorleri bakimindan
incelenmistir. Pas inokiilasyonlarindan beklenen basar1 elde edilememis
olmasi sebebiyle de ¢esitler arasinda dayaniklilik genini belirleyici gérev
iistlenebilecek bir markor net olarak belirlenememistir. Ancak calisma,
kullanilan genetik markdrlerin kiyaslanmasi agisindan faydali olmanin
yanisira modern 1slah ¢aligmalarinda molekiiler markdrlerin kullaniminin
saglikli sonuclar elde edebilmek agisindan 6nemi ortaya konmus, diger
taraftan yapilacak olan dayaniklilik 1slahi1 ¢alismalarinda kullanilacak
olan molekiiler markér yontemlerinin gerekliligi ve faydalari
vurgulanmaya caligilmistir. Ayrica calisma ileriki zamanlarda sonraki
generasyonlar lizerinden devam ettirilebilir olmasi ve yapilacak olan sera

kosullart altindaki inokiilasyon ¢alismalar1 ve fenotipik gozlemlerin de
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eklenmesiyle birlikte sar1 pas’a dayaniklilik markdriintin belirlenebilmesi

amacina yonelik olarak da ayr1 bir onem arzetmektedir.
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