EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI)

BUGDAYDA KAHVERENGI PASA
DAYANIKLILIK GENLERI ILE ILGILI
MOLEKULER MARKORLER UZERINDE
ARASTIRMALAR

Fatma AYKUT

Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Bilim Dah Kodu: 501.12.01
Sunus Tarihi: 01.06.2007

Tez Damsmani: Prof. Dr. Siier YUCE

Bornova-iZMiR






I

Fatma AYKUT tarafindan DOKTORA TEZI olarak sunulan
“Bugdayda Kahverengi Pasa Dayamklhk Genleri Tle Tigili
Molekiiler Markorler Uzerinde Arastirmalar” bashikli bu calisma
E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri
Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca
tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve 01.06.2007
tarithinde yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi/coklugu ile

basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri imza

Jiiri Baskam : Prof. Dr. Siier YUCE
Raportor Uye: Prof. Dr. Giildehen BILGEN
Uye : Prof. Dr. Muzaffer TOSUN
Uye : Prof. Dr. Ismail TURGUT
Uye : Prof. Dr. Metin ALTINBAS






\Y%
OZET

BUGDAYDA KAHVERENGI PASA DAYANIKLILIK
GENLERI iLE ILGILIi MOLEKULER MARKORLER
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Haziran 2007, 213 sayfa

Bu calismada markorler yardimiyla seleksiyonda kullanabilmek
icin, kahverengi pas dayaniklilik geni Lrl3’e ait molekiiler markorleri
gelistirmek amaclanmistir. CIMMY T ten temin edilmis ve her biri farkl
bir kahverengi pas dayaniklilik geni tasiyan 41 adet Thatcher yakin
izogenik hatt1 materyal olarak kullanilmistir. Ayrica, duyarli yerli cesit
Izmir 85 ile Lr13 genini tastyan 12 No’lu dayanikli hat (Tc*6/Frontana)
arasinda melezleme yapilmis ve bunlarin F; generasyonu ile bu
ebeveynler calismanin diger bir materyalini olusturmustur. Thatcher
yakin izogenik hatlarindan olusturulan DNA ve DNA bulklarinda ve
belirtilen tiim bu materyalde AFLP ve SSR markorleri incelenmis ve
Lrl3 genine ait markor belirlenmeye calisilmistir.

DNA ve DNA bulklarinda toplam 246 AFLP primer kombinasyonu
kullanilmis ve bunlardan 28 adedi 12 No’lu hatta toplam 33 farklh
polimorfik bant deseni sergilemistir. Calismanin SSR analizleri kisminda

7 primer kullanilmis bunlarda sadece 2 tanesi DNA ve DNA bulklarinda
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polimorfizm olusturmuslardir. Polimorfik bant deseni sergileyen bu
primerler yakin izogenik hatlarda ve ebeveynlerle birlikte F;
generasyonunda tekrar incelenmistir.

Elde edilen sonucglardan 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
verdigi gézlenmis ve bu primerlerin incelenen materyalde Lrl3 genine
aday markdrler verebilecegi belirlenmistir.

Ayrica ekmeklik bugdayda AFLP ve SSR tekniklerinin kahverengi
pas dayaniklilik genlerini aragtirmada yararli oldugu saptanmustir. Farkli
dayaniklilik genleri tasiyan Thatcher yakin izogenik hatlarinin kendi
iclerinde dar bir genetik c¢erceveye sahip olduklar1 ve bu nedenle de
ilgilenilen dayaniklilik genini belirlemede 1iyi bir odaklanma

saglayabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: AFLP markorleri, bugday, kahverengi pas, Lrl3,
SSR markorleri, Thatcher yakin izogenik hatlari.
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ABSTRACT

RESEARCHES ON MOLECULAR MARKERS
RELATED TO BROWN RUST RESISTANCE
GENES IN WHEAT
AYKUT, Fatma
Ph. D. Thesis, Field Crops Department
Supervisor: Prof. Dr. Siier YUCE
June 2007, 213 pages

The objective of this study was to develop the molecular markers
linked to brown rust resistance gene Lrl3 in order to use in marker-
assisted selection. 41 Thatcher near isogenic lines obtained from
CIMMYT and of which each contains different brown rust resistance
gene were used as genetic material for this study. In addition, a cross was
made between susceptible local variety Izmir 85 and the line of 12
number (Tc 6/Frontana) that contain Lr13 gene and F, generation of this
cross with the parents were the other material to evaluate. AFLP and SSR
markers were investigated and tried to identify a marker linked to Lr13 in
the DNA and DNA bulks constructed from Thatcher near isogenic lines
and also all of the material.

Total 246 primer combinations were used in DNA and DNA bulks
and 28 of them showed the total 33 different polymorphic band pattern in
the line of 12 number. The 12 SSR primers were screened in SSR

analyses and two of them constituted polymorphism in DNA and DNA
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bulks. These primers revealed polymorphic band pattern were
investigated again in near isogenic lines and F; generation together with
parents.

The results indicated that the 6 AFLP primer combinations and a
microsatellite primer Wms 630 produced simply the specific bands for
the line of 12 number, and it was determined that these primers can be
markers candidate to Lr13.

Besides, AFLP and SSR techniques were found to be useful to
search for brown rust resistance genes in bread wheat. It was concluded
that Thatcher near isogenic lines which contain different resistance genes
have a narrow genetic frame, and therefore, they could provide well

focusing to identify the interested resistance gene.

Key Words: AFLP markers, wheat, brown rust, Lr13, SSR markers,

Thatcher near isogenic lines.
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1. GIRIS

Diinya niifusu ¢ok hizli bir oranda artmaktadir. Tahminlere gore,
2050 yilinda 12 milyar olacak diinya niifusunun besin ihtiyacini
karsilamak i¢in gelecek 50 yil igerisinde, tarimin bagladigi 10000 yil
oncesinden bu giine kadar liretilen gidanin iki katidan daha fazlasina
ihtiyag duyulacaktir (Hoisington et al., 2002). Hi¢ siiphesiz bugday, bu
besin ihtiyacinin karsilanmasinda ilk siradaki {riinler arasinda yer
alacaktir.

Bugdayin kiiltiire alinmasi tarih 6ncesine dayanmaktadir. Kiiltiire
alinan ilk gida iirtinlerinden birisi olan bugday, 8000 y1l boyunca Avrupa,
Bati Asya ve Kuzey Afrika’daki onemli medeniyetlerin temel gida
maddesi olmustur. Giiniimiizde ise diger ticari iiriinlerden daha g¢ok
alanda yetistirilmekte ve insanlar i¢in en Onemli tane besin kaynagi
olarak tiiketilmektedir (Curtis et al., 2002).

Tarimsal iiretimde farkli etmenlerden dolay1 olusan {iriin kayiplari
yapilan miicadele yoOntemlerine ragmen devam etmektedir. Diinya
genelinde tiim etmenlerin olusturdugu verim kayiplart 500 milyar dolar
(USD) olarak tahmin edilmektedir (Oerke, 1994; Boyraz ve Delen,
2005). Bitkileri hastalik etmenlerinin olusturdugu zararlardan korumak
icin pek c¢ok yontem kullanilmasina ragmen, kayiplar tehdit edici
boyuttadir. Hastaliklardan dolay1r ortaya c¢ikan {riin kayiplarin
diinyadaki toplam fiiriiniin % 12’si oldugu sanilmaktadir (Agrios, 1997;
Boyraz ve Delen, 2005). Hastaliklar sadece liriin miktarint diigirmezler
ayn1 zamanda iirlin kalitesini de olumsuz etkilerler.

Hastaliklarin yapmis oldugu zararlari 6nlemek icin ¢ogu zaman
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kimyasallar uygulansa da bitki hastaliklarinin olusturacagi zararin tam
olarak onlenmesi olas1 goriilmemektedir. Ayrica kimyasal kullanimi hem
iirlin maliyetini arttirmas1 hem de ¢evreye ve diger canlilara verebilecegi
olas1 zararlar nedeniyle her gecen gilin kisitlanmaktadir. Hastaliklarin
sebep olduklar iiriin kayiplarim1 azaltmak i¢in kimyasal miicadeleye
alternatif olarak hastaliklara dayanikli bitki kullanimina yer verilmelidir
(Boyraz ve Delen, 2005).

Cogunlukla mantar patojenlerinin, viriislerin ve bakterilerin neden
oldugu bugday hastaliklari, bugday yetistirilen hemen hemen biitiin
alanlarda tretimi oldukca smirlamaktadir (Singh and Rajaram, 2002).
Bunlar arasinda paslar, diinyada bilinen en eski bitki hastaliklarindandir.
Puccinia spp. tarafindan meydana getirilen bu hastaliklar, biitiin bitki
hastaliklar1 i¢inde ekonomik yonden birinci sirada yer almaktadir.
Gilinlimiizde dayanikli  bitkilerin  gelistirilmesi  bu  hastaliklarin
kontroliinde en gecerli yontem olarak kabul edilmektedir (Altay, 1980).

Puccinia recondita Roberge ex Desmaz. f. sp. tritici Eriks. & E.
Henn’in neden oldugu bugday kahverengi pasi, hemen hemen bugdayin
yetistigi her yerde goriilmektedir. Bugdayda goriilen diger iki pas
hastaligtyla karsilastirildiginda daha diizenli olarak her y1l ortaya ¢ikar
(Chester, 1946; Samborski, 1985). Bugday kahverengi pas fungusu farkl
iklimlere adapte olmus ve diinyada bugday yetisen farkli alanlarda
goriilebilmektedir (Roelfs et al., 1992). A.B.D., Kanada, Bat1 Avrupa,
Dogu Rusya, Sibirya, Cin, Giiney Amerika, Kuzey Afrika, Hindistan,
Japonya, Avustralya ve Iskandinavya en yaygin oldugu iilkeler ve
bolgelerdir. Tiirkiye’de ise basta Trakya olmak iizere Ege, Marmara,

Karadeniz gibi biitiin sahil boélgeleri ile gecit bolgeleri ve Orta
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Anadolu’da 6zellikle sulanir alanlarda etkili olmaktadir (Altay, 1980).
Kahverengi pasa duyarli olan ve kiiltlirii yapilan bugdaylar, ilk pas
enfeksiyonunun bitki gelisim sathasinda olusmasina bagl olarak % 5-15
ya da daha fazla verim kaybina ugramaktadirlar (Samborski, 1985).

Ozellikle son 30 otuz yilda pasa dayanikl1 kislik bugday cesitlerinin
yaygin olarak kullanimi kahverengi pasin neden oldugu kayiplar1 biraz
olsun azaltmistir. Kahverengi pas fungusunun bir¢ok irki mevcuttur ve
cesitler biitiin rklara dayanikli degildir. Her birkag yilda bir yeni irklar
meydana gelmekte ve daha onceki dayanikli c¢esitler duyarli hale
gelmektedirler. Kahverengi pasa dayanikli bir ¢esidin dayaniklilik siiresi
genellikle 2 ile 4 yil arasinda degigsmektedir. Bugday 1slah programlari
yeni dayaniklilik genlerinin yeni ¢esitlere aktarilmasiyla siirdiiriilmelidir
(Lipps, 2006).

Kahverengi pasin neden oldugu verim kayiplarin1 azaltmanin en
ekonomik ve en tercih edilen yontemi genetik dayanikliliktir. Diinya
capindaki ¢esitli bugday 1slah programlari, kahverengi pasa uzun siireli
ve etkili dayaniklilik gosteren c¢esitlerin gelistirilmesi icin birlikte
calismaktadirlar (Kolmer, 1996).

Kahverengi pas, bugday yetistirilen hemen her yerde goriilmesine
karsilik meydana getirdigi zarar kara ve sar1 pasin yaptigi zarar kadar
dikkat cekici olmamaktadir. Bu iki pasin meydana gelme zamanlar1 ve
bitkide olusturduklar1 zarar nedeniyle tane dogrudan etkilenmekte ve
verim kaybi biiyiik goriinmektedir. Fakat bu iki pas her y1l etkili olmayip
7-8 yilda bir agir epidemi meydana getirmektedirler. Kahverengi pas ise
hemen her sene ortaya ¢ikmakta ve belli bir oranda verim kaybina neden

olmaktadir. Etkisi tane kavrulmasi seklinde olmayip dogrudan verim
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komponentleri lizerinde goriilmektedir (Altay, 1980).

Son yillarda molekiiler markdrler, hem hayvan hem de bitki
sistemlerinde ~ gerek temel gerekse uygulamali c¢aligmalarda
kullanilmaktadir. Molekiiler markorlerin en genig kullanim alanlarindan
birisi; hayvan, bitki, insan ve ekmeklik bugdayda detayli genetik ve
fiziksel kromozom haritalarinin olusturulmasidir. Bitki sistemlerinde
diger onemli uygulama alanlarindan birisi de, ilgilenilen 6zellige baglh
molekiiler markorlerden yararlanarak indirekt seleksiyon yapmak ve
konvensiyonel bitki 1slahinin etkinligini arttirmaktir. Cilinkii bu markorler
cevreden etkilenmezler ve bitki gelisiminin her safhasinda
incelenebilirler. Bunun yaninda DNA  markorleri  germplazm
karakterizasyonunda, = genetik ~ tamimlamalarda,  transformatlarin
karakterizasyonunda, genom organizasyon c¢alismalarinda, filogenetik
analizlerde kullanilmaktadir (Gupta et al., 1999).

Genomunun ploidi diizeyi, biiylikligii, kompleks yapida olmasi,
yiiksek oranda tekrarlanan sekans icermesi ve de polimorfizm seviyesinin
disiik olmasi nedeniyle diger bitkilere kiyasla bugdayda molekiiler
genetik calismalari nispeten yavas ilerlemektedir. Yinede bugdayda
haritalama ¢aligmalart yapilmis ve QTL (Quantitative Trait Loci)
calismalar1 devam etmektedir. Ancak bugdayda ¢ok sayida hastalik ve
zararlilara dayaniklilik biiyiik genler tarafindan kontrol edildigi i¢in
bugday molekiiler ¢aligmalar1 bu tiir genlerin haritalanmasi {izerinde
yogunlasmistir (Hoisington et al., 2002).

Bitkilerde markdrler yardimiyla seleksiyona (MAS) temel
olusturan tarimsal olarak Onemli Gzelliklerin molekiiler markorler ile

belirlenmesinde ve haritalanmasinda biiyilik ilerlemeler kaydedilmistir.
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Markérler yardimiyla seleksiyon igin gerekli molekiiler etiketleme farkli
molekiiler markorler kullanilarak bir¢ok bitki tiirli icin gelistirilmistir
(Mohan et al., 1997).

Genellikle RFLP, AFLP ve polimeraz zincir reaksiyonuna dayanan
RAPD, SCAR, STS, SSR ya da diger bir adiyla mikrosatelit markorleri
gibi molekiiler markdrler, bitki 1slahgilarina bugdayda, hastaligin
bulundugu ¢evrelerde dayaniklilik genleri i¢in indirekt seleksiyonun
uygulanmasinda ve dayaniklilik genlerinin piramitlestirilmesinde 6nemli
bir ara¢ saglamaktadir (Roder et al. 1998b; Gupta et al. 1999).

Ozellikle arzu edilen karakterlerin seleksiyonu icin RAPD, AFLP,
SSR, RFLP, SCAR, STS, ISA ve ALP gibi markdr sistemlerini F, ve geri
melez populasyonlari, yakin izogenik hatlar, double haploidler ve
rekombinant kendilenmis hatlarda kullanmak gereklidir (Mohan et al.,
1997).

Yakin izogenik hatlar (Nearly Isogenic Lines, NIL) markdrlerin
belirlenmesinde kullanilan ilk materyallerden birisidir. Yakin izogenik
hatlarin olusturulmasi1 zaman alicidir ancak iki yakin izogenik hat
arasinda DNA seviyesinde belirlenen herhangi bir polimorfizmin,
ilgilenilen hedef gen ile siki bir linkage durumunda olma olasilig1 ¢ok
yiiksektir. Bu nedenle yakin izogenik hatlar calisilan gen etrafinda
molekiiler markorleri  igceren  yiksek  yogunluktaki  haritalarin
gelistirilmesi i¢in degerli bir materyaldir (Masojc, 2002).

Bu caligmanin amaci; markorler yardimiyla seleksiyonda (MAS)
kullanilabilecek kahverengi pas dayamiklilik geni Lrl3’e ait molekiiler
markorleri gelistirmektir. Bu amagla CIMMYT (International Maize and

Wheat Improvement Center)’ten temin edilmis ve her biri farkli bir
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kahverengi pas dayaniklilik geni tagiyan 41 adet Thatcher yakin izogenik
hatt1 kullamilmustir. Ayrica, duyarli yerli cesit Izmir 85 ile Lr13 genini
tastyan 12 No’lu dayanikli hat (Tc'6/Frontana) arasinda melezleme
yapilmis ve Dbunlarin  F; generasyonu c¢alismanin materyalini
olusturmustur.  Thatcher yakin izogenik hatlarinda, belirtilen
ebeveynlerde ve bunlarin F; generasyonunda AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeat) markorleri
incelenmis ve Lrl3 genine ait molekiiler markdér belirlenmeye

calisilmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Bugday (Triticum aestivum L.)

Tahillar diinyada kiiltiiri yapilan bitkiler igersinde en fazla ekim
alanina ve iiretime sahiptir. insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen y1llik
protein miktarinin yaklasik % 50’sini karsilamaktadirlar (Colkesen,
1995). Tahillar igersinde bugday, insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir
bitkileri arasinda ekilis ve iiretim bakimindan ilk yeri alan bitkidir. Genis
adaptasyon sinirlari, tanesinin uygun beslenme degeri, tasima, saklama
ve islenmesindeki kolayliklar nedeniyle bugday, cogu iilkenin temel
besini durumundadir ve tiiketilen proteinin yaklastk % 40’
saglamaktadir (Kiin,1981) .

Bugday diinyada 240 milyon hektardan daha fazla bir alanda
yetistirilmektedir ve diinya ticaretinde en Onemli yere sahiptir. 2004
yilinda 632 milyon ton olan diinya bugday iiretimi, 2005 yilinda 627
milyon tona ve son olarak 2006 yilinda 617 tona diismiistiir. Yurdumuzda
da 9.400.000 ha ekim alan1 ile 2004 yilindaki bugday iiretimi 21 milyon
ton, 2005 yilinda 20 milyon ton ve 2006 yilinda ise yine 21 milyon ton
ile sabitlenmistir (FAOSTAT, 2007).

Bugday hi¢ siihesiz insan beslenmesinde kullanilan tahil
iriinlerinin baginda yer almaktadir. Bu nedenle de diinya aglik sorunun
¢Oziimiinde temel tahil tiirlerinden biridir.

Bugdaylar arasinda en ¢ok bilinen ve yetistirilen ekmeklik bugday
(Triticum aestivum L.)’dir. Bugday tanesinde, fermantasyon sirasinda
olusan CO,’1 hamur igerinde tutarak hamurun kabarmasina neden olan,

bir cesit elastik protein formu gluten bulunmaktadir. Glutenin bu



8

ozelliginden dolay1 bugday ekmek yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica
bugday unu makarna, biskiivi ve diger unlu mamiillerin yapiminda
onemli bir yere sahiptir (Curtis et al.,, 2002). Bugday tanesi alkolli
iceceklerin kaynagidir ve sentetik kauguk ve patlayict maddelerin
yapiminda kullanilan endistriyel alkol de bugday tanesinden elde
edilmektedir. Bugday tanesi ve dgiitiilmesinden sonra elde edilen kepek
ciftlik hayvanlarinin beslenmesinde Onemli bir yere sahiptir. Bunun
yaninda bugday bitkisinden elde edilen saman hasir, hali, sepet, kagit
yapiminda ve paketlemede kullanilmaktadir. Ayrica bugday gecici mera
alanlarin1 olusturmak icin de yetistirilmekte ve hayvanlara besleyici ve
lezzetli bir besin kaynagi olmaktadir (Duke, 1983). Bu kadar ¢ok
kullanim alanina sahip bugdayin adaptasyonunun genis olmasi,
depolanmasmin kolayligt ve tanelerinin kolaylikla un haline

getirilebilmesi bugdayin 6nemini daha da arttirmaktadir.
2.2. Bugday Pas Hastaliklar1 ve Kahverengi Pas

Yerlesik yasamin baglayip ilk insanlarin tarim hayatina gecisleri
bakteriyel ve fungal patojenler ile kiltlir bitkileri arasinda yakin bir
iligkinin baslangicin1 olusturmustur. Bu yakin iliski bazen hastalik
salginlarinin  ortaya ¢ikarak tiim {riiniin  kullanilmayacak duruma
gelmesine ve bunun sonucunda da bir¢ok insanin yasamini yitirdigi
kithiklarin goriilmesine neden olmustur. Diinya niifusunun hizla arttig
giiniimiizde, tirlinlerin hastaliktan korunmasi daha da 6nemli bir konu
haline gelmistir (Kazan ve Giirel, 2001).

Bugday pas hastaliklar1 bilinen en eski ve iizerinde en ¢ok calisilan

bitki hastaliklar1 arasinda yer alir. Bugdayda {i¢ ¢esit pas hastaligi vardir:
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kara pas, kahverengi pas (yaprak pasi) ve sar1 pas. Bu hastaliklarin her
birisine pas fungusunun O6zel tiirleri sebep olmaktadir. Pas hastaliklari
konukg¢u olduklari bitkilerde benzer semptomlar olustururlar ve bitkide
yapacaklar1 enfeksiyonlar i¢in benzer gereksinimleri vardir (Marsalis and
Goldberg, 2006).

Kara pasa Puccinia graminis f.sp. tritici fungusu neden olmaktadir.
Kara pas 6zelikle bitkinin saplarinda olusur ancak yaprak, yaprak kinlari,
kavuzlarda, kilgik ve hatta tohumlarda goriilebilir. Oval  seklinde
baslayan semptomlar genellikle kirmizimsi kahverengi lezyonlara neden
olur. Hastaligin ileriki donemlerinde patlayan piistiiller cok sayida siyah
sporlar olustururlar. Saplar1 saran lezyonlar saplarin ve sonrasinda
bitkinin kirilmasina neden olur (Marsalis and Goldberg, 2006). Pas
hastaliklar1 i¢inde bitkiye en ¢ok zarar yapan hastaliktir. Hastalifin
gelisme sartlar1 optimum oldugu durumda bir ayda % 50 verim
kayiplarina neden olabilir. Duyarl ¢esitlerde % 100 kayiplar s6z konusu
olabilir (Roelfs et al., 1992).

Puccinia striiformis fungusunun neden oldugu sar1 pas, yaprak ve
basaklar iizerinde olusan cizgiler halindeki agik sar1 ve kenarlar diiz
pustiillerle diger paslardan ayrilmaktadir. Pistiiller dar ve degisen
uzunluktadirlar. Olgunlasan piistiiller sari-turuncu renkte sporlar
olustururlar. Hastaligin ilerleyen doneminde piistiiller etrafindaki dokular
kuruyarak kahverengi bir renk alir ve bu da dokunun kavrulmasina neden
olur (Marsalis and Goldberg, 2006). Hastalik bitkiyi erken dénemlerde
enfekte ederse bitkinin biliylimesi dnlenir ve zayiflar. Porsiiyen tanelerden

ve zarar goren slirglinlerden dolay1 kayiplar ¢ok yiiksek (% 50) olabilir.
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Sar1 pas ¢ok ekstrem durumlarda % 100 kayiplara neden olabilir (Roelfs
etal., 1992).

Yaprak pasi olarak da bilinen kahverengi pasa Puccinia recondita
Roberge ex Desmaz. f. sp. tritici Eriks. & E. Henn patojeni neden
olmaktadir. Kahverengi pas genellikle yaprak lizerinde goriiliir ancak
kavuzlar ve kilgiklar da enfeksiyona ugrayabilirler. Yapragin st
ylizeyinde, enfekte olmus dokularda, baslangigta kiigiik, yuvarlaktan
ovale kadar degisen sar1 benekler olusur. Hastaligin ilerleyen
donemlerinde bu lekeler portakal rengi piistillere doniisiir ve bu
pustiillerin etrafi sar1 bir hale ile cevrilir (Sekil 2.1). Daha sonra bu
pustiiller etrafa kolayca dagilabilen ¢ok sayida spor olusturur. Sporlar,
yaprak yiizeyinde ve bulastigi diger alet, ekipman ve ellerde portakal
rengi bir toz olusturur. Hastaligin daha da ilerleyen donemlerinde siyah
sporlarin olusturulmasiyla, aymi yaprak {lzerinde turuncu ve siyah
sporlarin karigimi goriiliir. Basaklar iizerinde kiiclik turuncu lezyonlar
goriilebilir ancak bunlar patlayip etrafa dagilan piistiiller {iretmezler. Bu
0zellik kahverengi pasi kara pastan ayirt etmede yardimci olur (Marsalis

and Goldberg, 2006).

Sekil 2.1. Yaprak yiizeyinde kahverengi pas piistiilleri.
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Kahverengi pas bugdayin yetistirildigi her yerde gorilebilir.
Kahverengi pasin bugdayda olusturdugu zarar, pasin gelisim devresi ile
ilgili olarak enfeksiyon zamaninda bugday gelisim donemine baglidir.
Ciceklenme Oncesi veya siiresince meydana gelen salginlar ve ozellikle
de bayrak yapragi siddetli bir enfeksiyona ugradigi zaman ciddi kayiplar
s6z konusudur (Lipps, 2006). Tane verimindeki kayiplar asil olarak
ciceklerde olusan azalmalardan olusmaktadir. Nem stresi ile birlikte ciddi
epidemilerde taneler kurur ve biiziigiir. Nadiren bazi genotiplerde
cigekler, siirglinler ve bitki, erken epidemilerde (¢iceklenme Oncesi)
tamamen Olebilir (Roelfs et al., 1992). Kahverengi pas genellikle
yapraklarda olusturdugu piistiiller ile fotosentez alanini kisitlamaktadir.
Uriin kayb1, basaktaki tane sayisinin azalmasina, tane boyutunun
kiiciilmesine, 1000 tane ve hektolitre agirligimin azalmasi seklinde
olmakta, protein iceriginin azalmasi ile de kalite kaybi olusmaktadir
(Arslan vd., 2002; Lipps, 2006). Kahverengi pasin olusturdugu kayiplar
genellikle ¢ok fazla degildir (< % 10) fakat ¢ok biiylik kayiplar da (%
30’dan daha fazla) gézlenebilir (Roelfs et al., 1992).

Johnston (1931), Malakof ¢esidi ile yaptig1 calismada kahverengi
pasin bagak sayisinda % 9.11, basaktaki tane sayisinda % 39.89, bitkideki
tane sayisinda % 40, basaktaki tane agirliginda % 47.5, bitkideki tane
agirhiginda % 47.34’liikk bir azalma meydana getirdigini belirtmistir. Bu
komponentlerde meydana gelen azalmalarin, verimde % 55.7 oraninda
bir diisiise sebep oldugunu vurgulamistir. Arastirict Fulhard cesidi ile
yaptig1 arastirmada ise verim kaybinin % 22.3 oldugunu bildirmistir
(Altay, 1980).

Arslan vd. (2002), Bursa ili ekolojik kosullarinda bugday
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kahverengi pasinin 10 ekmeklik bugdayda (3 ¢esit ve 7 hat) olusturdugu
reaksiyonlart ve verim kayiplarini incelemislerdir. 2000-2001 iiretim
yilinda yaptiklar1 ¢aligmada Marmara-86 cesidinin kahverengi pasa orta
duyarli oldugunu diger ¢esit ve hatlarin duyarli oldugunu saptamislardir.
Regresyon analizi sonucunda, hastalik siddetinin her %1 artisinda
ortalama kayiplarin tane agirliginda 4.07 kg/da, 1000 tane agirliginda
0.13 g oldugunu belirlemislerdir. Hastalik siddetine bagli olarak ortalama
kayip tane veriminde 53.1 kg/da (% 9.4), 1000 tane agirliginda ise 4.3 g
(% 9.3) olarak saptanmustir.

Pas fungusunun kompleks bir yasam ¢emberi vardir. Paslar yagam
dongiisiinii tamamlamak i¢in iki 6zel konuk¢u bitkiye ve 5’e kadar varan
farkli spor devresine ihtiya¢ duyar (Sekil 2.2). Konukcu bitkilerden birisi
ekonomik 6neme sahip bitkidir. Diger konukgu bitki ise yabani otlar ya

da dogal bitkilerdir (Marsalis and Goldberg, 2006).
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Sekil 2.2. Kahverengi pas fungusunun yasam c¢emberi (Marsalis and

Goldberg, 2006).
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Spermogonia devresinde ayni ismi tagiyan iireme organlar1 olusur.
Bunlarin i¢inde pas funguslarinin esey hiicreleri meydana gelir.
Spermatizasyon olayr sonucu erkek ve disi organlar birlesir ve pas
funguslarinda yeni fizyolojik irklarin olugsmasi bu olay sonucudur. Aecia
devresinde konuk¢u dokuda aeciosporlar1 olusur ve etraflarinda sarili
zarin patlamasi sonucu dogaya yayilirlar. Uredia devresinde ise dogaya
dagilan aeciosporlar yeni konukcgular1 enfekte ederler. Konukcu
igerisinde uredium denilen organlar olusur ve bu organlarin olusturdugu
sporlara da uredospor adi verilir. Konuk¢u epidermisinin yirtilmasiyla
serbest kalarak dogaya yayilan bu sporlar, pas fungusunun iiremesinde ve
biiylik alanlarda salginlarin olugmasinda 6nemlidirler. Bunlar ilkbahar
sonundan yaz sonuna kadar siirekli olusarak devamli hastalig1 yayarlar.
Yaz mevsimi boyunca devam eden uredospor enfeksiyonlar1 sonbahara
dogru azalir ve uredia yataklar1 teliospor olusturmaya baslarlar. Mevsim
sonunda bu yataklarda sadece teliosporlar bulunur. Kis1 yere diigmiis
bitki artiklar1 iizerinde gegiren ilkbaharda olgun teliosporlar icinde
karyogami meydana gelir. Yani o zamana kadar ¢ift c¢ekirdekli olan
teliospor icinde cekirdekler birlesir. Daha sonra teliospor ¢imlenerek bir
basidim olusturur. Basidim i¢inde arka arkaya yer alan mayoz ve mitoz
boliinmeler ile olusan 4 adet ¢ekirdek, basidimin yaninda olusan
basidiosporlara gecerler. Bunlar dogaya yayilarak pas devrelerinin ilk
asamasini meydana getirmek icin konukguyu enfekte ederler (Nemli,
2000).

Kahverengi pas fungusu giizliilk ekimleri uredosporlariyla enfekte
etmekte veya yaz ortasinda 6z ¢imenleri enfekte ederek bunlarla birlikte

kist misel halinde gecirmektedir. Hatta bazi kosullarda fungusun
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uredospor halinde de kislamas1 olasidir. Ilkbaharda bu kaynaklardan
yayilan fungus ilk enfeksiyonlarini yaparak uredosporlarini olusturur.
Ancak bazi bolgelerde fungusun yasamina ara konuk¢u da
girebilmektedir. Burada iki cinse ait bitkiler olan Tbalictrum (Cayir
Sedefi) ve Isopyrum (Seytan Minaresi) fungusun ara konukgularidir. Bu
bitkiler iizerinde basidiosporlarin enfeksiyonu sonucu aeciosporlar
olusur, bunlarin havada ugugmalari ile de bugday bitkilerinin enfeksiyonu
gerceklesir (Nemli, 2000).

Arasira yagan yagmurlardan yaprak yiizeyinde kalan sular veya
agir cigler ve sicaklik patojenlerin ¢imlenmesi ve biiyiimesi i¢in hastalik
gelisiminde gereklidir. Kahverengi pas fungusu optimal olarak 15 ile 22
°C sicakliklar1 arasinda gelisir, sicaklik 27 °C’nin {izerine ¢ikincaya
kadar hastaligin ilerlemesi devam edecektir. Hastalik gelisimi igin sartlar
optimum oldugunda enfeksiyon 6-8 saat siirer ve hastaligin yayilmasina
neden olan uredosporlarin olusmasit 7-10 giin siirer (Marsalis and

Goldberg, 2006).

2.3. Bugdayda Kahverengi Pas Dayamklihg:

Bir organizmanin parazit olabilmesi i¢in konuk¢uda yasayabilmesi
ve orada cogalabilmesi gerekir. Bu parazit konukguya zarar verir ve
hastalik meydana getirebiliyorsa o zaman patojen olarak adlandirilir.
Buradan anlagilacagi gibi patojenin mutlaka bir parazit olmasi
gerekirken, parazitin patojen olmasi gerekmez (Crute, 1986; Tor, 1998).
Ancak patojen taniminin bu sekilde sinirli tutulmasi bazi yanlis
anlasilmalara ve tartismalara neden olmaktadir. Ciinkii bir etmen belirli

cevre kosullarinda bir bitkinin patojeni olurken farkli bir ¢evrede ayni
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bitkiye zarar verememektedir (Tor, 1998).

Bir patojenin normal yasamini siirdiirdiigii konukc¢u bitki hassas
(duyarl), patojen de virlilent olarak adlandirilir. Konukgu—patojen
arasindaki iligki de uyumlu olarak tarif edilir. Bununla birlikte, patojen
bitkide herhangi bir zarar olusturmuyor, normal yasamini devam ettiriyor
ve bitkiyi istila ederek ¢ogalmasini devam ettiriyorsa bu bitki bu patojene
toleranttir. Ancak, bitki patojenin gelisme ve c¢ogalmasim g¢esitli
nedenlerle tamamiyla durduruyor ise bu bitki dayanikli, patojen de
aviriilent olarak adlandirilmaktadir. Dayanikli bitki ile patojen arasindaki
iliski de uyumsuz olarak kabul edilir (Crute, 1986; Ellingboe, 1984;
Bennetzen and Jones, 1992; Lindsay et al., 1993; T6r, 1998).

Kahverengi pasa dayanikliligi arttirmak i¢in iki temel 1slah
stratejisi vardir; bunlardan birincisi tam dayaniklilik saglayan biiytik
dayaniklilik genlerinin (Lr genleri) piramidlestirilmesi, ikincisi ise
kantitatif dayaniklilik gosteren kiiclik genlerin bir araya getirilmesidir.
Ancak tek bir gen tarafindan saglanan dayaniklilik ¢ok kisa zaman
periyotlarinda patojen populasyonunda viriilent irklarin ortaya ¢ikmasiyla
yok olmaktadir. Daha uzun siireli dayanikliligi elde etmek icin kismi
dayaniklilik veya yavas paslanma dayanikliligi (slow rusting resistance)
olarak adlandirilan kantitatif dayaniklilik tercih edilmelidir. Ciinki
kantitatif dayaniklilikta pas enfeksiyonu tamamen engellenmez sadece
hastaligin yayilmasi 6nlenir (Messmer et al., 2000).

Bugday cesitlerinin P. recondita f. sp. tritici’a dayanikliliklar
yeterli degildir. Ciinkii dayaniklilik gen kaynaklar1 1slahgilar tarafindan
uzun siire kullanilmaktadir, ki bu da yeni viriilent patojenlerin ortaya

citkmasimma neden olmaktadir. Biiyiilk zarar yapan patojenlere yeni
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dayaniklilik kaynaklarinin bulunmasi gerekir. (Wisniewska et al., 2003).

Son on yil boyunca bugdayda saptanan ve haritalanan Lr (Leaf
rust) dayaniklilik genlerinin sayis1 6nemli derecede artmistir (McIntosh
et al., 1998; Chelkowski and Stepien, 2001). Bugday genomu (hiicre
basina 17.3 pg) bitki tiirleri arasinda en biiyilk genoma sahiptir ve
haploid cekirdekte 17.000 Mbp’dir (Arumuganathan and Earle, 1991;
Chelkowski and Stepien, 2001). Genomun biiylikligii kadar
kodlanmayan sekans oraninin (% 90’nin iizerinde) da yiiksek olmasi ve 7
homolog kromozomla 3 farkli genoma (A, B ve D) sahip olmasi, bugday
dayaniklilik genlerinin molekiiler olarak saptanmasini ve klonlanmasini
giiclestirmektedir. Hexaploid bugdaydaki 42 kromozomdan her birisinin
ortalama boyutu yaklastk 800 Mbp’dir. Crossing-over (=1 cM)’lar
arasindaki fiziksel uzaklik 0.3 ile 3 Mbp arasinda degisiklik gosterir
(Feuillet et al., 1995; Chelkowski and Stepien, 2001). Bugdayin akraba
yabani tiirleri genellikle bugdayla ortak bir genom igerir. Bu nedenle
yabani bugdaylar yeni dayaniklilik genlerinin arastirilmasit  ve
haritalanmas1 i¢in énemli bir kaynak olusturur. Ciinkii bugdayin akraba
tirlerinden bazilart farkli genom tasirlar (Triticum sp., B genomu;
Aegilops speltoides, B genomuna benzeyen S genomu; Triticum
boeoticum, A genomu; ve Aegilops squarrosa, D genomu) ve bu tiirler
1slahta hala 6nemli dayaniklilik kaynag1 olarak kullanilmaktadir. Yabani
bir tiirden ilgilenilen geni tasiyan kromozom fragmentinin bugday hattina
translokasyonu en c¢ok kullanilan yontemdir. DNA diizeyinde
gelistirilmis yeni yontemlerle incelenen gene bagli molekiiler markorlerin
dizayn1 yapilabilmektedir (Chelkowski and Stepien, 2001).

Bugdayda kahverengi pasa dayaniklilik genlerinin c¢ogu bitki
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gelisiminin  biitiin  devrelerinde etkindir. Bu genler bitkiler fide
doneminde iken de dayaniklilik saglarlar ve fide donemi dayaniklilik
genleri olarak kabul edilir. Ancak bazi dayaniklilik genlerinin etkisi
bitkiler fide donemini gegirdikten sonra ilerleyen donemlerde, ergin
bitkilerde goriiliir ve bu genler de ergin donem dayaniklilik genleri olarak
anilir. Bu genler sadece aviriilent patojenlere dayaniklilik saglarlar. Ergin
donem dayaniklilik genleri ya tek bir gen ya da birden fazla gen ile idare
edilirler (Park and McIntosh, 1994).

Kolmer (2003), 35 adet yumusak taneli kislik bugday (T. aestivum
L.) cesidi ve 17 adet 1slah hattinda kahverengi pas fide donemi
dayanikliligini belirlemek amaciyla 16 P. triticina izolatin1 kullanmistir.
Inokiilasyon sonucunda cesitlerin ve hatlarin reaksiyonlarini tek
dayaniklilik geni bakimindan farklilik gosteren Thatcher yakin izogenik
hatlarinin vermis oldugu reaksiyonlarla karsilastirmistir. Kullandig1 cesit
ve hatlarda fide donemi dayaniklilik genleri Lrl, 2a, 9, 10, 11, 18 ve
26’nin bulundugunu belirten arastirici ¢esitlerde ve hatlarda ergin donem
dayanikliligini 2 farkli lokasyonda tarla parsellerinde incelemistir. Tarla
denemelerinde inceledigi ¢esitlerde ergin donem dayaniklilik genleri
Lrl2 ve Lr34’ilin etkili oldugunu belirtmistir. Fide donemi dayaniklilik
genleri Lr2a, Lr9 ve Lr26’nin yaninda ergin déonem dayaniklilik genlerini
tastyan c¢esit ve hatlarin yiiksek derecede dayamiklilik gosterdiklerini
saptamigtir. Lrl, 10, 11 ve 18 genleri ile ergin donem dayaniklilik
genlerinin kombinasyonu orta veya diisilk derecede dayaniklilik
gdstermistir.

Kaur et al., (2000), 12 farkli iilkeden 111 ekmeklik bugday

cesidinde Hindistan kahverengi pas irki ve bunun yiiksek seviyede
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virlilent 5 varyantina kars1 ergin donem dayanikliligini incelemislerdir.
Bu cesitlerden 16’sinda goriilen ergin donem dayanikliligi, cok hassas
fide donemi dayamikliligi veya ergin donem dayaniklilik genlerinden
kaynaklanmustir. 45 ¢esit, bayrak yapraklarinin u¢ kisimlarinda nekrozlar
gostermis ve bu da Lr34 geni ile linkage gosteren bir 6zellik oldugu i¢in
bu cesitlerde Lr34 geninin dayaniklilik sagladigini belirtmislerdir. Elde
ettikleri sonuclardan diger ¢esitlerin 6-7 adet ¢ok hassas ergin donem ve
3 adet de fide donemi dayaniklilik geni tagidiklarini saptamiglar ve 111
cesidi 3 farkli dayaniklilik grubu i¢inde toplamiglardir.

Ergin donem bitki dayanikliligi oligenik veya poligenik kontrol
altindadir. Asir1 duyarlilk gosteren tek genlerle (Ornegin Lrl2, Lrl3,
Lr22b) idare edilen ergin donem bitki dayanmklilik o6rnekleri
bilinmektedir (Liatukas, 2003).

Kismi dayaniklilik orta dayanikliligin bir seklidir ve asir1 duyarlilik
reaksiyonu kismi dayaniklilikta olusmaz. Kismi dayaniklilik patojen
populasyonunda viriilent genotiplerin gelismesine izin vermez. Siirekli
dayanikliligi saglamak ic¢in 1rka spesifik dayaniklilik genlerinin
piramitlestirilmesi, fide donemi dayaniklilik genleri ile ergin doénem
dayaniklilik genlerinin kombinasyonu ve irka spesifik etkili genler ile
yiksek seviyede kismi dayaniklilik saglayan genlerin bir araya
getirilmesi gereklidir (Liatukas, 2003).

Uzak akrabalarin1 ve progenitdr tiirlerini kapsayan bugdayin yakin
tiirleri yararli varyabilitenin biiylik bir deposudur. Bu varyabilitenin
icinde bugdayin gelistirilmesi i¢in kullanilan pas dayaniklilig1 da vardir.
Yararli yabanci genleri tagiyan ¢ok sayida transfer olusturulmustur ancak

bunlardan birkag tanesi ticari olarak kullanilmaktadir. Bugdaya aktarilan



19

bu yabanci segmentlerin ¢ogu ya bugday kromatin hasarlarinm
karsilamamakta ya da bitki performansi ve verimde depresyona neden
olan arzu edilmeyen genleri igermektedir. Bu olumsuz etkiler, ¢ok kiigiik
miktarda istenmeyen yabanci kromatinle birlikte arzu edilen genlerin
transfer edilmesiyle 6nlenebilir (Liatukas, 2003).

Onemli sayida Lr dayamkhlik genleri Kkiiltiirii yapilan T.
aestivum’dan orijinini almaktadir ancak bazi dayaniklilik genleri
bugdayin yabani tiirlerinden aktarilmistir: Aegilops umbellulata — Lr9,
Aegilops squarrosa — Lr21, Lr22, Lr32, Lr39, Lr40, Lr4l, Lr42, Lr43,
Agropyron elongatum — Lr19, Lr24, Lr29, Aegilops speltoides — Lr28,
Lr35, Lr36, Lr47 ve Aegilops ventricosa — Lr37. Baz1 dayaniklilik genleri
(Lrl, Lr3, Lrll, Lrl14, Lrl6 ve Lr26) Polonya bugday c¢esitlerinde
saptanmistir. Ancak bu genlerin dayamikliligi kimi zaman tek bir gen
tarafindan saglanmaktadir ki bu da bugday cesitlerinde hastalik
enfeksiyonunu 6nemli bir sekilde engellememektedir (Chelkowski and
Stepien, 2001).

Hussien et al., (1998) T. monococcum’dan ekmeklik bugdaya
aktarilan 3 yeni kahverengi pas dayaniklilik geninin kromozom
lokasyonlarin1 belirlemek icin monosomik analizi kullanmislardir. 3
farkli germplazm bugday hattina aktarilan dayaniklilik genlerinin
birbirleriyle linkage durumunda olmadigini saptamislardir. Bu 3 hatt1 7
farkli monosomik hatla melezlemisler ve monosomik analizle
dayaniklilik genlerinin 6A, 1A ve 5A kromozomlarinda yer aldigini
tespit etmiglerdir. Elde ettikleri sonuglar bu 3 dayamiklilik geninin
birbirinden ve daha onceki ¢aligmalarda saptanan Lr genlerinden farkli

oldugunu gdostermistir.
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Kahverengi pas dayanikliliginda yiiksek inokiilant yogunlugu ve
enfeksiyon i¢in uygun cevre sartlarinin olusmasindan dolay1r meydana
gelen hastalik enfeksiyonunda dayaniklilik devreye girer (Roelfs et al.,
1992; Seyfarth, 2000b). Basaklanma siiresince kahverengi pas fungusu
saldiris1  bagsak¢ik  sayisinin  azalmasindan, fotosentez oraninin
diismesinden, respirasyon oraninin artmasindan ve enfekte olmus
dokulardan  fotosentez  iirlinlerinin  translokasyonunda  olusan
aksakliklardan dolay1 ciddi tane verimi kayiplarina neden olur (Roelfs et
al.,, 1992; Agrios, 1997; Seyfarth, 2000b). Bu nedenle bitki 1slahinda
ergin donem bitki dayamikliligi ¢ok Onemlidir. Giinlimiize kadar ¢ok
sayida kahverengi pas dayamiklilik geni saptanmistir ayni sekilde
kahverengi pasa bagl kantitatif 6zellik lokuslar1 da belirlenmistir. Biiytik
dayaniklilik genleri Mendel kalitimi1 gdosterirler. Bu biiylik dayaniklilik
genlerinin ¢ogunlugu ya fide doneminde ya da bitkinin tiim yasami
boyunca dayaniklilik saglarlar. Ancak bu biiyiik dayaniklilik genlerinden
birkag1 6rnegin Lrl12, Lrl3, Lr22a, Lr22b, Lr34, Lr35 ve Lr37 sadece
bitkilerin ergin donemlerinde etkilidirler (Mclntosh et al., 1995; Seyfarth,
2000Db).

Giliniimiize kadar belirlenen kahverengi pas dayaniklilik genleri
arasinda, biiylik olasilikla Lrl3 diinya ¢apinda en ¢ok dagilan gendir
(McIntosh et al., 1995; Seyfarth et al., 2000a). Ornegin CIMMYT
(International Maize and Wheat Improvement Center) bugday
varyetelerinin biiyiik bir kismi1 Lrl3 genini tasimaktadirlar (Rajaram et
al., 1988; Seyfarth et al., 2000a). Normal sartlar altinda bu dayaniklilik
geni, ergin donem dayanikliliginin karakteristigi olan ergin bitki

doneminde dayaniklilik saglamaktadir. Tek bir gen olarak Lrl3 ¢ogu



21

bugday yetisen alanda artik etkili degildir (Mclntosh et al., 1995;
Seyfarth et al, 2000a). Fakat, Lrl3’in Lr34 ile kombinasyonu
kahverengi pasa karsi siirekli bir dayanikliligin temelini olusturmustur
(Ezzahiri and Roelfs, 1989; Seyfarth et al., 2000a). Ayrica Lrl3 ile
Lrl6’nin kombinasyonu da kahverengi pasa artan bir dayaniklilik
saglamistir (Samborski and Dyck, 1982; Seyfarth et al., 2000a).

Park and MclIntosh (1994), ergin donem dayaniklilik genleri Lr12,
Lrl3 ve Lr22b igin serada ergin bitkilerde yaptiklari testlerle Avustralya
Puccinia recondita f. sp. tritici populasyonlarinin viriilent oldugunu teyit
etmislerdir. Lr34, Lr35 ve Lr37 genlerinin de etkinliklerini inceleyen
aragtirmacilar bu 6 dayaniklilik geninin ergin donem bitki dayaniklilik
genleri oldugunu saptamiglar ve bitki gelisiminin erken donemlerinde
gostermis olduklar1 dayanikliliklarina gore 4 grup altinda toplamislardir.
Ekimden 2 hafta sonra yapilan inokiilasyonla bitki fide yapraklarinda
Lrl3 geninin dayaniklili§i gézlenmistir. Ekimden 3 hafta sonra yapilan
inokiilasyonla Lr37’nin, 5 hafta sonra yapilanla Lrl2, Lr22a ve Lr35
genlerinin, 9 hafta sonra yapilan inokiilasyon sonucu da Lr22b’nin
dayaniklilik gosterdigini saptamislardir.

Winzeler et al., (2000) 10 Avrupa lilkesinden 72 bugday ¢esidi ve
1slah hattinin kahverengi pasa karsit dayanikliligini iki yil boyunca tarla
kosullarinda test etmislerdir. Fide donemi dayanikliligini1 da inceleyen
arastirmacilar 9 hattin biitiin lokasyonlarda olduk¢a dayanikli olduklarini
ve bu hatlarin 1slah programlarinda O6nemli dayaniklilik kaynag:
olabileceklerini vurgulamisglardir. Birkag¢ hattin ergin donem dayanikliligi
ya da kismi dayaniklilik sagladigini tespit etmisler ve Lrl3 genini tastyan
dayanikli ¢esidin farkli bir dayaniklilik tepkisi gosterdigini, diger
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genlerle kombinasyonu olmaksizin sadece bu genin dayanikliliginin
Avrupa’da yeterli olmadigini belirtmislerdir. Lr37 geninin ise iistiin bir
dayaniklilik sergiledigini ancak fide doneminde s6z konusu genin etkili
olmadigini saptamislardir. Fide donemi dayanikliliginin ¢ogunlukla Lr1,
Lr3a, Lr3ka, Lr10, Lrlda, Lr17b, Lr20 ve Lr26 genlerinde goriildiigiinii
tespit etmislerdir.

Singh et al., (2001) kahverengi pasa ergin donem dayanikliliginin
kalitimin1 incelemek amaciyla sera ve tarla kosullarinda 6 bugday
varyetesinde ve bunlar arasinda yapilan melezlerin F, ve F;
populasyonlarinda pas inokiilasyonu yapmiglardir. Suneca ¢esidinde fide
donemi dayanikliligimin Lrl ve Lrl3 genleri tarafindan idare edildigini
saptayan arastiricilar yaptiklar allelizm testiyle de Avocet R, Hereward,
Moulin ve Pastiche ¢esitlerinde fide dayanikliliginin Lrl3 tarafindan
saglandigin1 teyit etmislerdir. Hereward ¢esidinde ergin donem
dayaniklilig1 kalitiminin monogenik oldugunu ancak Moulin ve Pastiche
cesitlerinin her birinin 2 dominant gen tasidiklarini belirtmislerdir.

Giliniimiizde kahverengi pasa dayaniklilik saglayan 50’nin iistiinde
farkli gen bilinmektedir (McIntosh et al., 2003). Baz1 Lr dayaniklilik
genlerine (Lrl, Lr9, Lrl0, Lrl3, Lrl9, Lr23, Lr24, Lr25, Lr27, Lr28,
Lr29, Lr31, Lr34, Lr35, Lr37 ve Lrd7) ait markorlerin gelistirilmesinde
RFLP ve RAPD stratejileri basarili bir sekilde uygulanmaktadir
(Chelkowski and Stepien, 2001). RFLP markorleri giivenilir sonuglar
verir fakat bu markor sistemi pahalidir, yogun calisma gerektirir ve ¢ok
saf DNA ile calismak gerekir. Bu nedenlerden dolayr markorler
yardimiyla seleksiyonda kullanigh degildirler (Chelkowski and Stepien,
2001). Markdérlerin daha etkili bir sekilde belirlenmesi ve pratik olarak
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kullanilmas1 amaciyla, RFLP ve RAPD markdrlerinden STS, SCAR ve
CAPS stratejileri gelistirilmistir (Autrique et al., 1995; Prins et al., 1996;
Blaszcezyk et al., 2004a).

2.4. Molekiiler Markorler

Konvensiyonel tahil 1slah1 zaman alicidir ve c¢evresel sartlara ¢ok
baglidir. Yeni bir ¢esidin 1slahi sekiz ile on iki y1l arasinda bir siire alir ve
hatta bu gelistirilen ¢esidin piyasaya ¢ikarilmasi garanti edilemeyebilir.
Bu nedenle 1slahgilar bu prosediirii daha etkili bir sekilde yapabilecek
yeni yoOntemlerle ilgilenmislerdir. Molekiiler markor teknolojisi tahil
1slahinda seleksiyon stratejilerini gelistirmek i¢in genis kapsamli yeni
uygulamalarin benimsenmesini saglamistir (Korzun, 2002a).

Genetik analizler i¢in molekiiler tekniklerin gelistirilmesi tahil
genetigine dair daha ¢ok bilgi edinilmesine ve tahil genomunun yapisinin
ve davranisinin anlasilmasina neden olmustur. Bu molekiiler teknikler
ozellikle de molekiiler markdrlerin kullanimu tiirler arasinda veya iginde
DNA sekans varyasyonunu gozlemek, bugdayin diger yabani ve akraba
bugdaygil tiirlerinden yeni, arzu edilen 6zelliklerin aktarilmasiyla yeni
genetik varyasyon kaynaklarini olusturmak icin kullanilmistir. Son
yillarda markor belirleme sistem ve tekniklerindeki gelismeler yararl
ozelliklere bagli markorleri saptamak icin kullanilmigtir. Bu 6zelliklere
ait markorlerin saptanmasi tam bir linkage haritas1 ve bulk segregant
analizine dayalidir. Kismi haritalarin  yapilmasi, pedigrilerin
kombinasyonu ve markdr bilgisi gibi alternatif metodlarin da
markdr/6zellik iligkisini saptamada yararli oldugu ispatlanmistir (Korzun,

2002b).
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Ug temel genetik markér tipi vardir: bunlardan birincisi morfolojik
markorlerdir (klasik ya da goriilebilir markorler) ki bunlar fenotipik
ozellikler ya da karakterlerdir. ikincisi biyokimyasal markérlerdir, bunlar
enzimlerin allelik degiskenleridir ve izoenzimler olarak adlandirilirlar.
Ucgiincii markér sistemi molekiiler ya da DNA markorleridir. Molekiiler
markdrler DNA iizerindeki varyasyonlar1 gosterir (Jones et al, 1997).
Morfolojik markorler genellikle c¢icek rengi, tohum big¢imi gibi
goriilebilir fenotipik karakterlerdir. Izoenzim markérleri, elektroforez
islemiyle ve spesifik boyamayla belirlenmektedir. Izoenzim ve
morfolojik markdrlerin sayilarinin az olmasi, c¢evre faktorlerinden ve
bitki gelisim evrelerinden etkilenmeleri bunlarin  en Onemli
dezavantajlaridir (Collard et al., 2005).

DNA markorleri, genel olarak sayilarinin ¢ok olmasindan dolay1 en
yaygin kullanilan markdr tipidir. Bu markdrler, DNA’da olusan nokta
mutasyonlar1, insersiyonlar, delesyonlar veya tekrarlanan DNA’nin
replikasyonunda olusan hatalardan meydana gelmektedirler (Paterson,
1996; Collard et al., 2005). Bu markorler nétraldirler ¢iinkii genellikle
DNA’nin  kodlanmayan kisimlarinda olusurlar. Morfolojik  ve
biyokimyasal markdrlerin  tersine, DNA markorleri siirli  sayida
degildirler, ¢evresel ve/veya bitki gelisim evrelerinden etkilenmezler
(Collard et al., 2005).

DNA markérleri bunlarin belirlenmesinde kullanilan yontemler
temelinde 3 ana gruba ayrilabilir: (1) hibridizasyona dayali markdrler;
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ve oligoniikleotid
parmak izlerinin ¢ikarilmasi, (2) polimeraz zincir reaksiyonuna dayali

markorler; RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR
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(Sequence Characterized Amplified Regions), SSR (Simple Sequence
Repeat), STS (Sequence-Tagged Site), AFLP (Amplified Fragment
Length  Polymorphism), ISA (Inter-Simple Sequence Repeat
Amplification), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), ALP
(Amplicon Length Polymorphism) markérleri, (3) DNA sekanslamasina
dayali yontemler; SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markdrleri
ornek olarak verilebilir. (Jones et al., 1997; Gupta et al., 1999).

Yukarida belirtilen 3 grup markor sistemlerinin disinda MP-PCR
(Microsatellite Primed Polymerase Chain Reaction), AP-PCR
(Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), AS-PCR (Allele
Specific Polymerase Chain Reaction), DAF (DNA Amplification
Fingerprinting)  stratejileri de  polimorfizmin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Gupta et al., 1999).

Tahillarda bu markér sistemlerinden Ozellikle RFLP, AFLP,
RAPD, SSR, STS ve SNP teknikleri kullanilmakta ve yeni markor
sistemleri de gelistirilmeye devam edilmektedir (Korzun, 2002a). Bazi
Ozellikler bakimindan bu markorlerin karsilastirilmas: Cizelge 2.1°de

verilmistir.
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Cizelge 2.1. Tahillarda sik¢ca kullanilan DNA  markdrlerinin
karsilastirilmasi (Korzun, 2002a).

Ozellikler RFLP RAPD AFLP SSR SNP
DNA miktari(pg) 10 0.02 0.5-1.0 0.05 0.05
DNA kalitesi yiiksek yiiksek orta orta yiiksek
PCR’a dayali hayir evet evet evet evet
Analiz edilen

polimorfik lokus 1.0-3.0 1.5-50 20-100 | 1.0-3.0 1
say1s1

Kullanim

Kolayh! zor kolay kolay kolay kolay
Otomasyona - .. .
uyumlulugu diisiik orta orta yuksek | yiiksek

Tekrarlanabilirligi | yiiksek | gilivenilmez | yiiksek | yiiksek | yiiksek

Gelistirme - - .. .
maliyeti disiik disiik orta yiiksek || yiiksek
Analiz maliyeti yiksek diistik orta diisiik diisiik

Cizelge 2.1 incelendiginde; polimorfizmi belirlemede RFLP, SSR
ve AFLP markorlerinin ¢ok etkili olduklar1 goriilmektedir. Fakat RFLP
icin yiiksek miktarda DNA gerekmektedir ve analizi i¢in otomasyona ¢ok
uygun degildir. AFLP ve SSR markorleri tahillarda ¢ok popiiler markor
tipleridir. Tahillarda yakin gelecekte, yiikselen miktarda sekans bilgisi ve
gen fonksiyonunun belirlenmesi SNP gibi yeni markdr sistemlerinin
kullanilmasini gerektirecektir (Korzun, 2002a).

Ayni veya farkli tlirlerin bireyleri arasinda farklilik gosteren
markorler polimorfik markorler olarak isimlendirilirler ve bunlar daha

yararlidirlar. Ancak genotipler arasinda farklilik gostermeyen markorler
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monomorfik markoérler olarak bilinirler. Polimorfik markorler ayrica
homozigot ve heterozigotlar arasinda ayrimlanabilmelerine gore
dominant veya kodominant 6zellik gdsterirler. Dominant markorler var
veya yok olarak belirlenirken, kodominant markorler boyut olarak
farklilik gosterirler. Kurallara bakilirsa, bir DNA markoriintin farkhi
formlar1 (6rnegin jel tlizerinde farkli boyuttaki bantlar) markor allelleri
olarak adlandirilirlar. Bu durumda kodominant markorler farkli birgok
allele sahip olabilirler fakat dominant bir markor sadece 2 allele sahiptir

(Collard et al., 2005) (Sekil 2.3).

(a} MW A B C [ (b] MW A B [

00 b——*
400 b—*
300 bg—*
200by—*

100 b—*

Sekil 2.3. Genotipler arasinda kodominant ve dominant DNA markdrleri

(Collard et al., 2005).

Sekil 2.3’de A, B, C ve D bireyleri arasinda polimorfik markorler
oklarla gosterilmistir. Bireyler arasinda farklilik gostermeyenler
monomorfik markorlerdir. (a) sablonunda SSR markdrleri gosterilmistir.
Buradaki polimorfik markor, tek bir genetik lokusda 4 genotipin farkli
boyuttaki markor allellerini  gostermektedir. (b) sablonunda RAPD
teknigiyle elde edilmis bantlar goriilmektedir. Bu markorler var veya yok

olarak degerlendirilirler. Bu markérlerin boyutlar1 molekiiler agirliktan
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(Molecular Weight=MW) hesaplanir. Buradaki her iki markoérde de
sadece 2 farkli markor alleli vardir (Collard et al., 2005).

Ak an An BR

b
(a) {b)

Bh

Sekil 2.4. Dominant ve kodominant markorlerin karsilastirilmasi (Collard

et al., 2005).

Sekil 2.4’de kodominant markorlerle (a) heterozigot ve
homozigotlar arasindaki farklilik agik bir sekilde goriilebilmektedir.
Ancak dominant markorler (b) bu ayrimi yapamamaktadir (Collard et al.,
2005).

Genetik markorler organizmanin ya da tiiriin bireyleri arasinda
farkliliklar gosterirler. Genellikle dogrudan hedef geni gostermezler fakat
hedef gen icin isaret veya etiket gdrevi yaparlar. Genlere ¢ok yakin yer
alan (sikica linkage durumunda olan) genetik markdrler gen etiketleri
olarak bilinirler. Bu tiir markoérler ilgilenilen 6zelligin fenotipini
etkilemezler cilinkii bunlar sadece, 6zelligi kontrol eden genlere yakin
mesafede lokalize olmuslardir veya bu genlerle linkage durumundadirlar.
Biitiin genetik markorler, kromozomlarda ‘lokus’ olarak adlandirilan
spesifik genomik pozisyonlarlarda (genler gibi) yer alirlar (Collard et al.,

2005).
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Niikleik asit dizilerindeki polimorfizmlere dayali molekiiler (DNA)
markorler bitki genom analizlerine dayanan bir¢cok problemin ¢oziimiinde
kullanilmaktadir; o6rnegin genetik haritalarin olusturulmasinda, basit
ozelliklerin haritalanmasinda, kantitatif 6zellik lokuslarinin  (QTL,
Quantitative Trait Loci) haritalanmasinda, mutasyonlarin
haritalanmasinda, transgeniklerin saptanmasinda, bitki 1slahinda genetik
tanimlamalarda, populasyon genetiginde, molekiiler taksonomi ve
evrimde, bireylerin saptanmasinda, germplazm karakterizasyonunda,
tescilli germplazmlarin belirlenmesinde ve genom biiylikliigiiniin
Olciilmesinde kullanilmaktadir (Rafalski et al., 1996; Seyfarth, 2000b).

Agronomik Oneme sahip hedef bir gene, linkage durumunda
bulunan bir molekiiler markdrii saptamak igin 4 temel strateji vardir.
Bunlardan birincisi yakin izogenik hatlar1 (Near Isogenic Lines, NILs)
kullanmaktir. Yakin izogenik hatlar sadece, ilgilenilen gendeki ve komsu
kromozomal bdlgedeki allel gruplart bakimindan farklidirlar. ikinci
strateji, tek bir gene bagli molekiiler markorleri belirlemede Bulk
Segregant Analizini (BSA) kullanmaktir. Ugiincii satratejide ise,
kantitatif 6zellik lokuslarini ve bunlarin markorlerini saptamak amaciyla
cok kompleks oOzellikleri genetik olarak ayrintili sekilde incelemek
gerekir. Son olarak dordiincli stratejide, bilgisayar veri tabanlari
(sekanslama ve haritalama verileri) devreye girer (Masojc, 2002).

Bitki 1slahindaki temel faaliyetlerden birisi, ¢esitli ¢evrelerde
biyotik ve abiyotik streslere dayaniklilik saglayan degerli gen
kaynaklarini aragtirmaktir. Bu kaynaklar genellikle hatlar, tiirler, kiiltiiri
yapilan gesitler ve hatta bunlarin yabani akrabalaridir. Verim kapasitesini

diisiiren genler gibi arzu edilmeyen genleri tasidiklarindan genellikle
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bunlar1 1slah programlarina dahil etmek zordur. Dayanmiklilik allellerini
kiiltiirli yapilan gesitlere aktarmak i¢in verici hat ile alic1 ¢esit arasinda F,
hibridini elde etmek gerekir. Daha sonra tekrarlanan ebeveyn olarak alici
ebeveyn ile 6 kez geriye melezleme ve her geriye melezlemeden sonra
dayaniklilik i¢in pozitif seleksiyon ve verici ebeveynin istenmeyen
ozellikleri icin negatif seleksiyon yapilir. Fenotipik degerlendirmeye
dayanan, direkt olarak yapilan bu seleksiyonun etkinligi su durumlarda
cok diisiik olabilir: 1) ilgilenilen ozellik dis ¢evresel faktorlerle
degisebilir (diisiik kalitimli) ise, 2) bu 6zellik dominant veya birden fazla
gen tarafindan idare ediliyor ise, 3) s6z konusu oOzelligin
degerlendirilmesinde kullanilan metot pahali, zahmetli ve biiyiik 6l¢ekli
seleksiyon i¢in elverigsiz ise. Belirtilen bu kosullarin herhangi birinde
dikkate alinmasi1 gereken bir secenek de genotiplerin saptanmasina dayali
bir molekiiler markér metodunun gelistirilmesidir, ki bu da indirekt
seleksiyon ya da markdrler yardimiyla seleksiyona (Marker Assisted
Selection, MAS) olanak verecektir (Masojc, 2002).

Markérlerin - saptanmasinda  yakin  izogenik hatlar ve F;
populasyonlar1 6nceden hazirlanip, uygun hale getirilip kullanilan ilk
materyaldir. Ancak yakin izogenik hatlarin olusturulmasi uzun siire
almaktadir. Yakin izogenik hatlarin hemen hemen biitiin genleri aynidir
fakat ilgilenilen 6zelligi kodlayan lokusun allelik kompozisyonu ve bu
genin  etrafindaki DNA bolgeleri bakimindan farklhilik gosterirler.
Bundan dolayi, iki yakin izogenik hat arasindaki fenotipik farkliligin
nedeni sadece tek bir homozigot allelik farkliliktan kaynaklanir. iki yakin
izogenik hat arasinda DNA seviyesinde belirlenen herhangi bir

polimorfizmin sebebi, biiyiik bir olasilikla bu farklili1 yaratan gen veya
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DNA bolgesinin hedef gen ile ¢ok siki bir sekilde linkage durumunda
olmasindan kaynaklanir. Yakin izogenik hatlar, ¢alisilan genin etrafinda
bulunan molekiiler markdrleri igeren dnemli haritalarin gelistirilmesinde
cok degerli bir kaynaktir (Masojc, 2002).

Lr dayaniklilik genlerini tasiyan yakin izogenik hatlar yazlik
bugday cesidi Thatcher kullanilarak olusturulmustur. Thatcher yakin
izogenik hatlar1 dayaniklilik genlerini saptamada oldugu kadar patojen
viriilent kombinasyonlarinin belirlenmesinde de ¢ok yararlidirlar
(Winzeler et al., 2000). Tek izogenik hatlar dayaniklilik genlerine ait
DNA markorlerini  gelistirmek i¢in kullanigli olduklar1 kadar yeni
cesitlerde arzu edilen dayaniklilik genlerini birlestirmede ve
piramitlestirmede de faydalidirlar (Chelkowski et al., 2003).

Seyfarth et al., (1999) bugdayda kahverengi pasa ergin donem bitki
dayanikliligt saglayan Lr35 genine markor gelistirmek amaciyla
Thatcher35 dayanikli hatti ile duyarli g¢esit Frisal arasinda yapilan
melezden elde ettikleri 96 F, bitkisinden olugan populasyonda 80 RFLP
probu kullanmiglar ve bunlardan 51 adedinin ebeveynler arasinda
polimorfik olduklarim1 saptamislardir. 3 RFLP probunun Lr35 geni ile
linkage durumunda oldugunu belirlemisler ve bunlardan BCD260
probunu STS markoriine doniistirmislerdir. Avrupa’daki 1slah
programlarindan elde ettikleri 48 farkli 1slah hattinda bu STS markdriinii
test etmisler ve higbir hatta s6z konusu markoérii tespit edememislerdir.
Bu STS markdriintin Lr35 icin ¢ok spesifik bir markér oldugunu ve
Lr35’in diger dayamiklilik genleri ile kombinasyonunda 1slah

programlarina biiyiik yararlar saglayacagini belirtmislerdir.
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Helguera et al., (2000), daha onceden T. speltoides’in 7S
kromozomundan T. aestivum’un 7A kromozomuna aktarilan Lr47
dayaniklilik geni igin gelistirilen RFLP markorii Xabc465’i, PCR
markorlerine doniistiirmeyi amaglamislardir. Bu nedenle bu markoriin
etrafindaki korunan sekanslardan primer dizayn etmislerdir. Bu
primerleri T. speltoides ve T. aestivum’daki farkli allelleri ¢ogaltmak,
klonlamak ve sekanslamak i¢in kullanmiglardir. Elde ettikleri bilgilerle T.
speltoides sekanslarini belirleyip spesifik allel mutasyonlarini tespit
etmiglerdir ve yeni primerler olusturmuslardir. 4 geri melez
populasyonunda bu primerlerle T. speltoides segmentlerini elde etmisler
ve bu bilgilerin 1s18inda Xabc465 alleli igin CAPS markorlerini
gelistirmislerdir. Bu CAPS markéoriiniin F, veya agilma gosteren geri
melez F, populasyonlarinda homozigot Lrd7 bitkilerini se¢mek igin
yararlt oldugunu bildirmislerdir.

Gold et al., (1999) hem Lr35 hem de Sr39 dayaniklilik genlerini
tasiyan bazi Thatcher yakin izogenik hatlari ile bu genleri tagimayan
tekrarlanan ebeveyn Thatcher hatti arasinda polimorfik ISSR bantlar
saptamiglardir. Bu 2 gen Aegilops speltoides’den aktarilan kromozom
segmentinde lokalize olmus ve linkage durumundadirlar. Acgilma
gosteren bir populasyonda inceledikleri ISSR primerlerinden bir
tanesinin, bu iki genin her ikisi ile de linkage durumunda oldugunu
saptamiglardir. Bu primeri SCAR primerine doniistirmiislerdir. Aegilops
speltoides’den aktarilan kromozom segmentinde Lr35 ve Sr39 genlerini
tastyan 6 bugday hattinda bu primerin markoriinii belirlemislerdir.

Liatukas (2003), her biri tek bir dayaniklilik geni tagiyan 31 adet

Thatcher yakin izogenik hattinda ve 6 ¢esitte Puccinia recondita f. sp.
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tritici’nin patojenitesini incelemistir. 2000 ve 2001 yillarinda farkli
cesitlerden, 1slah hatlarindan ve 1slah bahgelerinden topladigi kahverengi
pas uredinosporlarini kullanan arastirict inokiile ettigi bitkilerden yaprak
segmenti ile birlikte tek pistilleri almis ve agar, su, benzimidazole
karistminda besi ortamina koymustur. incelemeleri sonucu; Lr9, Lr19 ve
Lr24 genlerine karsi biitiin izolatlarin aviriilent oldugunu ve bu genlerin
bugdayin yabani akrabalarindan geldigini belirtmistir. Lr34 genine karsi
bu izolatlarin bir kisminin viriilent bir kisminin ise aviriilent oldugunu ve
en duyarli genlerin Lr3ka, Lrl7, Lrl8 dayaniklilik genleri oldugunu
saptamustir. Diger dayaniklilik genleri Lrl, 2b, 2c, 3, 3bg, 13, 14, 14a,
16, 30, 33, 34 ve 37 izolatlarin bir ¢coguna karst (% 71-90) diisiik bir
etkinlik gdstermiglerdir. % 50’den daha fazla bir oranda kiiltiirii yapilan
¢esitlerde bulunan Lr3, 10, 13, 26 ve 34 incelenen izolatlara kars1 diisiik
bir dayaniklilik gostermislerdir. Bunlardan sadece Lr26 geninin tatmin
edici bir dayaniklilik sergiledigini vurgulayan arastirict bu genin S.
cereale’den geldigini diger genlerin ise T. aestivum’dan alindigini ve bu
nedenle dayanmikliliklarinin diisiik oldugunu belirtmistir. Diger taraftan,
az cesitte bulunan veya fazla yaygin olmayan dayaniklilik genlerinin
bugdayin yabani akrabalarindan geldigini ve uzun siiren bir adaptasyon
stirecinden dolay1 tam bir dayaniklilik gosterdiklerini vurgulamistir.
Yakin izogenik hatlarin mevcut olmadigr durumlarda Bulk
Segregant Analizi kullanilarak ilgilenilen 6zellige linkage durumunda
bulunan markdrler saptanabilir. Bu metot tek bir melezden orjinini alan
ve agilma gosteren bir populasyondaki bireylerin iki havuzda toplanmis
DNA’larim karsilastirma esasina dayanir. Her havuzdaki veya bulktaki

bireyler kendi i¢lerinde ilgilenilen gen ya da 6zellik bakimindan aynidir
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fakat diger biitiin genler bakimindan keyfi olarak seg¢ilmistir. Diger bir
deyisle bu bulklardan biri fenotipik gézlemlere gore arzu edilen alleli
iceren, digeri ise bu alleli icermeyen bitkilerden izole edilen DNA’lardan
olusur. ilgilenilen &zellik bakimindan zitlik gdsteren iki havuz, bunlar
ayirt eden markorii belirlemek i¢in incelenir. Havuzlar arasindaki
polimorfik markdrler, havuzlarin olusturulmasinda dikkate alinan 6zelligi
belirleyen lokuslara genetik olarak bagli olacaktir (Michelmore et al.,
1991; Masojc, 2002).

Yakin izogenik hatlar1 gelistirmek i¢in bircok geri meleze ihtiyag
duyulur ve bunlarin iiretimi uzun siire gerektirir. Buna karsilik agilma
gosteren populasyon olusturulduktan sonra herhangi bir lokus veya
genomik bolge icin BSA uygulanabilir (Michelmore et al., 1991).

BSA i¢in ¢ogunlukla F, populasyonlar1 ve bunun yaninda geri
melez, tam kardes vb. populasyonlar kullanilmaktadir. Geri melez
populasyonlarindan elde edilen bulklar ilgilenilen bdlge etrafinda daha
iyi bir odaklanma saglar. F, populasyonlar1 ile incelenen bolge
bakimindan maksimum genetik cerceve elde edilir (Michelmore et al.,
1991). Bulk segregant analizi dominant veya kodominant markorlerle
uygulanabilir.

Naik et al., (1998), duyarli Hindistan cesitlerini kullanarak
olusturduklar1 yedi yakin izogenik hatta Lr28 genini tespit etmek i¢in
RAPD yontemini kullanmiglardir. Tekrarlanan sekanslarin  bugday
genomunda oldukca yiiksek olmasindan ve RAPD metodunun
tekrarlanabilme 6zelliginin diisiik olmasindan dolayr genomik DNA’da
ozel bir iglem uygulayan arastiricilar 80 tesadiifi RAPD primeri ile bu

genomik DNA’y1 incelemislerdir. Bir markdriin yakin izogenik hatlar1 ve
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verici ebeveyni tekrarlanan duyarli ebeveynlerden ayirt ettigini
saptamiglardir. Dayanikli hatlarda da saptadiklari bu bandi klonlayip,
Lr28 geni i¢in STS markoriine doniistirmiislerdir. Bu markoriin
dogrulugunu teyit etmek i¢in F; generasyonunda Bulk Segregent
Analizini uygulamiglar ve dayamikli F; bulklarinda ve hatlarinda aym

markorii tespit etmislerdir.

2.5. SSR (Mikrosatelit) Markorleri

Bitki genomu ¢ok sayida basit sekans tekrarlar1 (Simple Sequence
Repeats) diger bir deyisle mikrosatelitleri icermektedir. 6 bp’den kiigiik
olan mikrosatelitler birbiri ardina dizilmis tekrarlardir ve kromozomlar
boyunca yiizlerce lokusa dagilmis durumdadirlar. Tipik olarak
mikrosatelitler diniikleotidler (AC),, (AG),, (AT),; triniikleotidler
(TCT)n, (TTG),; tetraniikleotidler (TATG), olabilirler ve buradaki n
mikrosatelit lokusundaki tekrarlarin sayisidir. Birgok farkli lokusta
bulunmalarina ek olarak poliallelik de olabilirler. Ozel bir lokusdaki
SSR’1 belirlemek icin Oncelikle bu bolgeyi iceren kiigiik genomik
kiitliphane olusturulur. Daha sonra bu kiitiiphane SSR’lar1 saptamak
amaciyla  mikrosatelit problariyla incelenir. SSR’1 iceren bdlge
sekanslanir ve SSR’1 iceren lokus i¢in spesifik primerler dizayn edilir.
DNA bant sablonlarimi1 elde etmek icin bu primerlerle PCR islemi
uygulanir ve bir lokusun iki allelindeki tekrarlarin sayisindaki farkliliga
dayal1 polimorfizm gel lizerinde gozlenir (Sekil 2.5). Bu nedenle elde
edilen markor kodominant markdrdiir. Buna ilaveten, SSR markorleri

basit, PCR’a dayali, asir1 derecede polimorfik ve belirlenen allellerin
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sayisindan ve frekansindan dolay1 ve de ¢ok yakin akraba bireyleri ayirt
etme kabiliyetlerinden dolay1 ¢ok informatiktirler. SSR markdrleri
haritalamada, cesitlerin identifikasyonunda, germplazm muhafazasinda,
melezlerin belirlenmesinde, gen havuzu varyasyonu analizlerinde ve de
ekonomik oOneme sahip Ozellikler i¢in belirleyici markdrler olarak
kullanilmaktadir. Ancak mikrosatelitleri ilk asamadan itibaren
belirlemek, gelistirmek pahali ve zaman alicidir ve spesifik primerlere

ihtiyag duyulur (Jones et al., 1997).

Mikrozatelt
Primer F =ek
/ ekans
&, Bitkizi ACACACACACAG
TGTGTGTGTGTE
——
Primer R
B ———
B Bitkizi ACACACAC
TGTGTGTG
—
=
AU
#F < o
S |=
= N —
E|—
2
L-q —

Sekil 2.5. SSR markorlerinin sematik gdésterimi (Salvi, 2006).
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Doksanli yillarin ortalarina kadar mikrosatelit markorleri insan ve
hayvan genetik calismalarinda kolay uygulanabilen ve giivenilir
markorler olarak dikkatimizi ¢ekmektedir ancak bitkilerde bu yillarda
biiylik kapsamli ¢alismalar yapilmamistir. Bunun nedeni bu yillara kadar
bitkiler {izerinde mikrosatelit ¢alismalarinda kullanilacak uygun
primerlerin gelistirilmemesidir (Plaschke et al. 1995). Fakat daha sonraki
yillarda bitkiler iizerinde de mikrosatelit arastirmalart yogunlasip ¢ok
kullanilan markorler arasina girmistir.

Plaschke et al., (1995) kiltirii yapilan 40 bugday cesidi ve
cogunlugu Avrupa elit materyalini iceren bugday hattinda 23 bugday
mikrosatelitini kullanmiglar ve 15 farkli kromozomda toplam 142 alleli
belirlemiglerdir. Mikrosatelit primeri basina ortalama 6.2 allel saptayan
arastiricilar ortalama diniikleotid tekrar sayisinin ise 13 ile 41 arasinda
degistigini belirtmislerdir. Cesitler ve hatlarin dendograminda biitiin
genotipleri ayrimlamiglar ve 6zellikle 2 c¢esidi digerlerinden daha farkl
olarak saptamislardir. Olusturduklar1 gruplarin, ¢esitlerin pedigrileri ile
iliskili  oldugunu ve genetik benzerligin 0.44 elde edildigini
vurgulamislardir. Az sayida SSR’la genetik farkliligin olgiilebilecegini,
ekmeklik  bugday elit materyalinde ¢esit identifikasyonunun
yapilabilecegini belirtmislerdir.

Ekmeklik bugdayda mikrosatelit calismalarinda ilk igbirligi WMC
(Wheat Microsatellite Consortium) tarafindan 1996 yilinda yapilmistir.
Bundan sonra 1997 Subatinda Uluslararasi Bugday Mikrosatelit
Haritalama Ag1 (IWMMN) kurulmus ve 6zellikle WMC’nin belirledigi
primerleri genetik haritalama ile desteklemeye baglamistir. Bu isbirligi

cercevesinde 10  {iye  mikrosatelit  haritalama  c¢aligmalarim
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siirdiirmektedir. Bu grupdan Gupta et al.,, (2002) daha O6nceden
haritalanan 384 lokusa ilaveten yeni 66  mikrosatelit lokusunu
haritalamiglardir. Roder et al., (1998b)’nin kullandigi materyalle ayn
materyali (70 rekombinant kendilenmis hat) kullanan aragtiricilar 58
primer ¢ifti ile 66 mikrosatelit lokusunu belirlemiglerdir.

Roder et al., (1998a) 25 “Chinese Spring” delesyon hattinda ¢ok
sayirda SSR primeri kullanarak ekmeklik bugdaym 2 homoelog
kromozom grubunda diniikleotid mikrosatelit markorlerinin fiziksel
dagilimimi aragtirmiglardir. 31 adet mikrosatelit markorii ile 2A
kromozomunda 14 lokus, 2B kromozomunda 9 Ilokus ve 2D
kromozomunda 10 lokus saptamislardir. Mikrosatelit lokuslarmin
kromozom boyunca dagildiklarini belirten arastiricilar, tanimladiklar: 28
fiziksel araliktan 18’ini mikrosatelit markdrleriyle isaretlemiglerdir.

Roder et al. (1998b), ekmeklik bugday genomuna spesifik yeni
mikrosatelit primerlerini gelistirmek amaciyla ITMI (International
Triticeae Mapping Initiative)’'nin W7984 x Opata 85 melezinin 70
rekombinant kendilenmis hattin1 kullanmiglardir. Toplamda 279 lokusu
230 primerle ¢ogaltmislar ve belirledikleri lokuslar1 daha énceden RFLP
markdrleriyle haritalanmis genetik ¢erceveyle birlestirmislerdir. A
genomunda 93, B genomunda 115 ve D genomunda 71 lokusu
haritalamislardir. Gelistirdikleri SSR primer setlerinin ¢ogunlugunun
(%80) genoma spesifik oldugunu ve sadece bir lokusu belirlediklerini,
geri kalan markdrlerin (%20) ise birden fazla lokusu saptadiklarini
belirtmislerdir.

Raupp et al., (2001), Aegilops tauschii’den T. aestivum’a aktarilan

Lr39 kahverengi pas dayaniklilik geninin molekiiler ve sitogenetik
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haritasin1 yapmuslardir. Inter-kromozomal haritalama igin monosomik
analizi, intra-kromozomal haritalama i¢in de mikrosatelit markorlerini
kullanmiglardir. Lr39’un sentromerden bagimsiz, 2D kromozomunun
kisa kolu iizerinde lokalize oldugunu saptamislardir. Ae. tauschii’den
koken alan Wichita TA4186 (Lr39 genine sahip) bugday hatt1 ile D
genomu monosomik Wichita hatti melezinin 57 F, bitkisinde linkage
haritas1 i¢in 2DS kromozomunda 8 mikrosatelit markorii kullanmislar ve
Lr39 geninin bulundugu yeri teyit etmislerdir. Ayrica 3 markoriin bu
genle linkage durumunda oldugunu, Xgwm210 markoériiniin 10.7 ¢cM
uzaklikla Lr39’a en yakin markor olarak tespit etmislerdir.

Leonova et al., (2002) T. aestivum x T. timopheevii melezinden 5
bugday cesidini esas alarak, kahverengi pasa dayanikli olarak
gelistirdikleri 24 hibrid bugday hattinda T. aestivum igin &6zel 202
mikrosatelit markorlerini kullanmislardir. 24 hattin 11’inde 2A ve 2B
kromozomlar1 {izerinde T. timopheevii’den aktarilan bdlgeleri tespit
etmiglerdir. Kahverengi pasa dayanikliligin bu kromozomlar iizerinde yer
alan 2 gen tarafindan ya da bir genin bu 2 ayr1 kromozomdaki homolog
allelleri tarafindan idare edildigini belirlemislerdir.

Leonova et al, (2004) T. timopheevii ile T. aestivum’un
melezlenmesiyle elde edilen, kahverengi pasa siirekli bir dayaniklilik
saglayan 842 no’lu hatt1 kahverengi pas dayaniklilik genlerini
haritalamak icin kullanmuslardir. 842 no’lu hatta mikrosatelit
markdrlerini kullanan arastiricilar T. aestivum’un 2 kromozomunun
homoelog grubunda T. timopheevii’den aktarilan fragmentleri polimorfik

mikrosatelit markorleriyle belirlemiglerdir. Linkage analiziyle fide
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donemi dayanikliliginin  2A  kromozomuyla bir iliskisi oldugunu
saptamislardir.

Vikal et al., (2004) Aegilops speltoides’den ekmeklik bugdayin
4AL kromozomuna aktarilan Lr28 genine bagli molekiiler markdrleri
saptamak amaciyla Lr28 genini ve baska dayamiklilik genlerini tagiyan
bazi yakin izogenik hatlarda ve duyarli c¢esitlerde mikrosatelit
markorlerini incelemislerdir. PBW343 x HD2329 (Lr28) melezinin F,
populasyonunu kullanarak Lr28 geni ile linkage gosteren Xgwm160
markdriinii tespit etmislerdir.

Blaszczyk et al., (2004a) bir grup Thatcher yakin izogenik hattini
ve 2 1slah hattin1 kahverengi pas dayaniklilik genleri Lr9, Lr10, Lr19,
Lr24, Lr28, Lr29, Lr35’e bagli STS markorlerini ve Lr39’a bagli SSR
markorlerini incelemek icin kullanmislardir. Lr9, Lrl0, Lrl9, Lr24 ve
Lr28 genleri i¢in segilen STS markorlerini 7 aksesyonda belirlemislerdir.
Arastirmalarinda Thatcher yakin izogenik hatlarmi pozitif kontrol olarak
kullanmiglardir. Lr9, Lrl0, Lrl9 ve Lr24 dayaniklilik genlerine bagh
markdrleri (sirastyla 1100 bp, 310 bp, 130 bp ve 310 bp uzunlugunda) 7
farkli Avrupa laboratuarinda saptamislardir. Sonug¢ olarak Lr9, Lrl0,
Lrl19, Lr24, Lr29, Lr35’e bagli STS ve Lr39’a bagli SSR markoérlerinin
bu genlere olduk¢a spesifik olduklarini ve bugdayda markorler
yardimiyla seleksiyonda kullanilabileceklerini belirtmiglerdir. Fakat Lr28
genine bagli 378 bp uzunlugundaki amplifikasyon iirliniinii bu genin
bulunmadig: biitiin aksesyonlarda saptamislar ve Lr28 geni iizerinde
caligmalarin devam etmesi gerektigini belirtmislerdir.

Singh et al.,, (2004a) bugday germplazmi KS9O0WGRCI10’daki
kahverengi pas dayaniklilik geni Lr4l ve WX93D246-R-1’deki baska bir
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gen sirasiyla Aegilops tauschii ve Ae. cylindrica’dan T. aestivum’a
aktarilmigtir. Monosomik analizle WX93D246-R-1’daki genin 2D
kromozomunda oldugunu saptamiglar ve 2D kromozomunun kisa
kolunda bulunan RFLP markorii Xgwm210’den 11.2 c¢cM uzaklikta
lokalize oldugunu belirtmislerdir. WX93D246-R-1 ve TA4186 (Lr39)
arasinda yapilan melezin 300 F, bitkisinde duyarli bitki saptayamayan
aragtiricilar, WX93D246-R-1’de bulunan dayaniklilik geninin Lr39 geni
ile ayn1 gen oldugunu ya da bu 2 genin birbirleriyle ¢ok yakin bir sekilde
linkage durumunda oldugunu tespit etmislerdir. SSR markorii Xgdm35’in
Lr4l geninden 1.9 cM uzaklikta bulundugunu ve bu genin 2D

kromozomu iizerinde yer aldigini belirlemislerdir.

2.6. AFLP Markorleri

AFLP metodu hem restriksiyon enzimlerinin hem de PCR
amplifikasyonunun kullanildig1 bir yontemdir ve DNA fragmentlerinin
uzunluk farkliliklar1 belirlenir. AFLP yontemindeki ilk adim genomik
DNA’y1 iki restriksiyon enzimiyle kesmektir. Pstl gibi nadiren kesen bir
enzim az sayida fragment olusturmak amaciyla kullanilir. Msel gibi sik
kesen enzimler ise ortalama 256 bp uzunlugunda daha kii¢iik fragmentler
olusturmak i¢in uygundurlar. Sik kesen enzimleri kullanmak sadece gel
elektroforezinde ¢ok fazla fragment gérmemize neden olacaktir. Ikinci
adim kesilen DNA fragmentinin ucuna kisa, spesifik DNA sekansinin
baglanmasidir, tabiki diger ucuna da farkli bir sekans baglanacaktir. Bu
sekanslar ve hemen yanindaki komsu restriksiyon bolgeleri, PCR
primerlerinin baglanacagi bolgeler olarak gérev yaparlar. PCR isleminde

kullanilan primerler baglanacaklari bdlgenin hemen yanindaki 1 ile 3
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niikleotidi taniyacak ve eslesecek sekilde dizayn edilirler ve bu nedenle
fragmentlerin se¢ici amplifikasyonu yapilir (Jones et al., 1997) (Sekil
2.6). Amplifikasyon {iirlinii poliakrilamid jel iizerinde analiz edildiginde
birey basina ortalama 50 ile 100 arasinda bant gozlenir. AFLP sistemini
kurmak teknik olarak zor ve pahalidir ancak ¢ok sayida lokusu belirler,
polimorfizm orani yiiksektir ve karmasik bir DNA parmakizi olusturur ki
bu da tanmimlamada, yiliksek c¢oziiniirliikte haritalamada ve markor

yardimiyla klonlamada kullanilabilir (Jones et al., 1997).
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Sekil 2.6. AFLP markdrlerinin sematik gosterimi (Salvi, 2006).



43

Incirli and Akkaya (2001), Tiirk makarnalik bugdaylar1 arasindaki
genetik iliskiyi AFLP markoérlerini kullanarak ilk kez belirlemislerdir. 18
Eco ve Mse AFLP primer kombinasyonu ile toplam 189 polimorfik lokus
elde etmisler ve primer kombinasyonu bagina polimorfik markdr sayisini
4 ile 24 arasinda saptamiglardir. 9 kishik ve 6 yazlik makarnalik bugday
cesidinde elde ettikleri genetik iliskileri ¢esitlerin pedigrileri ile uyumlu
bulmuslardir. “Nei72”nin genetik uzaklik analizini uygulayan arastiricilar
en uzak cesit olarak Berkmen-469 (kislik) ve Diyarbakir-88 (yazlik)’i
belirlemislerdir. Selguklu-97 ve Sofu c¢esitlerini de en yakin cesitler
olarak saptamislardir.

Messmer et al., (2000) kahverengi pasa siirekli dayanikliligin QTL
haritasin1 ¢ikarmak i¢in 10 yildan fazla bir siire kahverengi pasa
dayaniklilk gosteren Isveg kislik bugday cesidi Forno ile T. spelta
varyetesi kislik Oberkulmer bugdayi arasinda yaptiklar1 melezin 204 Fs
rekombinant kendilenmis hattinda kahverengi pasa dayaniklilig
incelemiglerdir. Daha 6nce bu populasyonun 230 markor lokusu ile
genetik haritasini ¢ikaran arastiricilar, 4 farkli ¢cevrede kahverengi pasa
dayaniklilik seviyesini ve yaprak ucu nekrosisini kriter olarak
kullanmiglardir. Arastiricilar yaprak dayanikliliginda 8 QTL (6’s1 Forno
¢esidinden kalitilmig), yaprak ucu nekrosisinde 10 QTL (6’st Forno
cesidinden kalitilmis) saptamislardir. 4 yaprak dayanikliligt QTL’inin
yaprak ucu nekrosisi QTL’1 ile ayni oldugunu ve bu lokusdaki Forno
allellerinin yaprak ucu nekrosisi kadar dayaniklilik seviyesini de
yiikselttigini belirlemislerdir.

Kolmer (2001), Kanada’nin farkli bolgelerinden temin ettigi 69

kahverengi pas izolatinin viriilent testini 22 Thatcher yakin izogenik
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hattinin fide doneminde yapmis ve Lr22b genini tasiyan Thatcher
hattinda ergin dénem dayamkliligini incelemistir. izolatlar1 spesifik 10
farklit AFLP primeri ile de test eden arastirict kullandig1 hatlarda 37 farkl
virillent fenotip belirlemistir. 164 AFLP markdriine dayanarak
izolatlardan 69 molekiiler fenotip saptamistir. Viriilent ve AFLP
fenotiplemesine dayanan gruplar arasindaki korelasyon 0.53 cikmustir.
Aragtirict elde ettigi sonucglardan Kuzey Amerika’da yeni kahverengi pas
irklarinin bulundugunu belirtmistir.

Prins et al., (2001) Thinopyrum’dan aktarilmis Lrl9 dayaniklilik
genini tagiyan bugday kromozom bolgesinde AFLP ve STS markorlerini
aragtirmiglardir. Lrl9 genini tasiyan segmentin delesyon ve rekombinant
hatlarin1 kullanan arastiricilar Lr19’u tasiyan hatlarda bir AFLP bandi
belirlemisler ve bu bandi STS markoriine doniistiirmiiglerdir. Bir
delesyon hatt1 hari¢ Lr19’u tasiyan biitiin hatlarda 130 bp uzunlugunda
bir PCR fragmenti elde etmisler ve bu sekansi Lrl9’a ait ilk markor
olarak belirtmislerdir.

Hazen et al., (2002) baz1 bugday aksesyonlari ile genellikle genetik
haritalama populasyonu olarak kullanilan Opata 85 x W7984 melezinden
elde edilen 69 rekombinant kendilenmis hatta AFLP markorlerini
incelemiglerdir. Elde ettikleri bantlarin ¢ogunlugu (% 76.8) T. aestivum
aksesyonlar1 arasinda monomorfik olarak gozlenmistir. Kullandiklar1 10
primer kombinasyonundan elde ettikleri 153 polimorfik bandin 140’ nin
kromozom lokasyonunu belirlemislerdir. Ayrica T. aestivum germplazmi
olarak 37 ¢esit ve 10 farkl: iilkeden topladiklar1 yerel bugday tiirlerinde
de AFLP ile genetik farkliligi inceleyen arastiricilar rekombinant

kendilenmis hatlarda haritasim1 ¢ikardiklar1 bantlarin diger germplazm,
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aksesyon ve tlirlerde daha ¢ok polimorfik olabileceklerini bildirmislerdir.

Neu et al., (2002) ekmeklik bugdayda kahverengi pasa, kara pasa
ve kiilleme hastalifina dayaniklilik saglayan Lr20-Sr15-Pml lokusunun
oncelikle izolasyonunu yapmislar, Lr20 ve Pml genlerini 3 farkli F;
populasyonunu kullanarak haritalamiglardir. 60 RFLP, 4 SSR, 2 RAPD
ve 1 adet STS markoriinii kullanan arastiricilar I. populasyonda 8
markdrii, II. populasyonda 12 markori haritalamiglardir. Ancak III.
populasyonda biitlin markdrler monomorfik sonuglar vermis ve
markdrlerin tam bir linkage haritalamasin1 yapamamislardir. Bunun
nedenini, baskilanmis rekombinasyondan dolay1 problarin ¢ok yakin bir
sekilde fiziksel linkage durumunda olmasina baglamislardir.

Chelkowski et al., (2003) 40 farkli Lr genini ve bunlarin allellerini
bulunduran 39 adet Thatcher yakin izogenik hattinda, 8 adet kahverengi
pas dayamiklilik genine spesifik STS, SCAR ve CAPS primerlerini
kullanmiglardir. Lrl, Lr9, Lr10, Lr19, Lr24, Lr28, Lr37 ve Lr47 genleri
ile linkage durumunda olan s6z konusu primerlerin gilivenilir sonuglar
verdiklerini saptamiglardir. Lrl geni markoriiniin amplifikasyon {iriiniinii,
duyarli Thatcher ve Lr2a, Lr2b, Lr2c ve Lr19 hari¢ incelenen diger tiim
yakin izogenik hatlarda da belirlemislerdir. Lr1, Lr10, Lr28 hatlarinin ve
Thatcher’in PCR driinlerinin sekans analizi bunlarin, hedeflenen
kromozom bdélgesinde Lr1/6*Thatcher (TLR621) ve duyarli Thatcher
(TH621)’da bulunan orijinal allelden farklilasmis bir allel tasidiklarini
gostermistir. Lr28 markdrii, Lr28 genini tastyan yakin izogenik hat ile
birlikte diger 21 hatta da gozlenmistir.

Greganova et al., (2003) Slovakya kislik bugday cesitlerinde bazi

kahverengi pas dayaniklilik genleri icin daha oOnceden gelistirilmis
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markdrleri test etmislerdir. Lr9 ve Lr24 genleri i¢in STS, Lr35 geni i¢in
SCAR ve Lrl3 geni i¢in de SSR markorlerini arastirdiklari
calismalarinda s6z konusu 4 markoriin de giivenilir sonuglar verdigini ve
PCR reaksiyonu ile kolay, hizli bir sekilde belirlenebildiklerini
saptamiglardir. Lr9, Lr24 ve Lr35 genlerinin aktarildigi, ekmek yapim
kalitesi iy1 olan bugday genotiplerinde elde edilen sonuglarla markorler
yardimiyla seleksiyonun 6nemli olacagini vurgulamiglardir.

William et al., (2003) Lr46 geninin tam olarak lokasyonunu
belirlemek ve bu lokusun sari pas ergin donem dayamikliligi ile bir
iliskisinin olup olmadigmi saptamak amaciyla duyarli Avocet S ile
dayanikli Pavon 76 arasinda yaptiklar1 melezin 146 Fs bitkisinin ve
bunlarin F¢ hatlariin 3 mevsim boyunca kahverengi ve kara pasa karsi
reaksiyonlarmmi Olgmiislerdir. Arastiricilar eklemeli gen etkisinin
bulundugu 2 genin kahverengi pasa, 2-3 genin de kara pasa dayaniklilik
sagladigini saptamislardir. Bulk Segregant Analizi ve AFLP markdriinii
kullanarak bugday 1B kromozomunun uzun kolunda Lr46 geninin
lokasyonunu belirlemislerdir. Lr46 geni ile linkage durumunda bulunan
bir genin sar1 pasa orta derecede ergin donem dayaniklilig1 sagladigini ve
Yr29 geni olarak dizayn edildigini bildirmislerdir.

Wisniewska et al., (2003) CIMMYT’den temin ettikleri 18 adet
yazlik bugday hattinin, Polanya’da yetistirilen 12 yazlik bugday ¢esidinin
ve dayanikli kontrol olarak da Frontana ve Sumai3 c¢esitlerinin tarla
kosullarinda kahverengi pasa dayanikliliklarini aragtirmislardir. Polonya
cesitlerinde varsayilan Lr genlerinin kontrolii i¢in 16 adet patojen izolatt
ile multipatojen testi yapmuslardir. Kullandiklar1 hatlarda, g¢esitlerde ve

de pozitif kontrol olarak Thatcher yakin izogenik hatlarda STS
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markdrleri ile Lrl, Lr9, Lrl0, Lr24, Lr28 ve Lr37 genlerini
incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglarda Polonya g¢esitlerinin tamami
kahverengi pasa duyarlilik gostermistir. 10 CIMMYT hatt1 ile Frontana
cesidi bazi cevrelerde hastalia dayaniklilik gdstermis ve bunlarin
dayaniklilik  kaynagi olabilecegini  vurgulamislardir. Lrl0 geni
markoriinii 6 CIMMYT hattinda elde etmisler ancak Lrl ve Lr28
genlerinin markoriinii incelenen biitiin hatlarda gézlemlemiglerdir. L9,
Lr24 ve Lr37 genlerinin markorlerini ise soz konusu hatlarin hicbirinde
saptayamamiglardir.

Stepien et al., (2003) 7 farkli Avrupa {ilkesinden toplanan 37
bugday cesidinde Lr9, Lr10, Lr19, Lr24, Lr26 ve Lr37 kahverengi pasa
dayaniklilik genlerini incelemek i¢in STS markoérlerini kullanmiglardir.
Ayrica 2 germplazm koleksiyonundan bazi dayaniklilik genlerini tasiyan
22 aksesyonu da c¢aligmalarina dahil etmislerdir. STS markorlerine ek
olarak Lr24 geni icin SCAR, Lr47 geni i¢in ise CAPS markdrlerini de
s6z konusu bu genleri belirlemek i¢in kullanmiglardir. Her bir markor
spesifik bir DNA fragmentini ¢ogaltmistir. 3 Lr genine (Lrl0, Lr26 ve
Lr37) ait bugday cesitlerinde bazi markorler belirlemislerdir. Diger 4
genin (Lr9, Lrl9, Lr24 ve Lr47) markdrlerini ise dayaniklilik geni
tagtyan 1slah hatlarinda saptamislardir. Lr10, Lr26 ve Lr37 genleri igin
belirledikleri markdrlerin, markdrler yardimiyla seleksiyonda yararh
olabilecegini vurgulamislardir.

Zhong et al.,, (2003) iki farkli kahverengi pas (P. hordei)
dayaniklilik genini (Rph2 ve Rph6) tasiyan Bolivia arpa genotipi ile
duyarli genotip Bowman arasinda yaptift melezlemenin Fy4

generasyonundan elde ettigi homozigot dayanikli hatti (Bolivia Rph6)
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ikinci bir melezlemenin baba ebeveyni olarak kullanmis ve Bowman
genotipi ile tekrar melezlemistir. Bu melezden elde ettigi 122 F, bitkisi
ve bunlarin F; ailelerini haritalama populasyonu olarak kullanmigtir.
Bulk segregent analizi temelinde AFLP ve RFLP markorlerini kullanan
arastiricilar Rph6 geninin 3H kromozomunda, MWG2021 ve BCD907
RFLP markorlerinden sirasiyla 4.4 ve 1.2 cM uzaklikta oldugunu
saptamiglardir. Ayrica Rph6 geninin diger dayaniklilik genleri ile allelik
iligkisini inceleyen arastiricilar Rph6 geninin Rph5 geni ile allelik
iliskisini ve Rph7 geni ile de linkage durumunda oldugunu
belirlemislerdir.

Ling et al., (2004) 200’den fazla Ae. tauschii aksesyonunda Lrl
dayaniklilik genine aviriilent kahverengi pas izolatlarinin reaksiyonunu
incelemislerdir. Aksesyonlarin yaklasik % 3.5’u diisiikk enfeksiyon tipi
gostermislerdir. Hem Isvicre hem de Meksika’da dayaniklilik gdsteren
Tr.t. 213 hattin1 segmisler ve bu hatta yaptiklar1 genetik analizler sonucu
dayanikliligin tek bir dominant gen tarafindan saglandigin1 ve bu genin
Lrl ile aym1 kromozomal pozisyonda yer aldigini saptamislardir. RFLP
markorlerini kullanan arastiricilar bu dayaniklilik geni ile Lrl geninin
ayni atasal lokustan geldigini belirlemislerdir.

Blaszczyk et al., (2004b) Avrupa’da ekimi yapilan 16 adet kislik
bugday c¢esidinde 5 farkli kahverengi pas dayaniklilik genini (Lr3, Lr10,
Lrl3, Lrl4a ve Lr37) fide doneminde belirlemislerdir. Cesitlerde, yakin
izogenik hatlarda ve agilma gosteren populasyonda Lrl0 ve Lr37
dayaniklilik genlerinin varligint STS ve SCAR markdrlerini kullanarak
teyit etmislerdir. Lr37 genini tagiyan Kris ¢esidi ile bu geni tagimayan

Nutka c¢esidi arasinda yapilan melezin F3; populasyonunu haritalama
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populasyonu olarak kullanmiglar ve 2AS kromozomu iizerinde Lr37
genine spesifik 2 STS/SCAR markorii ile 1 SSR markorii saptamiglardir.
Xgwm1176 SSR markdriiniin STS ve SCAR markdrlerinden 4.1 ¢cM
linkage uzakliginda oldugunu belirtmislerdir.

Singh et el., (2004b) ekmeklik bugdayda Lrl9 ve Lr24 kahverengi
pas dayaniklilik genleri i¢in gelistirilmis molekiiler markdrleri, spesifik
dayaniklilik genlerini tasiyan bazi genotiplerde ve c¢esitli melez
kombinasyonlarinin farkli F, dollerinden elde edilen agilma gosteren
hatlarda incelemislerdir. Bir Thatcher yakin izogenik hattinda (Tc*Lr19)
ve Inia66//CMH81A575 genotipinde Lr19’un, Arkan, Blue Boy II, Agent
ve CI17907 genotiplerinde ise Lr24’{in STS markdriinii tespit etmislerdir.
Ayn1 markorler ebeveyn hatlarinda ve cesitli melez kombinasyonlarinin
F5 hatlarinda da elde edilmis ve kullanilan STS markdérlerinin s6z konusu
genler i¢cin markorler yardimiyla seleksiyonda kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Khan et al., (2005) Avustralya ¢esitleri Schomburgk ile Yarralinka
arasinda yapilan melezden tek tohum yontemi ile gelistirilen Fy4
populasyonunda, kahverengi pas dayamiklilik geni Lr3a ve kara pas
dayaniklilik geni Sr22’ye ait molekiiler markorleri arastirmislardir. Bu
genlerin kromozom lokasyonlarina gore segilmis toplam 1330 RAPD,
100 ISSR ve 33 SSR primerini kullanmiglardir. ISSR markorii UBC
840540’1 Lr3a’dan 6.0 cM uzaklikta saptamiglardir. SSR markorii cfa2019
ve cfa2123’i Sr22’den sirasiyla 5.9 cM ve 6.0 cM uzakliklarda
belirlemislerdir.

Blaszczyk et al., (2005) Lrl, Lr9, Lr10, Lr13, Lrl9, Lr21, Lr24,
Lr26, Lr28, Lr35 ve Lr37 genlerini tasiyan Thatcher yakin izogenik
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hatlarinin  toplam 286 lokusunda PUAFLP  metoduyla DNA
polimorfizmini arastirmislardir. Se¢ilmis 33 primer ile 16 aday markor
tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglar1 teyit etmek icin bazi cesitlerde
Lr24, Lr26 ve Lr37 genleri icin 6zel markdrler kullanilarak bu genlerin
varhiginm1 ya da yoklugunu incelemislerdir. AFLP markorii P42-530°u
STS markdriine doniistiiren arastiricilar, bu markdriin Lr37 spesifik
markorii (CslVrgal3) ile linkage durumunda oldugunu ve aralarindaki
uzakligin 1.7 ¢M oldugunu saptamiglardir. Agropyron elongatum, Secale
cereale ve Aegilops ventricosa’dan translokasyon ile hexaploid bugdayda
olusan DNA degisikliklerini saptamak i¢in PTAFLP metodunun etkili
oldugunu belirtmislerdir.

Obert et al., (2005) yeni kahverengi pas dayaniklilik genlerini
belirlemek amaciyla Afganistan ve Iran’dan temin ettikleri 40 yerel
bugday tiiriinii 2 farkli lokasyonda yetistirmisler ve dayanikliliklarini
incelemislerdir. Dayanikli bulduklar1 PI 289824 ile duyarli T112’yi
melezlemisler ve bunlarin 8 Fy, 176 F, ve 139 F,; ailesinin fide
doneminde dayamiklilik  testini  yapmuglardir. PI  289824°deki
dayanikliligin tek bir dominant gen tarafindan idare edildigini belirleyen
aragtiricilar AFLP analizi ile dayaniklilik markoriinii saptamiglardir. Bu
markorden STS markoriinii gelistirmisler ve dayaniklilik geninden 2.3
cM uzaklikta oldugunu go6zlemislerdir. Aymi genin mikrosatelit
markorleriyle 5B kromozomunun kisa kolunda oldugunu saptayan
aragtiricilar ayni1 kromozom bolgesinde daha onceden haritalanan Lr52
geni ile belirledikleri bu genin allelizm testinin gerekli oldugunu ¢iinkii

bu genlerin farkli genler oldugunu vurgulamislardir.
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Xu et al., (2005) kahverengi pasa yiiksek seviyede yavas paslanma
dayaniklilig1 gésteren CI 13227 hatt1 ile Suwon92 melezinden gelistirilen
rekombinant kendilenmis hatlarda molekiiler markorlerden yararlanarak
bu dayanikliligi arastirmiglardir. 459 AFLP ve 28 SSR markdriinii de
kullanan arastiricilar ayrica hastalik siddetini, gelisimini, enfeksiyon
oranin1 ve siiresini incelemislerdir. Hastaligin gelisimi, siddeti ve
enfeksiyon orani ile iligkili 2 kantitatif 6zellik lokusu bulmuslardir.
Hastalik stiresi ile ilgili ti¢iincii bir lokusu 2DS kromozomu iizerinde
saptamiglardir.

Shoaib and Arabi (2006), Suriye’de yetistirilen onemli bes T.
aestivum L. ve on T. turgidum ssp. durum cesidinde 11 EcoRI-Msel
primer kombinasyonunu analiz ederek AFLP markorleri ile bu cesitler
arasindaki genetik farkliligir arastirmislardir. Belirledikleri 525 AFLP
markdriinden sadece % 46.67’sini polimorfik bulmuglardir. AFLP
verilerinden yaptiklar1 cluster analizinde g¢esitleri 2 ana gruba ayirmislar
ve bu ayrimlama g¢esitlerin orijinlerini yansitmigtir. T. aestivum L.
cesitleri bir grupta, T. turgidum ssp. durum gesitleri ikinci grupta yer
almistir. Tim c¢esitler arasindaki genetik farkliligi 0.884 olarak
belirlemisglerdir. Bugday genetik varyasyon calismalarinda AFLP
analizinin 6nemli bilgiler verdigini vurgulamislardir.

Dieguez et al., (2006) 6BL kromozomu {izerinde Lr3 genini tasiyan
Arjentin bugday ¢esidinin 33 adet kahverengi pasa duyarl spontan hattini
sitogenetik olarak C-bantlamasiyla karakterize etmisler ve birgok hattin
6BL kromozomu iizerinde delesyonlarin olustugunu saptamislardir. 55
AFLP markoriiniin fiziksel haritasi ile delesyonlar arasindaki farkliliklari

belirlemisler ve 6BL kromozomunu, delesyon kirilma noktalarina goére 7
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boélgeye bolmiislerdir. Polimorfik 9 AFLP markoriinti, Lr3 geninin
linkage haritasini olusturmak i¢in kullanmislar ve Lr3 geninin 7 AFLP
markdriinden 0.9 ¢cM uzaklikta oldugunu saptamiglardir.

Gupta et al., (2006) Agropyron elongatum’dan aktarilan ve 7DL
kromozomunda lokalize olan Lrl9 genini RAPD ve SSR markorleriyle
isaretlemislerdir. Dayanikli Thatcher yakin izogenik hatt1 (Lrl9) ile
duyarli hat Agra Local arasinda yaptiklar1 melezin 340 F, bitkisini
haritalama populasyonu olarak kullanmislardir. F,3 140 homozigot
bitkide molekiiler markorleri saptayan arastiricilar 16 RAPD markdriiniin
Lrl9 ile linkage durumda oldugunu belirtmislerdir. 7DL kromozomu
tizerinde 9 mikrosatelit markoriinii yine Lrl9 ile linkage halinde
haritalamiglardir. Ayrica Lr19’un markorii olarak belirlenen 2 RAPD

markoriinii SCAR markoriine dontistiirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bu calismanin materyalini CIMMYT (International Maize and
Wheat Improvement Center)’ten temin edilmis kahverengi pasa dayanikli
hatlar, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmis kahverengi
pasa duyarli ¢esitler ve bunlar arasinda yapilan melezlerin erken
generasyonlar1 (F; ve F;) olusturmustur. CIMMYT den temin edilen
hatlar Thatcher yakin izogenik hatlar1 olup, bunlarin her biri farkh
kahverengi pas dayaniklilik genlerini tagimaktadir (Cizelge3.1).

Cizelge 3.1. CIMMY T den temin edilen Thatcher yakin izogenik hatlari.

| Hatlar | Pedigrileri ‘ Lr genleri
| 1 | Tc*6 / Centenario Ll
|2 | Tc*6 / Webster | Lr2a
3 | Tc*6 / Carina | Lr2b

| 4 | Tc*6 / Loros \ Lr2c

| 5 | Tc*6 / Democrat \ Lr3
6 | Bage / Tc*8 | Lr3bg
|7 | Tc*6 / Aniversario | Lr3ka
| 8 | Transfer / Tc*6 ’ Lr9
9 | Tc*6 / Exchange | Lr10
| 10 | Tc*2/Hussar | Lri1
|11 | Exchange / Tc*6 APRes. | Lr12

| 12 | Tc*6/Frontana | Lr13
| 13 | Selkirk / Tc*6 | Lrl4a
| 14 | Tc*6/Mario Escobar | Lrl4b
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|15 | Tc*6/Kental 483 (RL6052) | Lr15
| 16 | Tc*6/Exchange | Lr16
| 17 | Klein Lucero / Tc*6 ‘ Lrl7

18 Tc*7 / Africa 43 Lrl8
| | |

19 Tc*7 / Transl. 4-A. elongatum Lrl19
| | |
| 20 | Tc*6/ Jimmer | Lr20

21 Tc*6 / RL 5406 T.C.xAe. squ... | Lr21
| | |

22 Tc*6 / RL 5404 T.C.xAe. squ... | Lr22
| | |

23 Lee 310/ Tc*6 Lr23
| | |

24 Tc*6 / Agent Lr24
| | |
|25 | Tc*6 / Transec. | Lr25
| 26 | Tc*6/St-1-25 | Lr26

27 Tc*6 / C-77-1 Lr28
| | |

28 Tc*6 / CSTD-Ag#l1 Lr29
| | |

29 Tc*6 / Terenzio Lr30
| | |

30 Tc*6 /3 / Ae. squarrosa Lr32
| | |
| 31 | Tc*6/PI 58548 (1+gene) | Lr33
| 32 | Tc*6/PI 58548 (2+gene) | Lr34

33 Tc*6 /RL5711 Lr35
| | |

34 Tc*6 / VPM Lr37
| | |

35 Tc*6 / T7 Kohn Lr38
| | |

36 Tc*6 / TMR-514-12-24 Lr38
| | |
| 37 | Te*6/T. spelt. | Lra4
| 38 | Tc*6 /8404 | Lr44
| 39 | Tc*6/ Carina | LrB
| 40 | Tc*6/PI268316 | LrB
|41 | Tc*6/V336 | Lrw
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Thatcher Bugday:

Marquis x Iumillo F; ile Marquis x Kanred F,’nin melezlenmesi
sonucu 1934 yilinda gelistirilmis ekmeklik bugday germplazmidir.
Yazliktir, taneleri kirmizi ve serttir. Kara pasa dayanikli ancak
kahverengi pasa duyarlidir. Adaptasyonu genis, verimi ve kalitesi yiiksek
bir bugdaydir ve pasa dayanikli varyetelerin ilk serisidir (Anonim,

2007a).

Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen yerli cesitler;

-Cumbhuriyet 75
-Izmir 85
-Ziyabey 98
-Meta 2002
-Gonen 98

Cesitlerin Ozellikleri

Cumbhuriyet 75

e Yazlik ekmeklik bugday ¢esididir,

* Boy 100-110 cm, sap1 saglamdir,

* Basaklar beyaz, seyrek, uzun ve beyaz kil¢iklidir,

* Beyaz iri taneli, bin tane agirligi 42-48 g’dir,

» Sari pasa hassas, kahverengi pasa dayanikli, kara pasa orta
hassastir,

* Hizh ve giiclii gelisme gosterdiginden diger ¢esitlerden daha gec

ekilmelidir,
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Asir1 sulama yatmaya neden olabileceginden sulama erken

safhalarda ve 6zenle yapilmalidir.

izmir 85

Yazlik ekmeklik bugday cesididir,

Saglam sapli, orta boylu (95-105 cm) ve yatmaya dayaniklidir,
Beyaz basakl1 ve kil¢iklidir,

Yari-sert beyaz taneli olup bin tane agirligi 32-35 g’dur,
Kahverengi pasa hassas, sar1 ve kara pasa orta dayaniklidir,

Yavas gelisme gosterdiginden soguga toleransli olan bu ¢esit
kislar1 serin gecen, kurak ve stresli yillardaki stabil verimiyle

dikkati ¢cekmektedir.

Ziyabey 98

Yazlik ekmeklik bugday cesididir,

95-105 cm boyundadir,

Basaklar1 beyaz ve kil¢iklidir,

Taneleri beyaz yari sert olup bin tane agirligi 35-40 g’dir,

Pas hastaliklarina dayanikli olup, sar1 ve kahverengi pasin sorun

oldugu yoreler icin yiiksek verimli iyi bir segenektir.

Meta 2002

Yazlik ekmeklik bugday ¢esididir,

95-105 cm boyundadir,

Basaklar1 beyaz ve kil¢iklidir.

Taneleri beyaz yar1 sert olup bin tane agirlig1 27-37 g, hektolitre
agirlig1 78-81 kg ve protein oran1 % 10.4-12.7°dir,

Pas hastaliklarina dayanikli olup, sar1 ve kahverengi pasin sorun
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oldugu yoreler i¢in yiiksek verimli iyi bir segenektir,

* 2002 yilinda tescil edilmis olup ortalama verimi 850 kg/da’dur.

Gonen 98

e Yazlik ekmeklik bugday ¢esididir,

» Sap1 saglam, orta boylu (100-110 cm) ve yatmaya dayaniklidir,

» Basaklar kil¢iksiz ve beyaz renklidir,

* Beyaz sert taneli olup bin tane agirlig1 34-38 gr. Yiiksek su tutma
kapasitesi nedeniyle degirmenciler tarafindan benimsenmektedir,

« Kahverengi pasa hassas, sar1 pasa orta hassas, kara pasa orta
dayaniklidur,

+ Kuzey Ege ve Gliney Marmara’nin en verimli ve Kkaliteli

cesitlerinden biridir (Anonim, 2007b).

Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii’den saglanan ve genellikle Ege
Bolgesi’nde yetistirilen bu c¢esitlerin kahverengi pasa duyarli olduklar
belirtilmis ancak yukarida agiklandigi gibi tohum katalog bilgileri bazi
cesitlerin kahverengi pasa dayanikli oldugunu gdstermistir. Kahverengi
pasa reaksiyonlarini incelemek amaciyla dayanikli cesitler de bu

calismaya dahil edilmistir.

3.1.2. Deneme Yerinin Ozellikleri

Bu calismada c¢esit ve hatlarin yetistirilmesi, melezleme ve
inokiilasyon calismalar1 2003-2005 yillarinda Ege Universitesi Ziraat

Fakultesi Tarla Bitkiler1 Bolimi deneme tarlast ve serasinda
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gergeklestirilmistir. Deneme tarlasinin goriiniimii ve topraginin fiziksel

ve kimyasal ozellikleri sirasiyla Sekil 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.1. Deneme tarlasindan bir goriiniim.

Cizelge 3.2. Deneme tarlasi topragmin bazi fiziksel ve kimyasal

ozellikleri.
| Ozellikler ' Ornek Derinligi (cm)
\ \ 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
| Faydal Fosfor (ppm) ] 0.40 | 0.40
] Faydali Potasyum (ppm) ’ 400 \ 300
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3.1.3. iklim Durumu

Deneme yerine ait iklim verileri (2003-2005 vejetasyon donemi)
Bornova Meteoroloji Istasyonu’ndan temin edilmistir. Bu iklim verilerine

Cizelge 3.3 de yer verilmistir.



Cizelge 3.3. Bornova iklim verileri (2003-2005 yillar1 ve ¢ok yillik ortalamalar).

09

] ] 2003 | 2004 | 2005 | Uzun Yillar Ortalamast
\ | OHS | TY | OON | OGS | OHS | | OON | OGS | OHS | TY | OON | OGS | OHS | TY |OON | OGS
| Ocak | 111 | 1126 | 624 | 3.0 | 7.1 [ 1891 | 656 | 31 | 94 | 1114 | 599 | 40 | 81 |[1097 | 680 | 4.0
| Subat | 49 [1533 | 60.1 | 43 | 82 | 268 | 559 | 46 [ 78 | 1918 | 629 | 46 | 86 | 898 | 670 | 45
| Mart | 86 | 121 | 521 | 71 | 122 | 129 | 492 | 65 | 11,6 | 715 | 583 | 55 | 108 | 723 | 650 | 59
[ Nisan [ 127 [ 1097 | 610 || 54 | 157 | 296 | 500 | 62 [ 159 | 138 | 501 | 78 | 150 | 489 [ 620 | 7.1
| Mayis | 213 | | 525 | 90 | 203 | 107 | 484 | 88 | 211 | 717 | 516 | 80 | 202 | 322 | 580 | 9.1
| Haziran | 272 | | 375 | 118 | 265 | 16 | 451 | 104 | 249 | 400 | 404 | 116 | 250 | 82 | 500 | 113
[ Temmuz | 286 | - | 373 || 123 [ 290 | 18 [ 373 [ 120 [ 291 | 03 || 451 | 114 | 276 | 36 | 470 | 123
| Agustos | 285 | - | 382 || 11.1 | 278 | - | 456 | 103 | 285 | 05 | 456 | 109 | 270 | 21 | 500 | 115
| Eylil | 225 | - | 469 | 92 [ 238 | - | 490 [ 91 [235 [ 55 |59 | 90 |222 [ 170 [ 560 | 99
| Ekim [ 197 | 685 | 518 | 68 [ 198 | 1.6 | 542 | 75 | 171 | 92 | 526 | 7.1 [ 180 | 468 | 630 | 73
| Kastm | 13.1 | 18.0 | 623 || 58 | 132 | 726 | 568 | 49 | 123 |[1298 | 599 | 44 | 132 | 803 | 680 | 5.1
| Aralik | 95 | 956 | 653 | 3.0 | 107 | 457 | 575 | 35 | 111 | 543 | 547 | 31 | 99 |[1223 [ 700 | 37
| Ort-Top | 173 |579.1 | 523 | 7.4 | 179 [3924 | 512 | 72 | 177 | 6998 | 527 | 73 | 171 | 6332 | 603 | 7.6
OHS: Ortalama Hava Sicaklig1 (°C) OON: Ortalama Oransal Nem (%)

TY: Toplam Yagis (mm) OGS: Ortalama Giineslenme Siiresi (saat/giin)
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3.2. Yontem

3.2.1. Melezleme ve Inokiilasyon Cahsmalar

Arastirma projesi ¢ercevesinde ebeveyn olarak kullanilan
kahverengi pasa duyarli ¢esitler ile dayanikli hatlar 2003-2005 yillarinda
melez bahgelerinde yetistirilmis, kahverengi pasa reaksiyonlarini
incelemek amaciyla kahverengi pas inokiilant1 ile inokiile edilmis ve

farkli ebeveyn kombinasyonlar1 arasinda melezlemeler yapilmstir.

2003-2004 Uretim Yih

Melezlemelerde kullanilacak dayanikli 41 adet bugday hatt1 ile 4
adet duyarli ¢esit (Cumhuriyet 75, Meta 2002, Izmir 85 ve Ziyabey 98)
melezlemeye uygun olacak vejetasyon siirelerinin belirlenmesi amaciyla
farkli zamanlarda ekilmiglerdir. Cesit ve hatlarin birinci ekim zamani
11.11.2003, ikinci ekim zamani 29.12.2003 tarihinde yapilmistir. Sadece
yerli c¢esitlerin tohumlar1 25.02.2004 ve 12.03.2004 tarihlerinde de
ekilerek, cesit ve hatlar arasinda yapilacak melez sayisinin arttirilmasi
planlanmistir. Tim ekim zamanlarinda elde az miktarda bulunan
dayanikli hatlara ait tohumlar birer sira, yerli ¢esitlerin tohumlar ikiser
sira, sira aralig1 60 cm olacak sekilde ekilmislerdir.

Dayaniklilik testi uygulamak amaciyla dayanikli hatlara ve duyarl
cesitlere 09.04.2004 tarihinde kahverengi pas inokiile edilmistir. 1 1 saf
su igerisine yaklastk 100 ml Glycerin (CH,OHCHOHCH,OH,
MW:92.10) ve Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’nden
temin edilen kahverengi pas sporlart karistirilarak  olusturulan

siispansiyon kardeslenme doneminin baslangicinda olan bitkilerin bayrak
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yapragma siringa ile enjekte edilmistir. Inokiilasyon, pas inokiilantinin
gec¢ temin edilmesinden dolay1 tam zamaninda yapilamamistir. Dayanikl
hatlarda ve duyarl ¢esitlerde enfeksiyon gézlenmemistir. Ayrica duyarl
cesitlere kiyasla, dayanikli bugday hatlarinin daha geg¢ sapa kalktiklari,
bu nedenle basaklanma siirelerinin daha uzun oldugu goézlenmistir.
Dayanikli hatlar ile duyarh cesitler arasinda miimkiin oldugu kadar ¢ok
melezleme yapilmaya calisilmis ve farkli ekim zamanlarinda bulunan ve
asagida  belirtilen kombinasyonlarda toplam 63 adet Dbagak
melezlenmistir.

Melezleme isleminde ana olarak secilen basaklardan erkek organlar
(anterler) uzaklastirllmis (emaskiilasyon) ve bagaklar izole edilmistir.
Emaskiilasyonu takiben izole edilen basaklar 1-2 giin i¢inde tozlayict
olarak belirlenen bitkilerden alinan basakla twirl yOntemine gore
tozlanmis ve tekrar izole edilmistir (Sekil 3.2). Melezlemelerin ¢ogunda
anne olarak yerli ¢esitler, baba olarak da hatlar kullanilmis ancak bazi
melezlemelerde bunun tam tersi uygulanarak resiproklu melez basaklar
da elde edilmistir. Melezlerde hasat islemi tek basaklar halinde
11.06.2004 ve 28.06.2004 tarihlerinde, dayanikli hat ve duyarli gesitlerde
ise siralar halinde 29.06.2004 tarihinde gergeklestirilmistir. Melez
basaklar daha sonra elde ayiklama islemine tabi tutulmus, dayanikli hat

ve ¢esitlerin tanelenmesi de makinada yapilmistir.
2003-2004 iiretim y1linda yapilan melez kombinasyonlari;

Cumhuriyet 75 x 2 no’lu hat Cumhuriyet 75 x 12 no’lu hat
Cumhuriyet 75 x 6 no’lu hat Cumhuriyet 75 x 18 no’lu hat
Cumhuriyet 75 x 10 no’lu hat Cumhuriyet 75 x 21 no’lu hat



Cumhuriyet 75 x 24 no’lu hat
Cumbhuriyet 75 x 26 no’lu hat
Cumbhuriyet 75 x 29 no’lu hat
Cumbhuriyet 75 x 37 no’lu hat
Cumhuriyet 75 x 39 no’lu hat
Cumbhuriyet 75 x 40 no’lu hat
Meta 2002 x 2 no’lu hat
Meta 2002 x 6 no’lu hat
Meta 2002 x 11 no’lu hat
Meta 2002 x 13 no’lu hat
Meta 2002 x 14 no’lu hat
Meta 2002 x 18 no’lu hat
Meta 2002 x 22 no’lu hat

Meta 2002 x 32 no’lu hat
Meta 2002 x 34 no’lu hat
Izmir 85 x 6 no’lu hat
[zmir 85 x 12 no’lu hat
[zmir 85 x 22 no’lu hat
Ziyabey 98 x 2 no’lu hat
16 no’lu hat x Meta 2002
22 no’lu hat x izmir 85

22 no’lu hat x Cumhuriyet 75
23 no’lu hat x Cumhuriyet 75
23 no’lu hat x izmir 85

36 no’lu hat x Cumhuriyet 75
40 no’lu hat x Cumbhuriyet 75

63

Sekil 3.2. Emaskiilasyon yapilan bir basak (a) ile melezlenmis bir basak (b).
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2004-2005 Uretim Yih

Melez bagsaklarda bulunan tohum sayisina, tohumlarin
biiyiikliiklerine ve de ayn1 kombinasyonda yapilan melez basak sayisina
gore 2003-2004 tiretim yilinda yapilan melezlerden asagida belirtilen 10
farkli melez kombinasyonu bu iiretim yilinda F; bitkilerini elde etmek

i¢in secilmistir.

Meta 2002 x 2 no’lu hat [zmir 85 x 12 no’lu hat

Meta 2002 x 14 no’lu hat Ziyabey 98 x 2 no’lu hat
Meta 2002 x 32 no’lu hat Cumbhuriyet 75 x 10 no’lu hat
Meta 2002 x 34 no’lu hat Cumhuriyet 75 x 40 no’lu hat
[zmir 85 x 6 no’lu hat 40 no’lu hat x Cumbhuriyet 75

Secilen bu melezlerin tohumlar1 (her melez basagin tohumlarinin
yaris1) serada keselere 20.12.2004 tarihinde ekilmislerdir. Melezlerin %
90’1 ¢ikig gostermis ve bunlar 10.03.2005 tarihinde tarlaya aktarilmistir.
21.06.05 tarihinde F; bitkilerinde basak hasad1 yapilarak her F; bitkisinin
basaklar1 ayr1 kese kagitlarina koyulmustur.

Secilen bu melezlerin ebeveynleri, ikinci bir melez bahgesi
olusturmak ve inokiilasyon yapilmak amaciyla tekrar bu iiretim yilinda
da ekilmislerdir. Bunlardan dayanikli ebeveynler (2, 6, 10, 12, 14, 32, 34,
40 No’lu hatlar) uygun ciceklenme zamanlarini yakalamak amaciyla
12.10.2004 tarihinde serada fide torbalarma ekilmislerdir. Ekimler her
hattan 20 torba, her torbaya ikiser tohum olmak iizere yapilmistir.
14.12.2004 tarihinde bunlar tarlaya aktarilmis ve ayni tarihte s6z konusu

dayanikli hatlarin ikinci ve 4 duyarl ¢esidin de birinci ekimleri tarlaya
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dogrudan yapilarak farkli ekim zamanlar1 olusturulmustur. Duyarl
cesitlerin tarlaya ikinci ekimleri 12.01.2005 tarihinde yapilmistir. Bu
donemdeki melezleme calismalarinda, Ege Bolgesinde en ¢ok yetistirilen
ekmeklik bugday cesitleri arasinda bulunan, yiiksek kaliteli Gonen 98
cesidinin de yer almasi diisiiniilmiis ve Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisi’nden temin edilerek 23.02.2005 tarihinde serada keselere,
25.02.2005 tarihinde ise tarlaya ekimi yapilmistir. 31 Mart, 12-13-20-21-
25-26 Nisan 2005 tarihlerinde yerli ¢esitler ve dayanikli hatlar yine
Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilen
kahverengi pas inokiilant: ile inokiile edilmistir. Inokiilasyon sonucunda
Cumhuriyet 75 ¢esidinin yapraklarinda pas piistiillerine rastlanirken diger
yerli ¢esitlerde ve dayanikli hatlarda reaksiyon gozlenmemistir. Nisan
ayiin farkli tarihlerinde 3 duyarl yerli bugday ¢esidi (Cumhuriyet 75,
[zmir 85, Génen 98) 8 dayanikli hat (2, 6, 10, 12, 14, 32, 34 ve 40) ile
tozlanmistir. Asagida belirtildigi gibi baz1 dayanikli hatlar da anne olarak
kullanilarak Izmir 85 ¢esidinde resiproklu melezler yapilmistir. Melez
bahg¢esinde ve F; bitkilerinde gilibreleme, sulama ve yabanci ot temizligi
yapilarak bakim islemleri uygulanmistir. Bu y1l yapilmis olan melezlerin
hasadi yine tek basak hasadi halinde 24.06.05 tarihinde, ebeveynlerin
hasad1 ise parsel bicer-doveri ile 06.07.05 tarihinde yapilmistir. S6z

konusu melezlerin ve F; bitkilerinin basaklar1 tanelenmistir.

2004-2005 iiretim yilinda yapilan melez kombinasyonlari;

Cumhuriyet 75 x 2 no’lu hat Cumhuriyet 75 x 14 no’lu hat
Cumhuriyet 75 x 10 no’lu hat Cumhuriyet 75 x 34 no’lu hat
Cumhuriyet 75 x 12 no’lu hat Cumbhuriyet 75 x 40 no’lu hat
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[zmir 85 x 2 no’lu hat
[zmir 85 x 6 no’lu hat
[zmir 85 x 10 no’lu hat
[zmir 85 x 12 no’lu hat
[zmir 85 x 14 no’lu hat
[zmir 85 x 32 no’lu hat
[zmir 85 x 34 no’lu hat
[zmir 85 x 40 no’lu hat
Gonen 98 x 2 no’lu hat
Gonen 98 x 6 no’lu hat
Gonen 98 x 10 no’lu hat

Calismanin DNA analizleri
melezlemeleri yapilan ve 2004-2005 iiretim yilinda da melez tohumlari
ekilerek F; generasyonu elde edilen iki farkli melez kombinasyonu
secilmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi se¢im kriteri olarak melez
basaklarda bulunan tohum sayisi, tohumlarin biiyiikliikleri ve de aym

kombinasyonda yapilan melez basak sayis1 dikkate alinmistir. Bu

kombinasyonlar;

Cumhuriyet 75 x 10 no’lu hat

Gonen 98 x 12 no’lu hat
Gonen 98 x 14 no’lu hat
Gonen 98 x 32 no’lu hat
Gonen 98 x 34 no’lu hat
Gonen 98 x 40 no’lu hat
2 no’lu hat x izmir 85
10 no’lu hat x izmir 85
12 no’lu hat x Izmir 85
14 no’lu hat x izmir 85
32 no’lu hat x Izmir 85
34 no’lu hat x Izmir 85

icin 2003-2004 {iretim yilinda

[zmir 85 x 12 no’lu hat arasinda yapilan melezlerdir.

3.2.2. Inokiilasyon Cahsmalari

DNA analizleri

tohumluklar1 inokiilasyon igin Almanya Justus Liebig Universitesi,

Agronomi ve Bitki Islah1 Enstitiisii I, Bitki Islah1 Boliimii isbirligi ile

icin secilen melezlerin ebeveynleri
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yine Almanya Epidemioloji ve Dayamiklilik Kaynaklar1 Enstitiisii’ne
gonderilmistir.

“Izmir 85 x 12 no’lu hat” tek melez basagindan elde edilen 16
tohumdan 8 adedi DNA analizleri i¢cin muhafaza edilmistir. Diger 8 adet
melez tohum F; bitkilerini elde etmek i¢in 2004-2005 {iretim yilinda
ekilmistir. Elde edilen 8 adet F, bitkisi ayr1 ayr1 hasat edilerek farkli kese
kagitlarina koyulmustur. Bunlarin her birinden 12’ser tohum alinarak
toplam 96 bitkiden olusacak F, populasyonu tohumlugu olusturulmustur.
Ayni sekil ve sayida “Cumhuriyet 75 x 10 no’lu hat” F, populasyonu
tohumlugu olusturulmus inokiilasyon icin s6z konusu enstitiiye
gonderilmistir.

Epidemioloji ve Dayaniklilik Kaynaklar1 Enstitiisii'nde secilen
melezlerin ebeveynleri ve F, bitkileri oncelikle Ankara Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen kahverengi pas inokiilanti
ile inokiile edilmistir. Tohumlar 6x6 cm biiyilikliglindeki kiiciik kaplara
ekilmigler ve ilk yapraklar tamamen gelisinceye kadar (8-10 giin) serada
tutulmuslardir. Daha sonra 20°C’de ve 16 saat 1siklandirmanin yapildigi
biiylime odasina alinmislardir. Pas sporlarinin yapismasini saglamak icin
bitkilerin {iizerine hafifce Tween 20 soliisyonu (1 ml/1 1t su)
puskiirtilmiistiir. Higbir dayaniklilik geni tagimayan, oldukg¢a fazla
duyarli ve daha 6nceden kahverengi pas inokiilant1 ile agir bir sekilde
enfekte edilmis bitkiler spor vericisi olarak kullanilmis ve diger bitkilerin
lizerine diizenli bir sekilde silkelenmistir. inokiile edilen bitkiler plastik
folyo ile 1 gilin boyunca izole edilmistir. Kahverengi pas enfeksiyonu
bundan sonraki yaklagik 10 giin i¢inde degerlendirilmistir.

Degerlendirme bitinceye kadar spor verici bitkiler biiylime odasinda
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tutulmuslardir. Ayrica, daima taze sporlarin bulunmasi i¢in her hafta yeni
verici bitkiler ekilmistir.

Ancak inokiilasyondan Tiirkiye’de oldugu gibi olumlu bir sonug
almamamis, bitkilerde herhangi bir reaksiyon goézlenmemistir. Bunun
nedeni kahverengi pas inokiilantinin uygun bir sekilde kurutulmadig ve
dolayist ile inokiilasyon Oncesi ¢imlenme gostermedigi olarak
belirtilmistir.

Daha sonra yeni pas inokiilant1 arayisina girilmis ve ebeveyn olarak
kullanilan dayanikli hatlarin tasidiklart dayamiklilik genlerine (Lrll ve
Lr13) spesifik kahverengi pas irklar arastirllmistir. 12 no’lu hattin
tasidig1 dayaniklilik geni Lr13’e spesifik irk bulunmus ve bundan sonraki
inokiilasyon ¢alismalar1 bu hattin ebeveyn olarak kullamldig1 “Izmir 85 x
12 no’lu hat” F;’i, ebeveynleri ve F, populasyonu iizerinde yukarida
belirtilen yonteme gore tekrar uygulanmig ve hastalik okumalar
yapilmistir. Hastalik okumalarinda agilma gostermediginden F»
populasyonu DNA analizlerine dahil edilmemistir.

Yukarida da belirtildigi gibi Lrl3 geni i¢in inokiilasyon caligmalari
bitkiler fide donemindeyken yapilmistir. Lr13 geni genellikle ergin bitki
doneminde dayaniklilik saglamasina ragmen genin belirlenmesi fide
doneminde yapilabilmektedir (Pretorius et al., 1984; Seyfarth et al.,
2000a; Park and Mclntosh, 1994; Blaszczyk et al., 2004b).

3.2.3. DNA Analizleri

Calismanin DNA analizleri Almanya Justus Liebig Universitesi,
Agronomi ve Bitki Islah1 Enstitiisi [, Bitki Islah1 Boliimi

laboratuarlarinda yiiriitilmiistiir.
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Arastirmanin DNA analizleri asamasinda agirlikli olarak AFLP
markdrleri ve ayrica da SSR markdrleri kullanilarak kahverengi pasa
dayaniklilik saglayan Lrll ve Lrl3 genine bagli markor veya markdrler
saptanmaya c¢aligilmistir. Gerek pas inokiilantinin ¢alismamasi gerekse
yeni pas inokiilantinin bir siire boyunca temin edilememesi nedeniyle
arastirmanin DNA analizlerine inokiilasyon sonuglari alinmadan,
CIMMYT’ten temin edilen hatlarla baglanmustir.

CIMMYT’den temin edilen ve kahverengi pasa tek gen bakimindan
dayaniklilik gosteren Thatcher yakin izogenik hatlar1 adindan da
anlasildig1 gibi birbirlerine cok yakin genotipler olup genlerinin hemen
hemen hepsi aynidir ve tasidiklar1 dayaniklilik genleri bakimindan
farklilik gosterirler. Bu bilginin 15181 altinda DNA analizlerinin
baslangicinda s6z konusu CIMMYT hatlar kullanilmis ve Lrll ile Lrl3

genlerinin markorleri aragtirilmigtir.

3.2.3.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in CIMMYT den temin edilen 41 adet Thatcher
yakin izogenik hattinin ve yerli gesitlerin (Cumhuriyet 75, izmir 85 ve
Gonen 98) tohumlari, Almanya Justus Liebig Universitesi, Agronomi ve
Bitki Islah1 Enstitiisii I, Bitki Islah1 Boliimii serasinda ekim potlarina
ekilmiglerdir. Yaklasik 25 giin sonra bitkiler 10-15 cm boyunda iken her
bitkiden iki grup yaprak ornegi alinmistir. Alinan taze yapraklar sivi
nitrojen icerisinde bulunan 2 ml’lik eppendorf tiiplerine koyulmus, tiipler

sonra tekrar nitrojen igerisine alinmistir. 1. grup yaprak ornekleri DNA
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izolasyonu i¢in kullanilmis, 2. grup yaprak oOrnekleri ise izolasyonda
karsilasilabilecek herhangi bir soruna kars1 —20 de saklanmustir.

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

DNA izolasyonunda kullanilan porselen havanlarin iclerine daha
onceden %96’lik etanol koyulmus, atesle yakilarak etanoliin
uzaklastirilmas1 saglanmis ve boylece sterilize edilmistir. Porselen
havanlar daha sonra DNA izolasyonunda kullanilmak iizere derin
dondurucuda saklanmustir. Yaprak ornekleri (100-200 mg) her biri sivi
nitrojen koyulmus porselen havanlarda toz haline gelinceye kadar
ezilmistir. Toz haline gelen 6rnekler 2 ml’lik eppendorf tiiplerine
aktarilmis ve istlerine daha 6nceden 65 °C’ye ayarlanmis su banyosunda
bulunan DNA ekstraksiyon tamponundan (Cizelge 3.4) 700 ul
koyulmustur. Tipler calkalanarak 65 °C’de bulunan su banyosunda 20-
30 dakika inkiibasyona tabi tutulmuslar ve her 5-10 dakikada bir tekrar
calkalanmiglardir.

Cizelge 3.4. DNA ekstraksiyon tamponu [Doyle and Doyle (CTAB)].

Tris-HCL, pH: 8.0 | 100 mM

EDTA 20 mM
NaCL 1.4M
CTAB %2
Nay S; Os % 1

B-mercaptoethanol | % 0.2
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Inkiibasyondan sonra tiipler su banyosundan ¢ikartilip iizerlerine
700 pl soguk 24:1 oraninda kloroform/isoamil alkol eklenmis ve yaklasik
5 dakika hafif¢e calkalanmustir. Tiipler mikro santrifiijde 10000 rpm’de
(4 °C’de) 10 dakika santrifiijlendikten sonra tiiplerin iist s1v1 kisimlari
alinarak yeni tliplere aktarilmis ve tistlerine 600 pl tekrar aynm1 oranda
kloroform/isoamil alkol eklenmis ve 5 dakika calkalanmistir. Daha sonra
10000 rpm’de (4 °C’de) 10 dakika santrifiijlenmistir. Ust siv1 kisimlar
alinarak yeni tiiplere aktarilmis, tiiplere 50 ul NH4OAc (10 M) ve 60 ul
NaOAc (3 M, pH 5.5) ilave edilerek yavasca ¢alkalanmistir. Calkalama
isleminden sonra tiiplere 500 pul soguk 2-Propanol eklenmis, tekrar
yavagca calkalandiktan sonra DNA goriiliir hale gelmistir. Tiipler 4000
rpm’de 4 dakika santrifiijlendikten sonra tliplerdeki sivi kisim pipet
yardimiyla uzaklastirilmistir.  DNA’larin  lizerine 200 pl yikama
soliisyonu (% 70’lik EtOH/10 mM NH4OAc) koyularak tiipler +4 °C’de
en az 10 dakika bekletilmistir. 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij isleminden
sonra tiiplerdeki sivi kisim tekrar pipet yardimiyla uzaklastirilmistir.
Tiiplerin kapaklar agilarak 37 °C’deki inkiibatdrde (termomikser) 5-10
dakika bekletilmis ve alkoliin uzaklastirilmas: saglanmistir. Alkol
tamamen uctuktan sonra DNA’larin iizerine 100-200 ul TE (10 mM Tris
pH: 8.0, 1 mM EDTA pH: 8.0) tamponu koyulmus ve tiipler tekrar 37 °C
ve 350 rpm’deki inkiibatorde 1-2 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.

DNA’lar tamamen ¢6ziindiikten sonra —20 °C’de saklanmustir.
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3.2.3.2. DNA Miktar Tayini

PCR reaksiyonlarinda her 6rnekten esit miktarda DNA kullanilmasi
gereklidir. Bu nedenle bitkilere ait izole edilen DNA’larin miktarlarinin
tayini yapilmistir.

DNA ol¢timii DNA fluometrede (DyNA Quant 200, Hoefer
Scientific Instruments, San Francisco, CA) yapilmstir. Olgiimlenen
DNA miktarlarina gore her bitkinin DNA’lar1 ul’de 25 ng olacak sekilde
ddH,O0 ile seyreltilmistir.

3.2.3.3. Bulklarin Olusturulmasi

Lrll ve Lrl3 genlerine ait molekiiler markdrlerin arastirilmasinda
daha ¢ok primer kombinasyonu incelenebilmesi amactyla CIMMY T ten
temin edilen Thatcher yakin izogenik hatlarinin DNA’larindan Cizelge
3.5’de wverildigi gibi bulklar olusturulmustur. Lrll ve Lrl3’e ait
markorleri belirlemeye c¢alistigimiz i¢cin bu genleri tagiyan hatlar ayri
degerlendirilmis, ancak bu genlerin yer aldigi ayn1 kromozomda bagka
dayaniklilik genleri tagiyan hatlarin DNA’lar1 bir bulkta yer almustir.
Ornegin, Lr11 dayaniklilik geni 2A kromozomunda yer almaktadir ve bu
geni tagiyan 10 No’lu hattin DNA’s1 bulklara dahil edilmemis, ayri
degerlendirilmis ancak 2A kromozomunda lokalize olan Lrl7 ve Lr37
genlerini tagiyan 17 No’lu hat ve 34 No’lu hattin DNA’lar1 bir bulkta yer
almistir. Lrl3 geni 2BS kromozomunda yer almaktadir ve ayni sekilde
2BS veya 2B kromozomunda dayaniklilik genleri tasiyan hatlarin

DNA’larindan da diger bir bulk olusturulmustur. 2A ve 2B
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kromozomunda dayaniklilik geni tagimayan diger hatlardan ise herhangi

bir ortak Ozellik gozetmeden bulklar olusturulmustur. Dayaniklilik

genlerinin kromozom lokasyonlari MclIntosh et al. (2003)’dan alinmastir.
Bulklar1 olusturmak i¢in hatlarin seyreltilmis DNA’larindan esit

miktarlarda alinmis ve bir araya getirilmistir.

Cizelge 3.5. Thatcher yakin izogenik hatlarindan olusturulan DNA ve
DNA bulklari.

DNA ve Olusturan hat ve Kromozom
Bulklar dayaniklilik genleri lokasyonlari

| 1-DNA | 10 No’lu hat- Lr11 | 2A
2-DNA 17 No’lu hat - Lr17 2AS
Bulk: 34 No’lu hat - Lr37 2AS
| 3-DNA | 12 No’lu hat - Lr13 | 2BS
4-DNA 16 No’lu hat - Lr16 2BS
Bulkt 23 No’lu hat - Lr23 2BS

33 No’lu hat - Lr35 2B
5-DNA 1 No’lu hat - Lrl 5DL
Bulk: 2 No’lu hat - Lr2a 2DS
3 No’lu hat - Lr2b 2DS
4 No’lu hat - Lr2c 2DS
5 No’lu hat - Lr3 6BL
6 No’lu hat - Lr3bg 6BL
7 No’lu hat - Lr3ka 6BL
& No’lu hat - Lr9 6BL
9 No’lu hat - Lr10 1AS
6-DNA 11 No’lu hat - Lr12 4BS
Bulk: 13 No’lu hat - Lr14a 7BL
14 No’lu hat - Lr14b 7BL
15 No’lu hat - Lr15 2DS
18 No’lu hat - Lr18 5BL
19 No’lu hat - Lr19 7DL
20 No’lu hat - Lr20 TAL
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38 No’lu hat - Lr44
39 No’lu hat - LrB
40 No’lu hat - LrB
41 No’lu hat - LrW

21 No’lu hat - Lr21 1DS
22 No’lu hat - Lr22 2DS
7-DNA 24 No’lu hat - Lr24 3D
Bulki 25 No’lu hat - Lr25 4BS
26 No’lu hat - Lr26 1BL
27 No’lu hat - Lr28 4AL
28 No’lu hat - Lr29 7DS
29 No’lu hat - Lr30 4AL
30 No’lu hat - Lr32 3DS
31 No’lu hat - Lr33 1BL
32 No’lu hat - Lr34 7DS
8-DNA 35 No’lu hat - Lr38 6DL
Bulk1 36 No’lu hat - Lr38 -
37 No’lu hat - Lr44 1B

3.2.3.4. AFLP Markorleri

Calismanin AFLP analizleri; reaksiyon adimlari, adaptorleri ve
AFLP primerleri Zabeau and Vos ve Vos et al. (Zabeau and Vos, 1993;
Vos et al.,1995)’un yontemlerinde oldugu gibi uygulanmigtir. ECORI ve
Msel restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilen genomik DNA uglarina
yine ayni enzimlerin adaptorleri baglanmis, iki 6n amplifikasyondan

sonra ve Cizelge 3.9’da verilen 246 farkli primer kombinasyonu ile

AFLP analizleri tamamlanmustir.
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3.2.3.4.1. Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi

AFLP Core Reagent Kiti (Invitrojen GmbH, Karlsruhe/Germany)
kullanilarak EcoRI ve Msel enzimleri ile genomik DNA (150 ng)
kesilmistir. 25 pl olan toplam hacmi; 1 X Reaksiyon Buffer [5S0 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM Mg-acetate, 250 mM K-acetate], ECORI/Msel
enzimlerinin her birinden 2.5 {inite ve 12 pl distile su olusturmustur.
Reaksiyon 37°C’de 2 saat ve 70°C’de 15 dakika inkiibasyon ile
thermocycler (GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems)

cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2.3.4.2. Adaptorlerin Baglanmasi

24 ul adaptor baglama soliisyonu [EcORI/Msel adapters, 0.4 mM
ATP, 10mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM Mg-acetate, 50 mM K-acetate]
ve 1 {inite T4 DNA ligaz (Invitrojen GmbH, Karlsruhe/Germany),
restriksiyon enzimleriyle kesilen genomik DNA soliisyonun iizerine
koyularak EcORI ve Msel enzimleriyle kesilen genomik DNA’ya, ayn
enzimlerin komplementer uglarin1 tasiyan adaptorler (ECORI ve Msel
adaptorleri, Cizelge 3.8) baglanmistir. Adaptdrlerin baglanmasi adimi bir
onceki adimin hemen ardindan yapilmistir. Reaksiyon 20°C’de 2 saat
thermocycler cihazinda inkiibasyona tabi tutularak tamamlanmis ve

bundan sonraki agama i¢in 6rnekler —20’de saklanmustir.
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3.2.3.4.3. +0 On Amplifikasyonu

Adaptorlerin baglanmasi agamasindan sonra drnekler 1:10 oraninda
TE buffer (10 mM Tris pH: 8.0, | mM EDTA pH: 8.0) ile seyreltilmistir.
+0 6n amplifikasyonu secici olmayan ECORI-Primer E00 ve Msel-Primer
MO0 primerleri ile 20 dongiiden olusan Cizelge 3.6’da belirtilen
programa gore gerceklestirilmigtir. Toplam 50 pl olan reaksiyon
hacminde; 5 pl seyreltilmis ornekler, 75 ng ECORI-Primer EO0 ve Msel-
Primer MO0 (MWG Biotech.) primerlerinin her birinden, 0.2 mM dNTP
(PeQlab Biotech. GmbH), 1 X PCR buffer (Eppendorf Brinkmann Ins.
USA), 1 iinite Taq Polimeraz enzimi (Eppendorf Brinkmann Ins. USA)
yer almistir. PCR amplifikasyonu thermocycler (GeneAmp PCR System
9700, Perkin Elmer) cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.6. +0 ve +1 6n amplifikasyonunda uygulanan PCR programa.

Reaksiyon Sicaklik Siire Dongii Sayist

Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1

Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Yapigsma 56°C 1 dakika 20

Uzama 72°C 1 dakika

Uzama 72°C 5 dakika 1
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3.2.3.4.4. +1 On Amplifikasyonu

+0 6n amplifikasyonundan sonra drnekler 1:10 oraninda TE buffer
ile tekrar seyreltilmistir. +1 6n amplifikasyonunda ek birer niikleotid ile
secici ECORI-Primer EO1, EcoRI-Primer E02, Msel-Primer M02 ve Msel-
Primer MO03 primerleri kullanilmistir (Cizelge 3.8). +1 6n
amplifikasyonunda ti¢ farkli primer kombinasyonu uygulanmis olup
bunlar; EO1 M02, EO1 M03 ve E02 M03 kombinasyonlaridir. Toplam 50
ul olan reaksiyon hacminde +0 ©On amplifikasyonunda belirtilen
bilesenler ve konsantrasyonlari aynen uygulanmis, sadece yukarida
belirtilen primer kombinasyonlar1 75 ng olacak sekilde kullanilmustir.
PCR amplifikasyonu da +0 6n amplifikasyonunda belirtilen sicaklik ve
dongiilerde (Cizelge 3.6), aynt  thermocycler  cihazinda

gerceklestirilmistir.

3.2.3.4.5. +3 Amplifikasyonu (Secici Amplifikasyon)

+1 6n amplifikasyonundan sonra 6rnekler 1:10 oraninda TE buffer
ile tekrar seyreltilmistir. Secici amplifikasyonda kullanilan EcoRI/Msel
primerleri ii¢ secici niikleotid tagimaktadirlar (Cizelge 3.9.). Ayrica bu
amplifikasyonda kullanilan ECORI primerlerinin hepsi 5’-ucunda floresan
boya IRD700 veya IRD800 (MWG Biotech.) ile isaretlenmistir. Toplam
20 pl reaksiyon hacminde; 5 pl seyreltilmis 6rnekler, 10 ng 5'-IRD700
isaretlenmis ECORI primeri veya 20 ng 5'-IRD800 isaretlenmis ECORI
primeri, 30 ng Msel primeri (MWG Biotech.), 0.2 mM dNTP (PeQlab
Biotech. GmbH), 1 X PCR buffer (Eppendorf Brinkmann Ins. USA), 0.5



78

iinite Taq Polimeraz enzimi (Eppendorf Brinkmann Ins. USA) yer
almigtir. PCR amplifikasyonu  yine ayni thermocycler cihazinda
gerceklestirilmistir. PCR islemi Vos et al., (1995)’un yonteminde kiigiik
degisikliklerle Cizelge 3.7’de belirtilen programa gore yapilmustir.

Cizelge 3.7. +3 amplifikasyonunda uygulanan PCR programu.

Reaksiyon Sicaklik Stire Dongt
Sayis1
Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
1. Devre | Yapisma 65°C -0.7 °C/dongii | 30 saniye 12
Uzama 72°C 1 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
2. Devre | Yapisma 56°C 30 saniye 22
Uzama 72°C 1 dakika
Uzama 72°C 5 dakika 1

Cizelge 3.8. +0, +1 ve +3 amplifikasyonunda kullanilan primerler,

adaptorler ve sekanslari.

3’-CCATGCGTCAGATGCTC-5’
5’-GACTGCGTACCAATTC-3’

‘ Primer ve adaptorler Sekanslar1
| EcoRI-Primer E00

|

EcoRI Adaptori | 5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3’
|
|
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EcoRI-Primer EO1

5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’

EcoRI-Primer E02

5’-GACTGCGTACCAATTCC-3’

Msel Adaptorii

5’-TACTCAGGACTCAT-3’

3’-GAGTCCTGAGTAGCAG-5’

Msel-Primer MO0

5’-GATGAGTCCTGAGTAA-3’

Msel-Primer M02

5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

Msel-Primer M03

5’-GATGAGTCCTGAGTAAG-3’

Cizelge

3.9.

+3 amplifikasyonunda

kombinasyonlar1 ve baz dizilisleri.

kullanilan AFLP  primer

| Primer Kombinasyonlar1 | Primer Sekanslari

| EO01 M02 Kombinasyonunda Kullanilanlar

| E31 M47 | AAA-3’  CAA-3
| E32 M47 | AAC-3>  CAA-3’
| E31 M48 | AAA-3’  CAC-3
| E32 M48 | AAC-3>  CAC-3
| E31 M49 | AAA-3>  CAG-3
| E32 M49 | AAC-3*  CAG-3
| E39 M47 | AGA-3* CAA-3
| E40 M47 | AGC-3> CAA-3
| E39 M48 | AGA-3> CAC-3’
| E40 M50 | AGC-3> CAT-3’
| E39 M54 | AGA-3* CCT-3’
| E40 M54 | AGC-3’ CCT-3
| E31 M50 | AAA-3*  CCT-3
| E32 M50 | AAC-3’  CCT-3
| E31 M52 | AAA-3’  CCC-3’
| E32 M52 | AAC-3’  CCC-3
| E31 M54 | AAA-3®  CCT-3
| E32 M54 | AAC-3*  CCT-3’
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| E39 M51 | AGA-3> CCA-3
| E40 M51 | AGC-3> CCA-3’
| E39 M52 | AGA-3> CCC-3’
| E40 M52 | AGC-3’  CCC-3
| E39 M53 | AGA-3  CCG-3
| E40 M53 | AGC-3* (CCG-3’
| E31 M51 | AAA-3> CCA-3’
| E32 M51 | AAC-3* CCA-3’
| E31 M53 | AAA-3’  CCG-3’
| E32 M53 | AAC-3*  CCG-3’
| E31 M55 | AAA-3’  CGA-3
| E32 M55 | AAC-3>  CGA-3’
| E39 M55 | AGA-3> CGA-3’
| E40 M55 | AGC-3*  CGA-3’
| E39 M56 | AGA-3  CGC-3
| E40 M56 | AGC-3*  CGC-3’
| E39 M57 | AGA-3> (CGG-3
| E40 M57 | AGC-3> CGG-3
| E31 M56 | AAA-3’ CGC-3
| E32 M56 | AAC-3*  CGC-3’
| E31 M57 | AAA-3’  CGG-3’
| E32 M57 | AAC-3’  CGG-3’
| E31 M58 | AAA-3’  CGT-3’
| E32 M58 | AAC-3>  CGT-3’
| E39 M58 | AGA-3> CGT-3’
| E40 M58 | AGC-3’ CGT-3’
| E39 M59 | AGA-3> CTA-3’
| E40 M59 | AGC-3’ CTA-¥
| E39 M60 | AGA-3> CTC-3
| E40 M60 | AGC-3> CTC-3’
| E31 M59 | AAA-3 CTA-3




| E32 M59 | AAC-3’  CTA-®
| E31 M60 | AAA-3 CTC-3
| E32 M60 | AAC-3*  CTC-3’
| E31 M61 | AAA-3*  CTG-3
| E32 M61 | AAC-3’  CTG-3
| E41 M59 | AGG-3* CTA-3’
| E42 M59 | AGT-3* CTA-3’
| E41 M60 | AGG-3> CTC-3’
| E42 M60 | AGT-3> CTC-3’
| E41 M61 | AGG-3’ CTG-3
| E42 M61 | AGT-3* CTG-3’
| E33 M58 | AAG-3> CGT-3’
| E34 M58 | AAT-3’ CGT-3’
| E33 M59 | AAG-3* CTA-3
| E34 M59 | AAT-3’ CTA-3
| E33 M61 | AAG-3*  CTG-3’
| E34 M61 | AAT-3> CTG-3’
| E41 M49 | AGG-3> CAG-3’
| E42 M49 | AGT-3* CAG-3’
| E41 M53 | AGG-3> CCG-3
| E42 M53 | AGT-3> CCG-3’
| E41 M58 | AGG-3’> CGT-3’
| E42 M58 | AGT-3* CGT-3’
| E33 M56 | AAG-3* CGC-3’
| E34 M56 | AAT-3*  CGC-3’
| E33 M57 | AAG-3>  CGG-3’
| E34 M57 | AAT-3*  CGG-3’
| E33 M60 | AAG-3*  CTC-3
| E34 M60 | AAT-3’ CTC-3’
| E41 M56 | AGG-3> CGC-3’
| E42 M56 | AGT-3* CGC-3’
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| E41 M57 | AGG-3* CGG-3’
| E42 M57 | AGT-3> CGG-3’
| E41 M50 | AGG-3° CAT-3
| E42 M48 | AGT-3* CAC-3
| EO01 M03 Kombinasyonunda Kullanilanlar

| E41 M63 | AGG-3* GAA-3
| E42 M63 | AGT-3> GAA-3’
| E41 M64 | AGG-3*  GAC-3
| E42 M64 | AGT-3> GAC-3’
| E41 M66 | AGG-3> GAT-3
| E42 M66 | AGT-3* GAT-3’
| E33 M63 | AAG-3’ GAA-3
| E34 M63 | AAT-3  GAA-Y
| E33 M64 | AAG-3’  GAC-3
| E34 M64 | AAT-3*  GAC-3’
| E33 M66 | AAG-3> GAT-3’
| E34 M66 | AAT-3*  GAT-3
| E31 M63 | AAA-3’  GAA-3
| E32 M63 | AAC-3°  GAA-3
| E31 M64 | AAA-3’  GAC-3
| E32 M64 | AAC-3>  GAC-3’
| E31 M66 | AAA-3’  GAT-3’
| E32 M66 | AAC-3*  GAT-3’
| E41 M67 | AGG-3* GCA-3
| E42 M67 | AGT-3>  GCA-3’
| E41 M68 | AGG-3> GCC-3’
| E42 M68 | AGT-3* GCC-3’
| E41 M69 | AGG-3* GCG-3’
| E42 M69 | AGT-3>  GCG-3’
| E33 M67 | AAG-3> GCA-3
| E34 M67 | AAT-3>  GCA-3




| E33 M68 | AAG-3’  GCC-3’
| E34 M68 | AAT-3*  GCC-3’
| E33 M69 | AAG-3>  GCG-3’
| E34 M69 | AAT-3>  GCG-3
| E31 M67 | AAA-3>  GCA-3
| E32 M67 | AAC-3*  GCA-3’
| E31 M68 | AAA-3>  GCC-3’
| E32 M68 | AAC-3’  GCC-3’
| E31 M69 | AAA-3’  GCG-3’
| E32 M69 | AAC-3>  GCG-3
| E41 M70 | AGG-3> GCT-3’
| E42 M70 | AGT-3* GCT-3’
| E41 M71 | AGG-3* GGA-3’
| E42 M71 | AGT-3> GGA-3’
| E41 M73 | AGG-3* GGG-3’
| E42 M73 | AGT-3* GGG-3
| E33 M70 | AAG-3> GCT-3
| E34 M70 | AAT-3>  GCT-3’
| E33 M71 | AAG-3*  GGA-3
| E34 M71 | AAT-3> GGA-3
| E33 M73 | AAG-3  GGG-3’
| E34 M73 | AAT-3>  GGG-3°
| E39 M70 | AGA-3> GCT-3’
| E40 M70 | AGC-3> GCT-3’
| E39 M71 | AGA-3*  GGA-3
| E40 M71 | AGC-3>  GGA-3’
| E39 M73 | AGA-3*  GGG-3’
| E40 M73 | AGC-3>  GGG-3’
| E43 M63 | ATA-3>  GAA-3
| E45 M63 | ATG-3>  GAA-3’
| E43 M64 | ATA-3*  GAC-3’
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| E45 M64 | ATG-3>  GAC-3’
| E43 M66 | ATA-3*  GAT-3
| E45 M66 | ATG-3* GAT-3’
| E43 M67 | ATA-3>  GCA-3
| E45 M67 | ATG-3>  GCA-3’
| E43 M68 | ATA-3*  GCC-3’
| E45 M68 | ATG-3> GCC-3’
| E43 M69 | ATA-3>  GCG-3’
| E45 M69 | ATG-3* GCG-3’
| E43 M74 | ATA-3  GGT-3’
| E45 M74 | ATG-3> GGT-3’
| E43 M75 | ATA-3>  GTA-3
| E45 M75 | ATG-3* GTA-3
| E43 M78 | ATA-3’  GTT-3
| E45 M78 | ATG-3’ GTT-3’
| E31 M74 | AAA-3’  GGT-3
| E32 M74 | AAC-3>  GGT-3
| E31 M75 | AAA-3’  GTA-3
| E32 M75 | AAC-3®  GTA-3
| E31 M78 | AAA-3 GTT-3
| E32 M78 | AAC-3’  GTT-3
| E39 M74 | AGA-3> GGT-3
| E42 M74 | ATG-3> GGT-3’
| E39 M75 | AGA-3> GTA-3
| E42 M75 | ATG-3* GTA-3
| E39 M78 | AGA-3*  GTT-3
| E42 M78 | ATG-3’ GTT-3’
| E02 M03 Kombinasyonunda Kullanilanlar

| E47 M66 | CAA-3>  GAT-3
| E49 M66 | CAG-3> GAT-3
| E47 M67 | CAA-3*  GCA-3




| E49 M67 | CAG-3* GCA-3’
| E47 M69 | CAA-3*  GCG-3’
| E49 M69 | CAG-3 GCG-3
| E47 M71 | CAA-3>  GGA-3
| E49 M71 | CAG-3* GGA-3’
| E47 M74 | CAA-3> GGT-3’
| E49 M74 | CAG-3> GGT-3
| E47 M75 | CAA-3> GTA-3’
| E49 M75 | CAG-3> GTA-3’
| E47 M63 | CAA-3> GAA-3
| E49 M63 | CAG-3> GAA-3
| E47 M64 | CAA-3> GAC-3’
| E49 M64 | CAG-3* GAC-3’
| E47 M68 | CAA-3> GCC-3’
| E49 M68 | CAG-3* GCC-3’
| E47 M78 | CAA-3* GTT-3
| E49 M78 | CAG-3> GTT-3’
| E47 M79 | CAA-3> TAA-3
| E49 M79 | CAG-3> TAA-3
| E47 M80 | CAA-3> TAC-3
| E49 M80 | CAG-3> TAC-3’
| E55 M78 | CGA-3> GTT-3
| E56 M78 | CGC-3> GTT-3
| E55 M79 | CGA-3* TAA-3
| E56 M79 | CGC-3* TAA-3
| E55 MS0 | CGA-3 TAC-3
| E56 MS0 | CGC-3* TAC-3
| E55 M63 | CGA-3* GAA-3
| E56 M63 | CGC-3°  GAA-3
| E55 M66 | CGA-3> GAT-3
| E56 M66 | CGC-3* GAT-3
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| E55 M67 | CGA-3* GCA-3’
| E56 M67 | CGC-3> GCA-3’
| E55 M71 | CGA-3*  GGA-3
| E56 M71 | CGC-3 GGA-3’
| E55 M74 | CGA-3> GGT-3’
| E56 M74 | CGC-3* GGT-3’
| E55 M75 | CGA-3* GTA-3’
| E56 M75 | CGC-3>  GTA-3
| E51 M63 | CCA-3> GAA-3
| E52 M63 | CCC-3°  GAA-3’
| E51 M66 | CCA-3° GAT-3’
| E52 M66 | CCC-3>  GAT-3
| E51 M67 | CCA-3*  GCA-3’
| E52 M67 | CCC-3’ GCA-3
| E51 M78 | CCA-3> GTT-3
| E52 M78 | CCC-3"  GTT-3
| E51 M79 | CCA-3> TAA-3
| E52 M79 | CCC-3°  TAA-3
| E51 MS0 | CCA-3> TAC-3
| E52 M80 | CCC-3> TAC-3
| E55 M64 | CGA-3 GAC-3’
| E56 M64 | CGC-3> GAC-3’
| E55 M68 | CGA-3> GCC-3°
| E56 M68 | CGC-3> GCC-3’
| E55 M69 | CGA-3> GCG-3
| E56 M69 | CGC-3> GCG-3’
| E57 M63 | CGG-3>  GAA-3
| E58 M63 | CGT-3’  GAA-3
| E57 M64 | CGG-3> GAC-3’
| E58 M64 | CGT-3> GAC-3
| E57 M67 | CGG-3> GCA-3’
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E58 M67 CGT-3°  GCA-3°
E57 M69 CGG-3°  GCG-3°
E58 M69 CGT-3>  GCG-3°
E57 M71 CGG-3°  GGA-¥»
E58 M71 CGT-3>  GGA-¥
E57 M74 CGG-3°  GGT-¥

| |
| |
| |
| |
| |
| |
| E58 M74 | CGT-3’ GGT-3’
| |
| |
| |
| |
| |
| |

E57 M68 CGG-3»  GCC-3

E58 M68 CGT-3> GCC-3°

E57 M79 CGG-3° TAA-3

E58 M79 CGT-3> TAA-3

E57 M80 CGG-3° TAC-3

E58 M8&0 CGT-3> TAC-3’
3.2.3.4.6. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

25 cm % 8’lik poliakrilamid jel (Long Ranger, FMC Biozym)
Cizelge 3.11°de verilen formiile gore hazirlanmistir. Cizelge 3.11°de
verilen karisim hazirlandiktan hemen sonra, daha onceden hazirlanan
cam plakalar arasina siringa ile enjekte edilmis ve hemen ardindan
orneklerin yiiklenecegi tarak (48’lik veya 64°liik) yerlestirilmistir. 1 saat
boyunca katilagsmaya birakilan jel daha sonra temizlenmis ve elektroforez
isleminin yapildigt LI-COR DNA GeneReadir 4200 (MWG Biotech.
Ebersberg/Germany) cihazina yerlestirilmistir. 10 X TBE (324 g Tris, 55
g Borik asit, 18.6 g EDTA bidistile su ile 2 It’ye tamamlanir)
tamponundan seyreltilen 1 X TBE c¢ozeltisi elektrot tampon ¢ozeltisi
olarak kullanilmigtir. 1500 V, 40 W, 35 mA ve 48°C degerleri
kullanilarak jel 20 dakikalik bir 6n 1sitmaya tabi tutulmustur.
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PCR’dan ¢ikan orneklere esit hacimde (20 pl) formamide yiikleme
tamponu [% 96 formamide (v/v), 10 mM EDTA pH 8.0, % 0.1 fuchsin]
eklenmis ve daha sonra 94°C’de 1.5 dakika denatiirasyonlari
saglanmigtir. Kullanilan tarak tipine bagli olarak 0.5 ile 1.5 ul miktarlar
arasinda ornekler jele yiiklenmistir. Bantlarin degerlendirilmesi icin Sekil
3.3°de gosterilen IRDye 50-700 bp’lik standart DNA kullanilmigtir. Bir
jele birden fazla yiikleme yapilmustir. Saga™™ yazilim programu
kullanilarak elde edilen bant sablonlar1 dogrudan bilgisayara

aktarilmastir.

Cizelge 3.10. % 8’lik Long Ranger soliisyonunun hazirlanisi.

Ure 84 g

10 X TBE 20 ml

Long Ranger (% 50) 32 ml

H, O 200 ml’ye tamamla

Cizelge 3.11. Poliakrilamid jel bilesenleri ve miktarlari.

% 8’lik Long Ranger 25 ml

TEMED 25 ul

APS 180 pl

DMSO 250 ul




89

3.2.3.4.7. Dayamkh Yakin izogenik Hatlarda AFLP Analizleri

Arastirmanin AFLP analizleri kisminda DNA materyali olarak
CIMMYT’den temin edilen dayanikli yakin izogenik hatlardan
olusturulan. DNA ve DNA bulklar1 kullanilmisti. DNA ve DNA
bulklarinda polimorfik bant deseni sergileyen 28 AFLP primer
kombinasyonu (Cizelge 3.12) bu bdliimde 41 adet dayanikli hatta
incelenmistir. DNA ve DNA bulklarinda elde edilen polimorfizm 3.
DNA (12 No’lu hat-Lr13)’da bir bandin gozlenmesi ancak diger DNA ve
bulklarda s6z konusu bu bandin gozlenmemesini belirtmektedir. Bu
nedenle polimorfik bant veren primer kombinasyonlari bu anlamda
secilmistir. Bu primer kombinasyonlarinin  dayamikli  hatlarda
incelenmesinin nedeni ise; bulklarda yer alan herhangi bir dayanikli hat,
3. DNA’nin vermis oldugu polimorfik bant desenine sahip olabilir ancak
bu hat bir bulkda yer aldig1 i¢in bu bant desenini géremeyebiliriz.

Bu boliimdeki AFLP analizleri, kullanilan yontem ve metodlar bir

onceki boliimde agiklandigi gibi uygulanmustir.

Cizelge 3.12. 41 dayanikli hatta +3 amplifikasyonunda kullanilan AFLP

primer kombinasyonlari.

‘ AFLP Primer Kombinasyonlari
| E32 M53 | E43 M75
| E32 M56 | E32 M74
| E39 M57 | E49 M67
\ E31 M56 \ E47 M69
\ E33 M63 \ E47 M68
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| E32 M63 | E49 M68
| E41 M70 | E51 M63
| E34 M70 | E52 M63
| E32 M69 | E51 M80
| E45 M66 | E56 M71
| E34 M71 | E47 M64
| E45 M67 | E58 M67
| E45 M68 | E57 M69
| E43 M74 | E57 M74

3.2.3.5. SSR Markorleri

Calismanin bu kisminda 41 adet kahverengi pasa dayanikli yakin
izogenik hatta ve bunlardan olusturulan DNA ve DNA bulklarinda bazi
SSR primerleri incelenmistir. Oncelikle dayanikli yakin izogenik hatlarda
birka¢ SSR primeri denenmis ancak genellikle biitiin hatlarda ayni1 bant
sablonu elde edilmistir. Bu nedenle aynen AFLP markdrlerinde oldugu
gibi dogrudan Lrl3 dayaniklilik genine ait markoriin  saptanmasi
amactyla oncelikle DNA ve DNA bulklari, “Izmir 85 x 12 no’lu hat”
melezinin  F; generasyonu ve ebeveynleri SSR  primerleriyle
arastirilmistir. Bu primerler Seyfarth et al., (2000a)’un calismasindan
yararlanilarak kullanilan Wms 120, Wms 319, Wms 388 ve Wms 630
(MWG Biotech.) primerleridir (Cizelge 3.13). Ayrica sadece dayanikli
hatlarda Wmc 104, Wmc 167 ve Wmc 177 primerleri de incelenmistir
(Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.13. SSR primerleri ve baz dizilisleri.

] ) Lokas
SSR Forward Primer Reverse Primer
yonu
‘ Wms120 | GATCCACCTTCCTCTCTCTC ‘ GATTATACTGGTGCCGAAAC ‘ 2B
‘ Wms319 | GGTTGCTGTACAAGTGTTCACG ‘ CGGGTGCTGTGTGTAATGAC ‘ 2B
‘ Wms388 | CTACAATTCGAAGGAGAGGGG ‘ CACCGCGTCAACTACTTAAGC ‘ 2B
‘ Wms630 | GTGCCTGTGCCATCGTC ‘ CGAAAGTAACAGCGCAGTGA ‘ 2B
‘ Wmc104 | TCTCCCTCATTAGAGTTGTCCA ‘ ATGCAAGTTTAGAGCAACACCA ‘ 6B
‘ Wmcl67 | AGTGGTAATGAGGTGAAAGAAG ‘ TCGGTCGTATATGCATGTAAAG ‘ 2D
| [

‘ Wmel77 AGGGCTCTCTTTAATTCTTGCT ‘ GGTCTATCGTAATCCACCTGTA

PCR isleminde Somers et. al. (2004)’'un yontemi kullanilmistir.
Toplam 15 pl reaksiyon hacminde; 50 ng DNA, 1 X PCR buffer
(Eppendorf Brinkmann Ins. USA), 0.2 mM dNTP (PeQlab Biotech.
GmbH), 0.7 mM Mg(OAc), (Eppendorf Brinkmann Ins. USA), 0.75 ng
F-Primer, 0.75 ng R-primer, 0.75 ng M13 (MWG Biotech.) ve 0.5 {inite
Taq Polimeraz enzimi (Eppendorf Brinkmann Ins. USA) yer almistir.
Kullanilan SSR primerlerinde de F-Primerler 5’-ucunda floresan boya
IRD700 veya IRD800 (MWG Biotech.) ile isaretlenmistir.

PCR amplifikasyonu thermocycler (GeneAmp PCR System 9700,
Perkin Elmer) cihazinda, baslangi¢ denatiirasyonundan (95°C’de 3 dak.)
sonra 94°C’de 40 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 45 saniye olacak
sekilde 35 dongliden ve son sentez devresinden (72°C’de 10 dak.)
olusmustur.

PCR amplifikasyonundan sonra drneklere esit hacimde formamide
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ylikleme tamponu eklenmis ve 94 °C’de 1.5 dakika denatiirasyonlari
saglanmigtir.  Bundan  sonraki islemler @AFLP  markdrlerinin
aragtirtlmasinda oldugu gibi uygulanmistir. 25 cm % 8’lik poliakrilamid
jele 0.5-1.5 pl miktarlar1 arasinda ornekler yiiklenmis ve ayrica standart
DNA olarak Sekil 3.3’de gosterilen IRDye 50-350 bp kullanilmigtir.
Elektrot tampon ¢o6zeltisi olarak 1 X TBE’den yararlanilmis ve 1500 V,
40 W, 35 mA ve 48°C degerlerinde LI-COR DNA GeneReadir 4200
(MWG Biotech. Ebersberg/Germany) cihazinda elektroforez islemi
gergeklestirilmistir. Elde edilen bant sablonlar1 Saga™™ yazilim programi

kullanilarak dogrudan bilgisayara aktarilmigtir.

1 2
v - J00
== 15[

— B30
w105 - B00
— 300 = LA5

= 530

= 500, 495
— 255 = 460
- 73 400

- 364
= 204,200 = 350

= 300
— 175

= 255
= 145

= 204, 200
= 120
= 105, 100 = 145
= Q4
B 7o - 1oo
— 50 - 50

Sekil 3.3. SSR ve AFLP analizlerinde kullanilan standart DNA’lar;
1. IRDye 50-350, 2. IRDye 50-700.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. AFLP Analizlerine Ait Bulgular

Lrl3 dayaniklilik genine ait molekiiler markorleri saptamak
amaciyla yakin izogenik hatlardan olusturulan DNA ve DNA bulklarinda
toplam 246 farklt AFLP primer kombinasyonu incelenmistir. Her primer
kombinasyonunda incelenen 8 6rnek, materyal ve metotta belirtilen DNA
ve DNA bulklarmin (Cizelge 3.5) bant desenleridir. AFLP primer
kombinasyonlarinin biiyiik bir kisminin bant desenleri Sekil 4.1 ile 4.109
arasinda verilmistir. Incelenen bu primerlerden bazilar1 Lr13’ii tasiyan 12
No’lu hatta polimorfizm gdostermistir. 12 No’lu hat DNA ve DNA
bulklarinin incelendigi sekillerde 3. drnektir. Incelenen polimorfizm ise
3. Ornekte gozlenen bir bandin diger DNA ve DNA bulklarinda
bulunmamasidir.

Bu sekilde 3. o6rnekte yani 12 No’lu hatta polimorfik bant veren
primer kombinasyonlar1 bulklarin olusturuldugu Thatcher yakin izogenik
hatlarinda da incelenmis ve sekilleri yine bu boliimde verilmistir.

[lk asamada DNA ve DNA bulklarinda 6 farkli primer
kombinasyonunun vermis oldugu bant desenleri gdsterilmistir (Ornegin
Sekil 4.1). Bunlar arasinda polimorfik bant veren primer kombinasyonu
daha sonra o polimorfik bandin bulundugu yer bakimindan biiyiitiilerek
tekrar verilmistir (Ornegin Sekil 4.3).

Duyarli ebeveyn Izmir 85 ile dayanikli ebeveyn 12 No’lu hat ve
bunlar arasinda yapilan melezin F; generasyonunda da polimorfizm
olusturan primer kombinasyonlart incelenmis ve bunlarda olusturduklari

bant desenleri gosterilmistir.
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Sekil 4.1. E31-E32 primerlerinin M51-M53-M55 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.1’de DNA ve DNA bulklarinda E31-E32 primerlerinin
M51-M53-M55 ile kombinasyonunun sonuglart goriilmektedir. Bu
primer kombinasyonlarindan E32 M53 kombinasyonu standart DNA’nin
255-300 bp degerleri arasinda polimorfik bir bant deseni vermistir.
Polimorfik bant sadece 12 No’lu hattin (Lrl3) bulundugu 3. Ornekte
gozlenmis diger drneklerde saptanmamistir. Bu polimorfik bandin Lrl3
ile iliskisi olup olmadigini incelemek amaciyla E32 MS53 primer

kombinasyonu dayanikli yakin izogenik hatlarda incelenmistir.

Stl 23 45 6 7 8 91011121314151617 1819202122 23242526272829 30 31323334 35363738394041 St

Sekil 4.2. E32 M53 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Sekil 4.2’de E32 M53 primer kombinasyonunun Thatcher yakin
izogenik hatlarinda sonuglar1 goriilmektedir. S6z konusu polimorfik bant
12 No’lu hat ile birlikte 18 ve 26 No’lu hatlarda da gozlenmistir. Diger

dayanikli hatlarda bu bant saptanmamustir.
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1 2345 6 738

Sekil 4.3. E32 M53 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda

sonugclari.

Sekil 4.3°de E32 MS53 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda gostermis oldugu polimorfik bant daha agik bir sekilde
goriilmektedir. Sekil 4.4’de aym primer kombinasyonunun izmir-85, 12
No’lu hat ve F,’de vermis oldugu bant sablonu da goriilmektedir. S6z
konusu polimorfik bant ebeveynler ile F;’de monomorfik olarak

gozlenmistir.

St I 12 F

Sekil 4.4. E32 M53 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonugclari.
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E31 M56 E32M56 E31M57 E32M57  E31 M58 E32 M58
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:
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Sekil 4.5. E31-E32 primerlerinin M56-M57-M58 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.5°de DNA ve DNA bulklarinda E31-E32 primerlerinin
M56-M57-M58 ile kombinasyonlarinin sonuglar1 goriilmektedir. E31
M56 ve E32 M56 primer kombinasyonlar1 sirastyla 204 ve 204-255 bp

degerleri arasinda iki farkli polimorfik bant vermislerdir. Polimorfik

bantlar belirgin bir sekilde sadece 3. drnekte (12 No’lu hat) gézlenmistir.

Stl1 234 5678 91011121314151617 1819202122 2324252627282930 313233 3435363738 394041 St

Sekil 4.6. E31 M56 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.
E31 M56 primer kombinasyonunu dayanikli hatlarda incelenmis ve
sonuglar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir. Beklenen polimorfik bant 12 ve 18
No’lu hatta belirgin, 26 No’lu hatta silik bir sekilde gézlenmistir.

1 2345 6 78

Sekil 4.7. E31 M56 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda

sonuglari.
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Sekil 4.7°de E31 M56 AFLP primer kombinasyonunun DNA ve
DNA bulklarinda vermis oldugu bant sablonu goriilmektedir. Sekil
4.8°de ise ayn1 kombinasyon Izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’inde
incelenmis ve s6z konusu bant ebeveynlerle birlikte F;’de de elde edilmis

ve monomorfik bir bant olarak dikkate alinmistir.

St 1 12 F

Sekil 4.8. E31 M56 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki

sonuglart.

St1 234567 8 91011 121314151617 1819202122 2324252627282930 31323334 35363738 3940415t

Sekil 4.9. E32 M56 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.
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DNA ve DNA bulklarinda polimorfik bant veren diger bir primer
kombinasyonu E32 M56 primerinin dayanikli hatlardaki sonuclar1 Sekil
4.9°da verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi polimorfik bant 12 No’lu

hat ve 18 No’lu hatta gézlenmis diger hatlarda elde edilmemistir.

1 2 3 45 6 7 8

Sekil 4.10. E32 MS56 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.10°da E32 M56 AFLP primer kombinasyonunun DNA ve
DNA bulklarinda gdstermis oldugu bant deseni daha yakindan
goriilmektedir. Sekilden de anlasildig: gibi 3. 6rnekte bir bant goriilmekte
ve ayni bant diger DNA veya DNA bulklarinda bulunmamaktadir.
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St 112 F;

Sekil 4.11. E32 M56 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonugclari.

Sekil 4.11°de E32 M56 primer kombinasyonunun duyarli ebeveyn
Izmir 85, dayanikli ebeveyn 12 No’lu hat ve bunlarin F,’de vermis
oldugu bant desenleri goriilmektedir. 12 No’lu hat ve F,’de s6z konusu
polimorfik bant elde edilmis, izmir 85°de goriilmemistir. Diger bir
deyisle bu bant bakimindan ebeveynler farklilik gostermis, F;’de ise bant

elde edilmistir.
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E39 M55 E40 M55  E39M56  E40 M56 E39 M57  E40 M57

St1 23456781234567812345678123456781234567812345678St

Sekil 4.12. E39-E40 primerlerinin M55-M56-M57 ile kombinasyonu.
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E39-E40 primerlerinin M55-M56-M57 ile kombinasyonu DNA ve
DNA bulklarinda incelenmis ve sonuglar Sekil 4.12°de gosterilmistir.
Bunlar arasindan E39 MS57 kombinasyonu 100-145 bp standartlari

arasinda belirgin bir polimorfik bant vermistir.

St1 234 5678 910111213141516171819 20 2122 23242526 27282930 31323334 3536 3738394041S t

Sekil 4.13. E39 M57 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Polimorfik bant deseni veren E39 MS57 primer kombinasyonu
Thatcher yakin izogenik hatlarinda incelenmistir (Sekil 4.13). Polimorfik
bant 12 No’lu hatla birlikte 18 No’lu hatta da gézlenmistir.

1 23 45 6 7 8
Sekil 4.14. E39 MS57 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonugclari.
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E39 MS57 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu sonuglar Sekil 4.14’de gosterilmistir. 3. drnek diger DNA
veya DNA bulklarinda olmayan bir banda sahiptir ve bu bant Sekil
4.14’de net bir sekilde goriilmektedir. Ayni primer kombinasyonu Izmir
85 ile 12 No’lu hatta ve bunlarin F;’inde incelenmis elde edilen sonuglar
Sekil 4.15°de verilmistir. Arastirilan polimorfik bandin ebeveynlerde de
polimorfik oldugu gézlenmistir. Izmir 85°de gézlenmeyen bant izmir 85

ile 12 No’lu hat arasinda yapilan melezin F,’inde ise elde edilmistir.

e

St 1 12 F,

Sekil 4.15. E39 M57 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonugclari.
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E33 M63 E34 M63 E33 M64  E34 M64 E33 M66  E34 M66

St123456781234567812345678123456781234567812345678St

Sekil 4.16. E33-E34 primerlerinin M63-M64-M66 ile kombinasyonu.
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DNA ve DNA bulklarinda incelenen AFLP primerleri arasinda
E33-E34 primerlerinin M63-M64-M66 ile kombinasyon sonuglar1 Sekil
4.16°da verilmistir. E33 primeri ile M63 primerinin kombinasyonu 50-
100 bp degerleri arasinda polimorfik bir bant gdstermistir. Lr13’{ tasiyan
12 No’lu hatta (3. 0Ornek) polimorfik bant agik bir sekilde

gbzlenmektedir.
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Sekil 4.17. E33 M63 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

DNA ve DNA bulklarinda polimorfik bant veren E33 M63 primer
kombinasyonu dayanikli hatlarda da ayr1 ayr1 incelenmis ve elde edilen
sonuclar Sekil 4.17°de verilmistir. Sadece 12 No’lu hatta beklenen
polimorfik bant 18 No’lu hatta da net bir sekilde gézlenmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.18. E33 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.18’de E33 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda, Sekil 4.19°da ise izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’inde
vermis oldugu bant sablonlar1 goriilmektedir. Bulklarda polimorfik bir
bant deseni sergileyen primer kombinasyonu ebeveynlerle birlikte F;’de

monomorfik olarak gdzlenmistir.

o

I 12 F

Sekil 4.19. E33 M63 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki

sonugclari.
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E31 M63  E32M63 E31 M64 E32M64  E31 M66 E32 M66

123456781234567812345678123456781234567812345678St

Sekil 4.20. E31-E32 primerlerinin M63-M64-M66 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.20°de E31 M63, E32 M63, E31 M64, E32 M64, E31 M66
ve E32 M66 primer kombinasyonlarnin DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu bant desenleri goriilmektedir. Bunlardan E32 M63 primer
kombinasyonu iki farklt polimorfik bant gdstermistir. Polimorfik
bantlardan birincisi 200-204 bp, ikincisi ise 300-350 bp standart degerleri
arasinda gozlenmistir. Bu primer her iki polimorfik bant bakimindan

dayanikli hatlarda ve ebeveynler ile F,’de tekrar incelenmistir.

St1 2 34 5 67 891011 1213 14151617 181920 2122 23 242526 272829 30 31 32 33 34 3536 37 38394041St

Sekil 4.21. E32 M63 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari (1. bant).

E32 M63 primer kombinasyonunun dayanikli yakin izogenik
hatlarda 200-204 bp standart DNA yakinlarinda vermis oldugu sonuglar
Sekil 4.21°de gosterilmistir. Arastirtlan polimorfik bant 12 No’lu ve 18
No’lu hatta gozlenmistir. 12 No’lu hatta gozlenen polimorfik bandin
hemen iistiinde baska bir bant elde edilmis ve bu bant 18 No’lu hatta

gdzlenmemistir.
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1 23 45 6 7 8

Sekil 4.22. E32 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda sonuglar1 (1. bant).

E32 M63 primer kombinasyonunun vermis oldugu polimorfik bant
daha acik bir sekilde 3. drnekte goriilmektedir (Sekil 4.22). Ay primer
kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F,’de vermis
oldugu bant deseni Sekil 4.23’de gosterilmistir. Bulklarda polimorfik
olarak gozlenen bant ebeveynlerle birlikte F;’de de elde edilmis ve

monomorfik olarak kabul edilmistir.

St 1 12 F,

Sekil 4.23. E32 M63 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonuglari (1. bant).
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St1 2 345 6 7 8910111213 14151617 1819202122 23 242526 2728293031 3233 34353637 38 39 4041St

Sekil 4.24. E32 M63 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglar1 (2.
bant).

Sekil 4.24’de E32 M63 primer kombinasyonunun 300-350 bp
degerleri arasinda bulklarda vermis oldugu polimorfik bant (2. bant)
dayanikli  hatlarda incelenmistir. Hatlar bu bant bakiminda
incelendiginde; 12 No’lu hat ile 18 No’lu hat sdz konusu banda

sahiptirler. Diger hatlarda bu bant gdzlenmemistir.

1 23 4 5 6 7 8

Sekil 4.25. E32 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda sonuglari (2. bant).
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E32 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu 2. polimorfik bant Sekil 4.25°de gdsterilmistir. Sadece 3.
ornekte goriilen bant diger DNA veya DNA bulklarinda saptanmamustir.
Ayni primer kombinasyonu ebeveynlerle birlikte F;’de incelenmis ve
sonuglar Sekil 4.26’da verilmistir. Daha 6ncede belirtildigi gibi bulklarda
polimorfik olarak belirlenen bant, izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin
Fy’inde karsilagtirildiginda monomorfik olarak gézlenmistir. Dolayisiyla

bu bandin Lr13 ile iligkisi olmayan bir bant oldugu saptanmustir.

"

L)

St 1 12 F,

Sekil 4.26. E32 M63 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki
sonuglari (2. bant).
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E31M67  E32M67  E31M68 E32M68  E31M69  E32M69

St123456781234567812345678123456781234567812345678St

Sekil 4.27. E31-E32 primerlerinin M67-M68-M69 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.27°de sirasiyla E31 M67, E32 M67, E31 M68, E32 M68,
E31 M69 ve E32 M69 primer kombinasyonlarinin DNA ve DNA
bulklarinda vermis olduklar1 bant sablonlar1 goriilmektedir. incelenen
primer kombinasyonlarindan E32 M69 kombinasyonu yaklasik 300 bp
standardinda polimorfik bir bant sergilemistir. Cok net bir sekilde 12
No’lu hatta gozlenen bant diger DNA ya da DNA bulklarinda elde

edilmemistir.

—— i A, e k. RA. .

St 1 2 3 45 6 7 8910 1112131415161718 1920212223 242526272829 30313233 3435363738394041St

Sekil 4.28. E32 M69 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E32 M69 primer kombinasyonu dayanikli hatlarda incelenmistir
(Sekil 4.28). Daha 6nceki polimorfik primerlerde oldugu gibi arastirilan
bu bant da 12 No’lu hatla birlikte 18 ve 26 No’lu hatlarda da

gdzlenmistir. Incelenen polimorfik bant diger hatlarda gdzlenmemistir.
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1 23 45 6 7 8
Sekil 4.29. E32 M69 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda sonuglari.

E32 M69 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarindaki
sonuclar1 Sekil 4.29°da verilmistir. Sekil 4.29 incelendiginde 3. 6rnekte
net bir sekilde polimorfik bant gdzlenmektedir. Ayni banda izmir 85, 12
No’lu hat ve bunlarin F,’de bakildiginda (Sekil 4.30); 12 No’lu hat ile
F’de bant ¢ok kalin gdzlenirken Izmir 85 cesidinde ince bir bant elde
edilmistir. Bu nedenle elde edilen bu kalin polimorfik bandin yaninda

baska bir bant oldugu diisiiniilebilir.

Bl i

St 1 12 F,

Sekil 4.30. E32 M69 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonuglari.
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E33 M70 E34M70 E33M71 E34M71 E33M73 E34M73

St1 234567812345678123456781234567812345678123456 78St

Sekil 4.31. E33-E34 primerlerinin M70-M71-M73 ile kombinasyonu.
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DNA ve DNA bulklarinda E33-E34 primerlerinin M70-M71-M73
ile kombinasyonu sonuglar1 Sekil 4.31°de verilmistir. Incelenen primer
kombinasyonlarindan E34 M70 kombinasyonu 145 bp standardi
yakinlarinda polimorfik bir bant gostermistir. Polimorfik bant veren diger
bir primer kombinasyonu E34 M71°dir. E34 M71 primer kombinasyonu
ilk polimorfik bandi 100 bp, ikinci polimorfik bandi 300 bp standart
DNA'’lar1 civarlarinda vermistir (Sekil 4.31).

St1 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718 1920212223 242526272829 30313233 34353637 383940415t

Sekil 4.32. E34 M70 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E34 M70 primer kombinasyonu dayanikli Thatcher yakin izogenik
hatlarda incelenmis ve arastirilan polimorfik bant bakimindan sonuglar
Sekil 4.32°de verilmistir. Sekil 4.32 incelendiginde; 12 No’lu hattin s6z
konusu polimorfik banda sahip oldugu, bu bandin hemen {istiindeki
banda ise sahip olmadig1 goriilmektedir. 12 No’lu hatta kalin bir sekilde
saptanan bant diger dayanikli hatlarda da belirlenmis ancak ayni
yogunlukta elde edilmemistir. Ayrica bu polimorfik bandin hemen

altinda, diger hatlarda gozlenmeyen bagka bir bant goriilmektedir. Lr13
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iizerinde yapilacak diger ¢alismalarda bu primer kombinasyonu iizerinde

durulmas: yararli olacaktir.

PR S

1 23 4 5 6 7 8
Sekil 4.33. E34 M70 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

E34 M70 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu sonuglar Sekil 4.33°de daha yakindan gosterilmistir. Sekil
4.34°de ise aym kombinasyonun izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin
Fy’inde vermis oldugu bant desenleri goriilmektedir. S6z konusu bant
[zmir 85, 12 No’lu hat ve F,’de incelendiginde monomorfik olarak

gbzlenmistir.

St 1 12 F,

Sekil 4.34. E34 M70 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki sonuglari
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St1 2 3 4567 8 9101112131415161718192021222324252627 2829303132333435363738394041St
Sekil 4.35. E34 M71 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari (1. bant).

E34 M71 primer kombinasyonunun 100 bp standart DNA
yakinlarinda vermis oldugu polimorfik bant dayanikli yakin izogenik
hatlarda Sekil 4.35’de goriilmektedir. Incelenen polimorfik bant 12 No’lu
hat ile birlikte 18 ve 28 No’lu hatlarda da saptanmistir. Ancak 12 No’lu
hatta daha belirgin bir sekilde goriilmiistiir.
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1 23 4 5 6 7 8

Sekil 4.36. E34 M71 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglar1 (1. bant).
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Sekil 4.36’da E34 M71 primer kombinasyonunun 100 bp standardi
yakinlarinda vermis oldugu polimorfik bant DNA ve DNA bulklarinda
goriilmektedir. Sekilde polimorfik bandin hemen iistiinde monomorfik
bir bant deseni gdze ¢arpmaktadir. Aym primer kombinasyonunun Izmir
85, 12 No’lu hat ve bunlarin F,’deki sonuclar1 Sekil 4.37°de verilmistir.
Ayn1 banda ebeveynler ile F,’de baktigimiz zaman hemen {istlindeki
monomorfik bantla bir biitiin olarak saptanmis ve monomorfik olarak

goriilmustir.

St I 12 F,
Sekil 4.37. E34 M71 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki

sonuglari (1. bant).
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St1 2 3 456 78 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041 St

* ]

Sekil 4.38. E34 M71 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari (2. bant).
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E34 M71 primer kombinasyonunun vermis oldugu 2. polimorfik
bandi incelemek amaciyla dayanikli hatlarda yapilan AFLP analizleri
sonucu Sekil 4.38’de verilmistir. Yaklasik 300 bp standart DNA
biiytlikliigiinde saptanan polimorfik banda hatlarda baktigimiz zaman; 12,
18 ve 26 numarali hatlarin incelenen polimorfik banda sahip olduklari
goriilmektedir. Diger dayanikli hatlarda elde edilen bantlar polimorfik

bandin ¢ok az altinda bulunmaktadir.
-—./
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Sekil 4.39. E34 M71 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda sonuglari (2. bant).

Sekil 4.39°da E34 M71 primer kombinasyonunun 300 bp standart
DNA vyakinlarinda vermis oldugu polimorfik bant DNA ve DNA
bulklarinda goriilmektedir. Sekil 4.39 incelendiginde; 3. 6rnek disindaki
tiim DNA veya DNA bulklarinda bandin ayni biiytikliikte oldugu, ancak
3. ornekte s6z konusu bandin biraz daha biiyiik oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeninin yliklemeden kaynaklanacagi diistiniilmemektedir ¢iinkii
gbzlenen diger bantlar ayni hizada dolayisiyla ayni biiyiikliikte

saptanmuigtir.
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Sekil 4.40°da {zmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F,’inde E34 M71
primerinin vermis oldugu 2. polimorfik bant incelenmis ve elde edilen
sonuclar gosterilmistir. Arastirilan polimorfik bant ebeveynler ile F;’de
daha belirgin elde edilmis ve 12 No’lu hat ile melezde bant kalinlig1 daha
genis ve bant biraz daha yukarda belirlenmistir. Ayn1 polimorfik bant
hatlarda incelendiginde benzer bant deseni goriilmektedir (Sekil 4.38).

St 1 12 F,

Sekil 4.40. E34 M71 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki
sonuglar1 (2. bant).
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Sekil 4.41. E43-E45 primerlerinin M63-M64-M66 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.41°de sirasiyla E43 M63, E45 M63, E43 M64, E45 M64,
E43 M66 ve E45 M66 primer kombinasyonlarin olusturulan DNA ve
DNA bulklarinda vermis olduklar1 bant desenleri goriilmektedir.
Incelenen bu kombinasyonlardan E45 M66 primer kombinasyonu 460 bp
standardinin hemen altinda polimorfik bir bant sergilemistir. 12 No’lu

hatta gézlenen bant diger DNA veya DNA bulklarinda goriilmemistir.

St1 2 3 45 6 7 891011 12131415161718 1920212223 242526272829 30313233 34353637 383940 41St

Sekil 4.42. E45 M66 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E45 M66 primer kombinasyonunun bulklarda saptanan polimorfik
bandi dayanikli hatlarda incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.42°de
verilmistir. Sekil 4.42 incelendiginde arastirilan polimorfik bant 12, 18
ve 26 No’lu hatlarda belirlenmistir. Polimorfik bant 12 No’lu hatta biraz

daha belirgin, 18 ve 26 numarali hatlarda silik elde edilmistir.



125

1 23 45 6 7 8

Sekil 4.43. E45 M66 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

E45 M66 primer kombinasyonunun 460 bp standart DNA
yakinlarinda bulklarda vermis oldugu polimorfik bant Sekil 4.43’de daha
yakindan goriilmektedir. Sekil 4.43’den de anlasildigi gibi 3. Ornekte
diger DNA veya bulklarda olmayan bir bant gézlenmektedir. S6z konusu
polimorfik bant Izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin melezinde birlikte
tekrar incelenmek istenmis ancak bant gézlenememistir.

Daha  oncede  belirtildigi  gibi  tim  AFLP  primer
kombinasyonlarinda EcoRI primerleri floresan olarak isaretlenmis
primerlerdir. Yiriitme isleminin yapildigt LI-COR cihazi bu floresan
isaretlemeyi tanir ve bantlari bu sayede gorebiliriz. Ancak yiirlime
ilerledikge cihazin floresan isaretlemeye duyarliligi azalmaktadir ve bu
nedenle de biiyiik molekiiler agirliktaki bantlar ¢ok belirgin elde

edilememektedir ve kimi zaman da goriilememektedir.
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Sekil 4.44. E43-E45 primerlerinin M67-M68-M69 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.44’de DNA ve DNA bulklarinda E43-E45 primerlerinin
M67-M68-M69 ile kombinasyonunun vermis oldugu sonuglar
goriilmektedir. incelenen primer kombinasyonlarindan E45 M67 ile E45
M68 kombinasyonlart sirasiyla 350 bp ve 50-100 bp standart DNA
degerleri arasinda polimorfik bantlar vermislerdir. Sadece 3. Ornekte
goriilen bantlar diger hat veya bulklarda ya ¢ok ince bantlar halinde ya da
hi¢ goriilememistir. Bu nedenle bu primer kombinasyonlar1 dayanikli

hatlarda ve ebeveynler ile F;’de tekrar incelenmistir.
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Sekil 4.45. E45 M67 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E45 M67 primer kombinasyonunun bulklarda vermis oldugu
polimorfik bant DNA ve DNA bulklarinin olusturuldugu dayanikli
hatlarda incelenmek istenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.45°de
gosterilmistir.  Arastirilan  polimorfik bant sadece 12 No’lu hatta

saptanmis diger hatlarda bant belirlenmemistir.
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Sekil 4.46. E45 M67 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.46’da E45 M67 primer kombinasyonunun 350 bp standardi
yakinlarinda DNA ve DNA bulklarinda vermis oldugu polimorfik bant
daha yakindan gosterilmistir. Sekil 4.47°de ise ayni primer
kombinasyonunun izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F,’inde gdstermis
oldugu bant sablonu goriilmektedir. Arastirilan polimorfik bant Izmir 85,
12 No’lu hat ve F;’de gozlenmis ve bunlar arasinda monomorfik olarak

belirlenmistir.

St i 12 F

Sekil 4.47. E45 M67 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki sonuglari.
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Sekil 4.48. E45 M68 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuclari.

E45 M68 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu 50-100 bp standart DNA biiyiikliiglindeki polimorfik bant
dayanikli  hatlarda  incelenmistir. ~ Sekil 4.48°de E45 M68
kombinasyonunun hatlarda vermis oldugu sonuglar gosterilmistir. Sekil
4.48 incelendiginde; arastirilan polimorfik bant bakimindan hatlar
arasinda bir farklilik goriilmemektedir. Dikkati ¢eken baska polimorfik
bantlar elde edilmistir ancak bunlarin Lrl3’d tasiyan 12 No’lu hatta

bulunmadig1 goriilmektedir.

1 23 45 6 78

Sekil 4.49. E45 M68 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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Sekil 4.49°da E45 M68 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu polimorfik bant daha yakindan goriilmektedir.
Ayni primer kombinasyonu Izmir 85, 12 No’lu hat ve F;’de incelemeye
alimmig ve elde edilen sonuglar Sekil 4.50’de verilmistir. Sekil 4.49°da
elde edilen polimorfik banda Sekil 4.50°de rastlanmamustir. Sekil 4.49°da
da goriildigii gibi polimorfik bantlar (2 adet) E45 M68
kombinasyonunun vermis oldugu ilk bandin hemen iistiindedir. Ancak
ebeveynler ile Fi’de bu bantlar hi¢ goriilmemektedir. Sekil 4.49°a tekrar
bakildiginda; polimorfik bantlarin elde edildigi 3. drnekte bir yiikleme
hatasi veya jelin yapisindan kaynaklanan bir hata oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla polimorfik olarak kabul edilen bantlar aslinda belirtilen

hatalardan olusan bant kaymalar1 ya da yiginlar olarak diistiniilmiistiir.

St 1 12 F

Sekil 4.50. E45 M68 primer kombinasyonunun ebeveynlerde ve F,’deki

sonugclari.
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Sekil 4.51. E43-E45 primerlerinin M74-M75-M78 ile kombinasyonu.
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Sirastyla E43 M74, E45 M74, E43 M75, E45 M75, E43 M78 ve
E45 M78 primer kombinasyonlarinin DNA ve DNA bulklarinda vermis
olduklar1 bant desenleri Sekil 4.51°de goriilmektedir. Bu primer
kombinasyonlarindan E43 M74 kombinasyonu 200 bp, E43 M75
kombinasyonu ise 350 bp standardi yakinlarinda polimorfik birer bant
vermislerdir. Sekil 4.51 incelendiginde polimorfik bantlarin 3. 6rnekte
(12 No’lu hat) bulunduklar1 ve diger hat ve bulklarda bulunmadiklar
acik bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.52. E43 M74 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E43 M74 primer kombinasyonun 200 bp yakinlarinda gostermis
oldugu polimorfik bant dayanikli hatlarda incelenmis ve Sekil 4.52°de
verilmistir. Sekil 4.52’den de goriildiigli gibi polimorfik bant 12 No’lu
hatla birlikte 18 No’lu hatta da saptanmistir. Ancak 12 No’lu hatta bant
daha net bir sekilde goriilmektedir.



133

—

.Imnu

1 23 45 6 738

Sekil 4.53. E43 M74 primer kombinasyonunun bulklarda sonugclari.

E43 M74 AFLP primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda gostermis oldugu polimorfik bant daha yakindan Sekil
4.53°de verilmistir. Aym primer kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu
hat ve bunlarin F;’inde vermis oldugu sonuglar Sekil 4.54°de
goriilmektedir. Sekil 4.54 incelendiginde; s6z konusu polimorfik banda
12 No’lu hat ve F;’in sahip oldugu, izmir 85 cesidinde bandin olmadig
goriilmektedir. Diger bir ifade ile polimorfik bant dayanikli ebeveyn ile

F,’de saptanmustir.

St 1 12 F,

Sekil 4.54. E43 M74 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki

sonuclari.
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Sekil 4.55. E43 M75 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Sekil 4.55°de E43 M75 primer kombinasyonunun hatlarda yapilmis
analiz sonuglar1 verilmistir. 350 bp standart DNA yakinlarinda goriilen
polimorfik bant sadece 12 No’lu hatta saptanmustir. Diger hatlarda bu

bant gozlenmemistir.

1 23 45 6 738

Sekil 4.56. E43 M75 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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E43 M75 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu polimorfik bant Sekil 4.56’da gdsterilmistir. Tiim DNA ve
DNA bulklarinda monomorfik bir bandin hemen altinda saptanan
polimorfik bant 3. 6rnekte goriilmektedir. Ayni primer kombinasyonunun
[zmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F,’inde vermis oldugu bant sablonu
Sekil 4.57°de gosterilmigstir. Sekil 4.56’da acik bir sekilde goriilen
polimorfik bant ebeveynler ile F;’in incelendigi Sekil 4.57’de
monomorfik olarak saptanmistir. Ayrica ebeveynler ile F,’de elde edilen
bantlar daha net ve birbirine daha yakin goriilmektedir. Ancak kullanilan
standart DNA yardimiyla aranan ya da istenen bantlar belirlenebilir.
Tamamen jelin yapisindan ve hazirlanisindan kaynaklanan bu tiir

farkliliklar 6zellikle akrilamid jelde goriilebilmektedir.

St 1 12 F,

Sekil 4.57. E43 M75 primer kombinasyonunun ebeveynlerde ve F;’de

sonuglari.
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Sekil 4.58. E31-E32 primerlerinin M74-M75-M78 ile kombinasyonu.
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E31 M74, E32 M74, E31 M75, E32 M75, E31 M78 ve E32 M78
AFLP primer kombinasyonlart DNA ve DNA bulklarinda incelenmis ve
elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.58’de gosterilmistir. Bu
kombinasyonlardan E32 M74 primer kombinasyonu 255 ile 300 bp

standart DNA arasinda polimorfik bir bant sergilemistir.
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Sekil 4.59. E32 M74 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E32 M74 primer kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu polimorfik bant dayanikli hatlarda incelenmistir. E32 M74
kombinasyonun hatlarda yapilan analiz sonuglar1 Sekil 4.59’da
gosterilmistir. Sekil 4.59 incelendiginde; arastirilan polimorfik bant 12 ve
18 No’lu hatlarda net bir sekilde, 26 No’lu hatta ise silik olarak

saptanmistir.
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Sekil 4.60. E32 M74 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonugclari.

Sekil 4.60°da E32 M74 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu polimorfik bant daha yakindan goriilmektedir.
Sekil 4.61°de ayn1 primer kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu hat ve
Fi’de gostermis oldugu polimorfik bant goriilmektedir. Sekil 4.61°¢
bakildiginda; polimorfik bandin 12 No’lu hatta daha belirgin oldugu,
melezde biraz silik bulundugu ve Izmir 85 duyarli ¢esidinde ise bandin

hi¢ goriilmedigi anlagilmaktadir.
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Sekil 4.61. E32 M74 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki

sonugclari.



139

E47 M66 E49M66 E47M67  E49 M67 E47M69  E49 M69

~ &
PR YT PRSS L e ¥ |
Y e e o
"1 N ~

. B S - 3

~res LR L LS HEE

4 i'.m
L e
£

i S ot & - S

St123456781234567812345678123456781234567812345678St

Sekil 4.62. E47-E49 primerlerinin M66-M67-M69 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.62°de DNA ve DNA bulklarinda E47-E49 primerlerinin
M66-M67-M69 ile kombinasyonu sonuglari verilmistir. Incelenen primer
kombinasyonlarindan E49 M67 ve E47 M69 kombinasyonlar1 3. drnekte
polimorfik bantlar vermislerdir. E49 M67 kombinasyonundan elde edilen
bant 255 bp standart DNA’nin  hemen altinda, E47 M69
kombinasyonundan elde edilen bant 350 bp standardinin yakinlarinda yer

almistir.
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Sekil 4.63. E49 M67 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Sekil 4.63’de polimorfik bir bant elde edilen E49 M67 primer
kombinasyonunun Thatcher yakin izogenik hatlarda vermis oldugu bant
deseni goriilmektedir. Sekil incelendiginde polimorfik bandin biraz silik
olmasi ile birlikte sadece 12 No’lu hatta bulundugu, diger dayanikli

hatlarda olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.64. E49 M67 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonugclari.

DNA ve DNA bulklarinda E49 M67 primer kombinasyonunun
gostermis oldugu polimorfik bant Sekil 4.64’de goriilmektedir. Aym
primer kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarmn F;’inde
vermis oldugu bant sablonu Sekil 4.65’de gosterilmistir. Sekil 4.65°de

s6z konusu bant monomorfik olarak gézlenmistir.

St I 12 F,

Sekil 4.65. E49 M67 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,;’deki

sonuglari.
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Sekil 4.66. E47 M69 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Sekil 4.66’da E47 M69 primer kombinasyonunun 300-350 bp
standartlar1 arasinda dayanikli hatlarda gostermis oldugu polimorfik bant
goriilmektedir. Sekil incelendiginde; 12, 18 ve 26 numarali hatlarin diger
hatlarda bulunan bantlardan daha kalin bir banda sahip olduklar
goriilmektedir. S6z konusu bu kalinlik ayni noktada iki bandin

olmasindan kaynaklanabilir.

1 2 3 45 6 7 8

Sekil 4.67. E47 M69 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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Sekil 4.67°de E47 M69 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu polimorfik bant deseni goriilmektedir.
Polimorfik bant hemen iistiinde bulunan monomorfik bir bantla bir biitiin
olarak goriilmektedir. Ayn1 primer kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu
hat ve bunlarin F,’inde vermis oldugu sonuclar ise Sekil 4.68’de
gosterilmistir. Ancak Sekil 4.68’e¢ bakildiginda; arastirilan polimorfik
bandin ebeveynler ile F;’de monomorfik olarak  ortaya ¢iktig
saptanmigtir. Bu bandin hemen {istinde bulunan, DNA ve DNA
bulklarinda ve ayrica dayanikli hatlarda monomorfik olan bagka bir bant
12 No’lu hat ve F;’de saptanmis Izmir 85°de saptanmanmustir. Ancak bu

bandin Lr13 geni ile ilgisi olmadig1 diistintilmektedir.
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Sekil 4.68. E47 M69 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,;’deki

sonugclari.
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Sekil 4.69. E47-E49 primerlerinin M63-M64-M68 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.69°da E47 M63, E49 M63, E47 M64, E49 M64, E47 M68
ve E49 M68 primer kombinasyonlarin DNA ve DNA bulklarinda vermis
oldugu sonuglar goriilmektedir. Incelenen bu primer
kombinasyonlarindan E47 M64, E47 M68 ve E49 M68 kombinasyonlari
3. ornekte polimorfik bantlar vermislerdir. Standart DNA baz alindiginda
E47 M64 primer kombinasyonu 100 bp ile 364 bp yakinlarinda 2 farkh
polimorfik bant vermistir. E47 M68 kombinasyonu 350-364 bp degerleri
arasinda, E49 M68 primer kombinasyonu ise 255 bp’in altinda birer
polimorfik bant vermistir. Bu bantlar hatlarda ve ebeveynler ile F,’de

tekrar incelenmistir.
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Sekil 4.70. E47 M64 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari (1. bant).

E47 M64 primer kombinasyonunun bulklarda vermis oldugu ve
100 bp’in iistiinde bulunan polimorfik bandi incelemek amaciyla hatlarda
yapilmigs analiz sonucu Sekil 4.70°’de verilmistir.  Sekil 4.70
incelendiginde; polimorfik banda 12, 18 ve 26 No’lu hatlarin sahip
oldugu ve bu bantlarinda hemen {iistiinde bulunan monomorfik bantla ¢ok

yakin olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.71. E47 M64 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda sonuglari (1. bant).

E47 M64 kombinasyonunun 100 bp yakinlarinda 3. 6rnekte vermis
oldugu polimorfik bant Sekil 4.71’de daha yakindan goriilmektedir. Ayn1
primer kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’de
gostermis oldugu sonug¢ Sekil 4.72°de verilmistir. Arastirilan bandin
ebeveynler ile birlikte Fi’de de bulundugu ve monomorfik oldugu

saptanmuistir.

St I 12 F

Sekil 4.72. E47 M64 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonuglar1 (1. bant).
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Sekil 4.73. E47 M64 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari (2. bant).

E47 M64 primer kombinasyonundan elde edilen polimorfik bant
dayanikli hatlarda arastirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.73°de
verilmistir. Incelenen bant 364 bp standardinin hemen altinda bulunan
monomorfik bantla bir biitiin olarak goriilmektedir ve sadece 12 No’lu

hatta belirlenmistir.

1 2 3 45 6 738

Sekil 4.74. E47 M64 primer kombinasyonunun bulklarda sonuglari (2. bant).

Sekil 4.74’de E47 M64 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu sonuglar goriilmektedir. Sekil incelendiginde

polimorfik bant iistteki monomorfik bandin hemen altindadir. Aym
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primer kombinasyonu izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’de
incelenmis ve sonuglar Sekil 4.75’de verilmistir. Sekil 4.75
incelendiginde sadece 12 No’lu hatta saptanan bant sekilde ¢ok net
olarak goriilmemektedir. S6z konusu bant polimorfik bir bant olmasina

ragmen F,’de saptanmamuistir.

St I 12 F,

Sekil 4.75. E47 M64 primer kombinasyonunun ebeveynlerde ve F;’deki

sonugclari (2. bant).
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Sekil 4.76. E47 M68 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Sekil 4.76’da E47 M68 primer kombinasyonunun 350-364 bp
standartlar1 arasinda vermis oldugu polimorfik bant hatlarda

incelenmistir. Sekle bakildiginda; polimorfik bant 12 No’lu hatta net bir
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sekilde bulunmakta ancak 26, 29 ve 33 numarali hatlarda da ayni bant

silik bir sekilde goriilmektedir.

1 2 3 45 6 78
Sekil 4.77. E47 M68 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

E47 M68 primer kombinasyonunun bulklarda vermis oldugu
polimorfik bant Sekil 4.77 daha yakindan goriilmektedir. Ayn1 primer
kombinasyonun izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’inde gdstermis
oldugu bant deseni de Sekil 4.78’de gosterilmistir. Incelenen polimorfik

bant ebeveynler ile F;’de saptanmis ve monomorfik olarak belirlenmistir.

St I 12 F,

Sekil 4.78. E47 M68 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki sonuclari.
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Sekil 4.79. E49 M68 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Bulklarda polimorfik bant veren diger bir primer kombinasyonu
E49 M68’in dayanikli hatlarda gostermis oldugu bant sablonu Sekil
4.79°da verilmistir. 255 bp standardinin altinda gézlenen polimorfik bant
8, 12, 18, 23 ve 26 No’lu hatlarda saptanmustir.

1 2 3 45 6 738

Sekil 4.80. E49 M68 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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Sekil 4.80’de polimorfik bant veren E49 M68 primer
kombinasyonunun DNA ve DNA bulklarinda vermis oldugu bant
sablonu goriilmektedir. Sekil incelendiginde; monomorfik bir bandin
hemen altinda polimorfik bir bant goriilmekte ve bu bant sadece 3.
ornekte bulunmaktadir. S6z konusu polimorfik bant Izmir 85, 12 No’lu
hat ve bunlarin F;’inde incelenmek istenmis ve E49 M68 primer
kombinasyonunun ebeveynler ile F,’de gostermis oldugu bant deseni
Sekil 4.81°de verilmistir. Sekil 4.81 incelendiginde; Izmir 85, 12 No’lu
hat ve bunlarin F;’inde incelenen bandin bulundugu ve dolayisiyla

monomorfik bir bant oldugu saptanmistir.

n
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Sekil 4.81. E49 M68 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonuglari.
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Sekil 4.82. ES5-E56 primerlerinin M71-M74-M75 ile kombinasyonu.
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DNA ve DNA bulklarinda E55-E56 primerlerinin M71-M74-M75
primerleri ile kombinasyonu sonuglar1 Sekil 4.82°de gdsterilmistir. Bu
kombinasyonlardan E56 M71 primer kombinasyonu 364 bp standart

DNA segmentinin iistiinde sadece 3. ornekte bir bant vermistir. Diger

DNA ya da DNA bulklarinda bu bant gdzlenmemistir.

Stl1 2 3456 78 91011121314151617181920212223 242526272829303132333435363738394041 St
Sekil 4.83. E56 M71 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E56 M71 primer kombinasyonu dayanikli hatlarda incelenmis ve
elde edilen sonuglar sekil 4.83°de verilmistir. 12 No’lu hatta net bir
sekilde belirlenen bant diger hatlarda bu netlikte goriilememektedir.
Ancak 18 No’lu hatla birlikte 26 No’lu hatta da ayni bant ¢ok silik bir

sekilde de olsa saptanmustir.
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1 2 3 45 6 738
Sekil 4.84. E56 M71 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.84’de ES6 M71 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu polimorfik bant deseni goriilmektedir. Aym
primer kombinasyonu izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’inde
incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.85°de verilmistir. Sekil 4.85
incelendiginde; arastirilan bant izmir 85, 12 No’lu hat ve F,’in hepsinde
saptanmigtir. Dolayisiyla bu bant ebeveynler ile melez arasinda

monomorfik olarak belirlenmistir.

St 1 12 F

Sekil 4.85. E56 M71 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonuglari.
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Sekil 4.86. E51-E52 primerlerinin M63-M66-M67 ile kombinasyonu.
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Calismada incelenen AFLP primer kombinasyonlarindan E51 M63,
E52 M63, E51 M66, E52 M66, ES1 M67 ve E52 M67 nin DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu sonuglar Sekil 4.86’da goriilmektedir.
Incelenen bu kombinasyonlardan E5S1 M63 primer kombinasyonu 460 bp
standardinin altinda, ES2 M63 kombinasyonu ise 364-400 bp standartlari
arasinda birer polimorfik bant vermislerdir. Bu primer kombinasyonlari
dayanikli hatlarla birlikte [zmir 85, 12 No’lu hat ile bunlarin F;’inde

tekrar incelenmistir.
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Sekil 4.87. E5S1 M63 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E51 M63 primer kombinasyonu Thatcher yakin izogenik hatlarda
da incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.87°de verilmistir. Sekle
bakildiginda; 12 No’lu hatla birlikte 18 ve 26 numarali hatlarda da
incelenen bandin bulundugu goriilmektedir. Diger hatlarda s6z konusu

bant saptanmamustir.



157

1 2 3 45 6 738

Sekil 4.88. E51 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.88°de E51 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu bant deseni goriilmektedir. Ayni primer
kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu hat ile bunlarin F,’inde
incelenmesi sonucu elde edilen bant sablonu Sekil 4.89°da verilmistir.
Sekil incelendiginde; hem ebeveynlerin hem de F;’in arastirilan banda

sahip oldugu gorilmektedir.

St 1 12 F

Sekil 4.89. E51 M63 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki sonuglar1.
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Sekil 4.90. E52 M63 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

364-400 bp standart DNA arasinda polimorfik bant veren diger bir
primer kombinasyonu da E52 M63 kombinasyonudur. Sekil 4.90°da bu
primer kombinasyonunun dayanikli hatlarda gostermis oldugu sonuglar
goriilmektedir. Sekil 4.90 incelendiginde polimorfik banda 12 No’lu
hatla birlikte 18 No’lu hattin da sahip oldugu, ancak polimorfik bandin
hemen altinda bulunan bandin sadece 12 No’lu hatta bulunmadig:

gozlenmektedir. Bu farklilik 12 No’lu hatt1 diger hatlardan ayirmaktadir.

1 2 3 45 6 78
Sekil 4.91. E52 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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Sekil 4.91°de E52 M63 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu bant sablonu goriilmektedir. Sekil 4.91
incelendiginde; 3. 6rnek hari¢ tiim DNA ve DNA bulklar1 kendi iglerinde
monomorfik bir banda sahiptirler. Ancak 3. 6rnek bu banda sahip
olmay1p bu bandin hemen {tstiinde farkli bir band1 vermistir. Bu nedenle
bu primer kombinasyonu dayanikli hatlarda da incelenmis ve benzer
sonug elde edilmistir. Ayn1 primer kombinasyonu Izmir 85, 12 No’lu hat
ve bunlarin F;’inde de incelenmis ve elde dilen sonuglar Sekil 4.92°de
verilmistir. Sekil 4.92 incelendiginde; Izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin
Fy’inde s6z konusu bandin bulundugu dolayisi ile monomorfik bir bant

oldugu goriilmektedir.

St 1 12 F,

Sekil 4.92. E52 M63 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonuglari.
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Sekil 4.93. E51-ES2 primerlerinin M78-M79-M80 ile kombinasyonu.
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DNA ve DNA bulklarinda incelenen E51-E52 primerlerinin M78-
M79-M80 ile kombinasyonu sonuglart Sekil 4.93’de verilmistir.
Incelenen bu primer kombinasyonlaridan E51 M80 kombinasyonu 460

bp standard altinda polimorfik bir bant géstermistir.

Stl1 2 3 45678 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041 St
Sekil 4.94. ES1 M80 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Sekil 4.94’de ES1 M80 primer kombinasyonunun Thatcher yakin
izogenik hatlarinda vermis oldugu sonuglar1 gosterilmistir. Arastirilan
460 bp standardinin altindaki polimorfik bandin 12 No’lu hatla birlikte
incelenen yakin izogenik hatlarin tamaminda bulundugu gozlenmistir.
Dolayisi ile bu bant dayanikli hatlarda monomorfik olarak belirlenmistir.

DNA ve DNA bulklarinda polimorfik bantlar elde edip daha sonra
bu bantlara, bulklarin olusturuldugu hatlarda bakildiginda monomorfik
gozlemek miimkiindiir. Ciinkii 3. 6rnek tek bir hatti (12 No’lu hat)
simgelemektedir. Halbuki 2, 4, 5, 6, 7 ve 8. Ornekler farkli hatlarin
DNA’lariin bulundugu bulklar1 temsil etmektedirler.
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Sekil 4.95. E51 MS80 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.95°de da E51 MS80 primer kombinasyonunun bulklarda
vermis oldugu sonug goriilmektedir. E5S1 M80 primer kombinasyonunun
bulklarda vermis oldugu polimorfik bant Izmir 85, 12 No’lu hat ve
bunlarin F;’inde incelemek i¢in ayni primer kombinasyonu ebeveynler
ile F,’de analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.96’da verilmistir.
Sekil incelendiginde; aranan polimorfik bandin ebeveynler ile F;’de

monomorfik oldugu gozlenmistir.

et

St i 12 F

Sekil 4.96. E51 M80 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki sonuglari.
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Sekil 4.97. E57-ES8 primerlerinin M63-M64-M67 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.97°de ES7 M63, ES8 M63, ES7 M64, ES8 M64, ES7 M67
ve ES58 M67 AFLP primer kombinasyonlarinin DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu sonuglar  goriilmektedir. Incelenen
kombinasyonlardan E58 M67 primer kombinasyonu 500 bp standart
DNA segmentinin listiinde polimorfik bir bant sergilemistir. Burada agik
bir sekilde goriilen bant hatlarda da incelenmek istenmis ve elde edilen
bant sablonundan ayirt edilemeyecek kadar silik gozlenmistir. Bu
nedenle ES8 M67 primer kombinasyonunun hatlarda vermis oldugu bant

deseni burada verilmemistir.

1 2 3 45 6 738

Sekil 4.98. E58 M67 primer kombinasyonunun bulklarda sonuglari.

E58 M67 primer kombinasyonunun bulklarda gdstermis oldugu
sonu¢ Sekil 4.98’de daha yakindan goriilmektedir. Ayn1 primer
kombinasyonu [zmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’inde de incelenmis
ancak bantlar gézlenememistir. Arastirilan bant belirtildigi gibi bulklarda
500 bp standardi yakinlarinda goriilmiistiir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
elektroforez isleminde bantlarin molekiiler agirhig arttikca gozlenme

orani azalmustir.
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Sekil 4.99. E57-ES8 primerlerinin M69-M71-M74 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.99°de DNA ve DNA bulklarinda incelenen E57-E58
primerlerinin M69-M71-M74 ile kombinasyonu sonuglart verilmistir. Bu
primer kombinasyonlarindan E57 M69 ve E57 M74 kombinasyonlar1 3.
ornekte bantlar vererek polimorfik bant sablonlar1 olugturmuslardir. ES7
M69 primer kombinasyonu 255 bp, 300 bp yakinlarinda ve 364-400 bp
arasinda ti¢ farkli polimorfik bant deseni gdstermistir. Diger bir primer

kombinasyonu olan E57 M74 204-255 bp arasinda yine bir polimorfik

bant vermistir.

St 1 2 34567 8 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041 St

Sekil 4.100. E57 M69 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.
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E57 M69 primer kombinasyonunun hatlarda vermis oldugu
sonuclar Sekil 4.100°de gosterilmistir. Sirasiyla 255 bp, 300 bp
yakinlarinda ve 364-400 bp arasinda ii¢ farkli polimorfik goriilmektedir.
255 bp ve 300 bp yakinlarinda saptanan polimorfik bantlar 12 ve 29
No’lu hatlarda belirlenmis diger hatlarda goézlenmemistir. 255 bp
yakininda bulunan polimorfik bandin hemen iistiinde bir baska bant
goriilmekte ve bu bant sadece 12 No’lu hatta bulunmaktadir. 364-400 bp
arasinda ¢ikan diger bant ise 12 No’lu hatla birlikte 18 No’lu hatta da

saptanmustir.

St1 2 345 678

Sekil 4.101. E57 M69 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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Sekil 4.101°de ES7 M69 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda vermis oldugu sonuglar daha yakindan goriilmektedir. Ayni
primer kombinasyonunun Izmir 85, 12 No’lu hat ile bunlarm F;’inde
incelenmesi sonucu elde edilen sonuclar Sekil 4.102°de verilmistir. 255
ve 300 bp yakinlarinda beklenen ilk iki polimorfik bant ebeveynlerle
birlikte F,’de gbzlenememistir. 364-400 bp standartlar1 arasinda beklenen
polimorfik bant ise ebeveynler ve melezde monomorfik olarak

saptanmigtir.
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Sekil 4.102. E57 M69 primer kombinasyonunun ebeveynlerde ve F,’deki

sonugclari.
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Sekil 4.103. E57 M74 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

Diger polimorfik bant veren E57 M74 primer kombinasyonunun
hatlarda incelenmesi sonucu yukaridaki bant deseni elde edilmistir (Sekil
4.103). 204-255 bp standartlar1 arasinda gozlenen polimorfik banda 12
No’lu hatla birlikte 26 No’lu hatta sahip olmustur. Ancak 12 No’lu hattin
polimorfik bandi daha kalin goézlenmistir. Diger hatlarda bu bant

gdzlenmemistir.

1 23 45 6 7 8

Sekil 4.104. E57 M74 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.



170

Sekil 4.104’de E67 M74 primer kombinasyonunun DNA ve DNA
bulklarinda gdstermis oldugu polimorfik bant goriilmektedir. Sekil
incelendiginde ¢ok agik bir sekilde goriilen bandin hemen altinda baska
bir bant gozlenmektedir. Aym bant izmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin
Fy’inde incelenmis ve Sekil 4.105°de gosterilmistir. Sekle bakildiginda
bu bant monomorfik olarak saptanmistir. Clinkii incelenen bant melezle

birlikte ebeveynlerde de belirlenmistir.

_.a
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Sekil 4.105. ES7 M74 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F,’deki

sonugclari.
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Sekil 4.106. E41-E42 primerlerinin M70-M71-M73 ile kombinasyonu.
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Sekil 4.106°da E41 M70, E42 M70, E41 M71, E42 M71, E41 M73
ve E42 M73 primer kombinasyonlarmin DNA ve DNA bulklarinda
vermis oldugu sonuglar goriilmektedir. Incelenen AFLP primer
kombinasyonlarindan E41 M70 kombinasyonu 204-255 bp standart DNA
segmentleri arasinda polimorfik bir bant vermistir. Diger primer

kombinasyonlarinda polimorfik bant elde edilememis, E41 M73 ve E42

M?73 kombinasyonlari neredeyse hi¢ bant vermemistir.

Slt 1 234567 891011121314151617181920 2122232425262728293031 3233 34 35 36373839441 Slt
Sekil 4.107. E41 M70 primer kombinasyonunun hatlardaki sonuglari.

E41 M70 primer kombinasyonunun hatlarda vermis oldugu sonug
Sekil 4.107°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde 12 ve 18 No’lu
hatlarda arastirilan polimorfik bandin bulundugu, diger hatlarda bu

bandin olmadigi goriilmektedir.
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Sekil 4.108. E41 M70 primer kombinasyonunun DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.108’de E41 M70 AFLP primer kombinasyonunun DNA ve
DNA bulklarinda vermis oldugu bant deseni daha yakindan
goriilmektedir. 204-255 bp standart segmentleri arasinda silik bir bant
sadece 3. Ornekte bulunmakta diger DNA veya bulklarda
goriilmemektedir. Belirlenen polimorfik bant Izmir 85, 12 No’lu hat ve
bunlarin F,’inde incelenmis ve E41 M70 primer kombinasyonunun
ebeveynlerle F;’de vermis oldugu bant sablonu Sekil 4.109°da
verilmistir. Sekil 4.109 incelendiginde; jele yilikleme sirasinda olusan
hatadan dolay1 F,’de bant desenleri net bir sekilde goriilememekle
birlikte ayirt edilebilmektedir. Ebeveynler ile F;’e bakildiginda incelenen
bandin bunlarin hepsinde goriildiigii ve monomorfik oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.109. E41 M70 primer kombinasyonunun ebeveynler ve F;’deki
sonugclari.

Onemli &zellikleri kodlayan genlere bagli molekiiler markorlerin
belirlenmesinde kullanilan materyalden birisi de yakin izogenik hatlardir.
Yakin izogenik hatlar sadece ilgilenilen gen ve komsu kromozomal
bolgedeki allel gruplar1 bakimindan farklilik gosterirler. Bu nedenle iki
yakin izogenik hat arasinda fenotipik olarak gozlenen herhangi bir
farkliligin nedeni sadece tek bir homozigot allelik farkliliktan
kaynaklanir. Dolayisiyla bu iki izogenik hat arasinda DNA seviyesinde
saptanan herhangi bir polimorfizmin nedeni, biiylik olasilikla bu
farkliliga sebep olan gen ya da DNA bolgesinin hedef gen ile ¢cok yakin
sekilde linkage durumunda olmasindan kaynaklanmaktadir (Masojc,
2002).

AFLP teknigi ekmeklik bugdaymm da icinde bulundugu bitki
genetiklerinde, genetik farkliligin degerlendirilmesi, yiiksek yogunlukta
genetik haritalarin olugturulmasi gibi ve biiyilik genlerin belirlenmesi i¢in

bir markor kaynagi olarak cesitli uygulamalarda 6nemli bir yere sahiptir
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(Blaszczyk et al., 2005). Kahverengi pas dayaniklilik genlerini tagiyan
Thatcher yakin izogenik hatlarinda aday markorleri belirlemek icin
PUAFLP teknigi etkili bir yontemdir (Blaszczyk et al., 2005).

Bu calismada kahverengi pas dayaniklilik geni Lrl3’e ait DNA
markdrlerini saptamak amaciyla Thatcher yakin izogenik hatlarindan
olusturulan DNA ve DNA bulklarinda, AFLP analizleri ¢er¢evesinde
toplam 246 farkli EcoRI/Msel primer kombinasyonu incelenmistir.
Kullanilan primer kombinasyonlari genellikle genotip basina 70-100 adet
arasinda amplifikasyon {riinii vermistir. DNA ve DNA bulklarinda
incelenen primer kombinasyonlarindan 28 adedi 12 No’lu hatta (3.
ornek) toplam 33 farkli polimorfik bant deseni sergilemistir (Cizelge
4.1). Bu primerlerin vermis olduklar1 polimorfik bant sayist 1 ile 3
arasinda degismistir. Polimorfik bant veren bu primer kombinasyonlari
Thatcher yakin izogenik hatlarinda ayr1 ayr tekrar incelenmistir. Ayrica
[zmir 85 ¢esidinin anne, 12 No’lu hattin baba olarak kullanildig1 melezin
F, generasyonunda ve bu ebeveynlerde ayni primer kombinasyonlari
analiz edilmis ve bant desenleri incelenmistir.

Dayanikli yakin izogenik hatlarda yapilan AFLP analizleri sonucu
kullanilan primer kombinasyonlarinin olduk¢a monomorfik bantlar
sergiledigi goriilmiistiir. DNA ve DNA bulklarinda sadece 12 No’lu hatta
polimorfizm olusturan 28 AFLP primer kombinasyonundan E45 M68 ve
E51 MS80 kombinasyonlar1 incelenen bantlar bakimindan hatlarda
monomorfik sonuglar vermis, 1 primer kombinasyonunda da (E58 M67)
bant gozlenmemistir. Geriye kalan 25 primer kombinasyonundan 6
adedinin (E34 M70, E45 M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve E57
M69) vermis oldugu polimorfik bantlar sadece 12 No’lu hatta gézlenmis



176

Cizelge 4.1. DNA ve DNA bulklarinda polimorfizm olusturan AFLP

primer

kombinasyonlarinin

dayanikli  yakin

ebeveynlerde ve F; generasyonunda elde edilen sonuglari.

izogenik  hatlarda,

Primerler Yakin Izogenik Hatlar [zmir N:)%Iu F,
8 hat

| E32 M53 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + [+ [+
| E31 M56 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + [+ ]+
| E32 M56 | 12 ve 18 No’lu hatlar -+ I+
| E39 M57 | 12 ve 18 No’lu hatlar -+ T+
| E33 M63 | 12 ve 18 No’lu hatlar + [+ ]+
| E32 M63 1. Bant (200-204) | 12 ve 18 No’lu hatlar + ||+ ][ +
| 2. Bant (300-350) | 12 ve 18 No’lu hatlar + [+ ]+
| E32 M69 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar - o+ ]+
| E34 M70 | 12 No’lu hat + [+ ]+
| E34 M71 1. Bant (100) | 12, 18 ve 28 No’lu hatlar + ||+ ][ +
| 2. Bant (300) | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + | o+ |+

| E45 M66 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar Bant gézlenmemistir
| E45 M67 | 12 No’lu hat + [+ ]+
| E45 M68 | Biitiin hatlarda + | o+ |+
| E43 M74 | 12 ve 18 No’lu hatlar -+ I+
| E43 M75 | 12 No’lu hat + [+ [+
| E32 M74 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar -+ I+
| E49 M67 | 12 No’lu hat + [+ [+
| E47 M69 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + [+ ] +
| E47 M64 1. Bant (100) | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + ||+ ][ +
| 2. Bant (364) | 12 No’lu hat -+ -
| E47 M68 | 12,26, 29 ve 33 No’lu hatlar + ||+ ][ +
| E49 M68 | 8,12,18,23 ve26 No’lu hatlar + [+ ]+
| E56 M71 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + [+ [+
| E51 M63 | 12, 18 ve 26 No’lu hatlar + [+ ] +
| E52 M63 | 12 ve 18 No’lu hatlar + ||+ ] +
| E51 M80 | Biitiin hatlarda + [+ ] +
| ES8 M67 | Bant gézlenmemistir Bant gézlenmemistir

| E57 M69 1. Bant (255)*

| 12 ve 29 No’lu hatlar

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Bant gézlenmemistir
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| 2. Bant (300) | 12 ve 29 No’lu hatlar | Bant gozlenmemistir
| 3. Bant (364-400) | 12 ve 18 No’lu hatlar [+ [ + [+
| E57 M74 | 12 ve 26 No’lu hatlar L+ o+ |+
| E41 M70 | 12 ve 18 No’lu hatlar [+ [+ [+

+: Aragtirilan bant gézlenmistir

-: Arastirilan bant gézlenmemistir

* Arastirilan polimorfik bant 12 ve 29 No’lu hatlarda gézlenmis ancak bu bandin hemen
iistiinde sadece 12 No’lu hatta bulunan bagka bir bant elde edilmistir.

diger hatlarda bant gézlenmemistir. E52 M63 primer kombinasyonunun
gostermis oldugu polimorfik bant 12 ve 18 No’lu hatlarda gozlenmis
ancak polimorfik bandin hemen altinda bulunan bir bant sadece 12 No’lu
hatta elde edilmemistir. Bunlarin disindaki diger primer kombinasyonlari
12 No’lu hatla birlikte genellikle 18 ve 26 No’lu hatlar olmak tizere diger
dayanikli hatlarda da ayni bandi gostermistir (Cizelge 4.1). Chelkowski
et al., (2003) Lr28 geni i¢in spesifik STS markdriinii bu geni tastyan
Thatcher yakin izogenik hatti ile birlikte farkli dayaniklilik genleri
tagiyan 21 yakin izogenik hatta da belirlemistir.

Duyarli ebeveyn Izmir 85, dayanikli ebeveyn 12 No’lu hat ve
bunlar arasinda yapilan melezin F; generasyonunda, sadece DNA ve
DNA bulklarinda polimorfik bantlar veren primerler kullanilmis ve
sadece bu bantlar bazinda incelemeler yapilmistir. Yapilan incelemeler
sonucu; 28 adet primer kombinasyonunun vermis oldugu toplam 33
polimorfik banttan 4 adet bant (3 adet primer kombinasyonu: E45 M66,
E58 M67 ve ES7 M69) ebeveynlerde ve F,’de gozlenmemistir. Ayrica
E47 M64 primerinin arastirilan 2. bandi ebeveynlerden sadece 12 No’lu
hatta gozlenmis Izmir 85 ile F,’de bant elde edilmemistir. Geriye kalan
24 primer kombinasyonundan 5 adedi ebeveynler ve F;’de polimorfik

sonuglar vermistir. E32 M56, E39 M57, E32 M69, E43 M74 ve E32 M74



178

olan bu primer kombinasyonlar1 12 No’lu hat ve F;’de bant vermis, ayni
bant Izmir 85 cesidinde saptanmamustir (Cizelge 4.1). Bu primer
kombinasyonlarinin ebeveynler ile F;’de vermis olduklar1 bant desenleri
bir biitlin olarak Sekil 4.110’da verilmistir. Polimorfik olarak belirlenen
bantlar oklarla gosterilmistir. Diger 19 primer kombinasyonu ebeveynler
ve F{’de monomorfik bantlar vermistir.

Ebeveynler ve F;’de kullanilan primer kombinasyonlar1 Sekil
4.110’da da goriildiigii gibi birden fazla polimorfik bant sablonu
sergilemislerdir. Primer kombinasyonu basina polimorfik bant sayis1 6’ya
kadar ¢ikmustir. Seyfarth et al., (2000a) Lr13 dayaniklilik genine ait yeni
markorleri belirmek i¢in kullandiklar1 226 adet Sse8387/Msel AFLP
primer kombinasyonundan 65’ini ebeveyn olarak kullandiklart ThLr13,
Frisal arasinda ve bulklarda polimorfik bantlar verdigini, polimorfik bant
sayisinin her primerde 3 ile 6 arasinda degistigini belirtmislerdir.
Polimorfizm orani yiiksek olmasina ragmen ayn1 polimorfik fragmentler
F, populasyonunda incelendiginde Lrl3’e ait AFLP markorii tespit
edememislerdir.

Ancak bu calismada DNA diizeyindeki farkliliklar oOncelikle
dayanikli yakin izogenik hatlar arasinda incelenmis ve bunlar arasinda
elde edilen polimorfik bantlar daha sonra ebeveynler ve F;’de
degerlendirilmistir. Bu nedenle ebeveynler arasinda polimorfik olan diger
bantlar yakin izogenik hatlar arasinda monomorfik bantlardir ve Lrl3 ile
bir iligkisi olmayip sadece ebeveynler arasinda diger 0Ozellikler

bakimindan farkliligin nedenidirler.
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E32M56 E32M69 E32M74 E39 M57 E43 M74
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1: Izmir 85, 12: 12 No’lu hat, F,: Izmir 85 x 12 No’lu hat

Sekil 4.110. E32M56, E32M69, E32M74 ve E39 MS57 ve E43 M74
primer kombinasyonlarinin ebeveynler ile F,’deki sonuglari.
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Ebeveynler ve F;’de polimorfik bant deseni sergileyen 5 adet
primer kombinasyonu, dayanikli hatlardaki incelemeler sonucu sadece 12
No’lu hatta polimorfik bantlar veren primer kombinasyonlar1 ile
karsilastirildiginda; ebeveynler ve F;’de polimorfik bantlar veren 5 adet
primer (E32 M56, E39 M57, E32 M69, E43 M74 ve E32 M74) Thatcher
yakin izogenik hatlarinda 12 No’lu hatla birlikte bagka hatlarda da bant
vermistir. E32 M56, E39 M57 ve E43 M74 kombinasyonlar1 12 ve 18
No’lu hatlarda ayni bant desenini sergilemistir. E32 M69 ve E32 M74
kombinasyonlar1 ise 12, 18 ve 26 No’lu hatlarda ortak bant sablonu
gostermistir.

Diger taraftan dayanikli hatlarda yapilan analizler sonucu sadece 12
No’lu hatta bant veren E34 M70, E45 M67, E43 M75, E49 M67, E47
M64 ve E57 M69 primer kombinasyonlari ebeveynler ve F,’de
incelendiginde; E34 M70, E45 M67, E43 M75 ve E49 M67
kombinasyonlar1 ebeveynler ve F;’de monomorfik bant sablonlar
gostermistir. Sadece E47 M64 kombinasyonunun 364 bp yakinlarinda
vermis oldugu bant bakimindan ebeveynler farklilik gostermistir. 12
No’lu hatta saptanan bu bant Izmir 85 ve F;’de gézlenmemistir. E57 M69
kombinasyonunun  incelenen  bantlar1  ebeveynler ile F,’de
gbzlenememistir.

Elde edilen sonucglardan sadece 41 adet Thatcher yakin izogenik
hattinda yapilan incelemeler dikkate alindiginda, E34 M70, E45 M67,
E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve E57 M69 primer kombinasyonun
izerinde durulmasi ve daha sonraki ¢alismalarda yer verilmesi yararl
olacaktir. Ciinkii bu kombinasyonlar farkli kahverengi pas dayaniklilik

genleri tasiyan yakin izogenik hatlar arasinda sadece, Lrl3 geninin
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bulundugu 12 No’lu hatta bant vererek polimorfizm olusturmuslardir.

Ebeveynler ve F; generasyonunda yapilan AFLP analizleri dikkate
alindiginda 12 No’lu hatta ve F,’de bant veren, duyarli ebeveyn izmir 85
¢esidinde ayni bandin gozlenmedigi E32 M56, E39 M57, E32 M69, E43
M74 ve E32 M74 kombinasyonlar1 goze c¢arpmaktadir. Ancak bu
primerlerin incelenen bantlar1 12 No’lu hatla birlikte baska dayanikli
hatlarda da saptanmistir. Bu nedenle Lrl3 genine aday markdrler
verebilecekleri diigiiniilmemelidir.

Izmir 85 kahverengi pasa duyarh bir gesittir. Ancak bu gesidin
hangi dayanmiklilik genlerini tagimadigi bilinmemektedir ve izmir 85
cesidi ile Lrl3 geni arasinda yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle izmir 85 cesidinde Lrl3 geninin bulunma olasiligi dikkate
alinmalidir. Clinkii kahverengi pas dayaniklilik genleri arasinda Lrl3
biiylik olasilikla diinya ¢apinda en ¢ok dagilan gendir (MclIntosh et al.,
1995; Seyfarth, 2000b). Ornegin CIMMYT bugday varyetelerinin biiyiik
bir kismi Lrl3 genini tagimaktadirlar (Rajaram et al., 1988; Seyfarth,
2000D).

Bugdayin yabani akrabalarindan ve c¢avdardan aktarilan Lr
dayaniklilik genlerini tasiyan kromozom bolgelerini belirlemek igin
PUAFLP tekniginin bugdayda kullamsh oldugunu belirten Blaszczyk et
al. (2005), Lr1, Lr9, Lr10, Lr13, Lr19, Lr21, Lr28 ve Lr35 genlerine ait
AFLP markorlerinin saptanmasinda basarisiz olmuslar ve bunun nedenini
az sayida lokusun taranmasina (sadece 33 primer kombinasyonu
kullanmiglar), Lr genlerini verici tiirlerin ¢ok benzerlik gostermesine
veya aktarilan kromozom segmentinin kiiclik boyutta olmasina

baglamiglardir.
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4.2. SSR Analizlerine Ait Bulgular

Calismada SSR primerleri olarak Wms 120, Wms 319, Wms 388,
Wms 630, Wmc 104, Wmc 167 ve Wmc 177 kullanilmistir. Bunlardan
Wmc 104, Wmc 167 ve Wmce 177 primerleri sadece dayanikli hatlarda
incelenmis ebeveynler ile melezde incelenmemistir. O nedenle bu
primerlerin bant desenleri burada verilmemistir. Wms 120, Wms 319,
Wms 388, Wms 630 primerleri ise Izmir 85, 12 No’lu hat, bunlarin
F’inde, dayanikli hatlardan olusturulan DNA ve DNA bulklarinda ve de
dayanikli hatlarda ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Bu primerlerin vermis
oldugu bant desenleri Sekil 4.111, Sekil 4.112, Sekil 4.113, Sekil 4.114,
Sekil 4.115, Sekil 4.116, Sekil 4.117 ve 4.118’de verilmistir.

' '
Sti12F 123456 7 8 St

Sekil 4.111. Wms 120 primerinin ebeveynler, F; ve DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.
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Sekil 4.111°de Wms 120 SSR primerinin sirasiyla Izmir 85, 12
No’lu hat, bunlarin F;’i, DNA ve DNA bulklarinda gostermis oldugu
bant deseni verilmistir. Wms 120 primerinin vermis oldugu bantlar 145-
175 bp arasinda saptanmustir. Sekil incelendiginde duyarli ¢esit izmir 85
ile F;’in ayn1 bant desenine sahip olduklari, dayanikli 12 No’lu hattin ise
farkl1 bir banda sahip oldugu goriilmektedir. Ancak 12 No’lu hattin bant
deseni dayanikli hatlardan olusturulan DNA ve bulklarla ayni

gbzlenmistir. Sadece 4. siradaki bulk farkli bir bant vermistir.

!
i
1

St12 34 5 6 7 8 910111213 14 15 161718 19 20 21 22 23242526 27 28293031 32 33 34 35 36 3738 39 40 41 St

Sekil 4.112. Wms 120 primerinin dayanikli hatlarda sonuglari.

Wms 120 primerinin Thatcher yakin izogenik hatlarda gostermis
oldugu sonuglar Sekil 4.112°de verilmistir. 18 ve 33 No’lu hatlarin
disindaki tiim hatlarda ayni bant sablonu gozlenmistir. 18 ve 33 No’lu
hatlarin bantlariin molekiiler agirliklar1 diger hatlarin bantlarindan daha
bliyiik gozlenmistir. Ayrica 18 No’lu hat diger hatlarin bant verdigi
noktada da bant vermistir. 12 No’lu hatta bakildiginda diger dayanikli

hatlardan farkli bir bant deseni sergilememistir.
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Sti12F 12345678

Sekil 4.113. Wms 319 primerinin ebeveynler, F; ve DNA ve DNA

bulklarinda sonuglari.

Sekil 4.113°de Wms 319 primerinin sirastyla Izmir 85, 12 No’lu
hat, bunlarin F;’i, ve¢ DNA ve DNA bulklarinda vermis oldugu bant
deseni goriilmektedir. Sekil 4.113 incelendiginde; Wms 319 primeri 175-
230 bp standartlar1 arasinda 2 bant vermistir. Ayrica genel olarak
ebeveynler, F; ve bulklarda ayni bant sablonlar1 elde edilmis sadece 4.
siradaki bulkta farkli bir bant gozlenmistir. Ebeveynler ile F;’in vermis
oldugu ilk bant digerlerinden daha yukarida yani molekiiler agirlig1 daha
biliyiik goriilmektedir. Bu nedenle bu primer dayanikli hatlarda da

incelenmistir.
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Sekil 4.114. Wms 319 primerinin dayanikli hatlarda sonuglari.

Wms 319 primerinin dayanikli hatlarda vermis oldugu bant deseni
Sekil 4.114°da gosterilmistir. Wms 319 primeri ebeveynler, F; ve
bulklarda oldugu gibi 2 farkli bant vermistir. Incelenen hatlardan genel
olarak sadece 33 numarali hat farkli bir bant deseni sergilemistir. Ayrica
18 ve 26 numarali hatlarda da farkliliklar gézlenmektedir. 12 No’lu hatta
baktigimizda bu sekilde de farkli bir bant vermemis diger hatlarla ortak

bant sergilemistir.

e

St 1 12F, 123 456 738
Sekil 4.115. Wms 388 primerinin ebeveynler, F; ve DNA ve DNA

bulklarinda sonugclari.
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Wms 388 primerinin duyarli ebeveyn Izmir 85, dayanmikli ebeveyn
12 No’lu hat, bunlarin F;’inde ve dayanikli yakin izogenik hatlardan
olusturulan DNA ve DNA bulklarinda vermis oldugu sonuglar Sekil
4.115°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde; Wms 388 primerinin 2 adet
bant verdigi, Izmir 85 ile 12 No’lu hattin bant desenlerinin farkli oldugu
goriilmektedir. F1’in bant deseninin duyarli ebeveyn Izmir 85’e daha cok
benzedigi sekilden anlagilmaktadir. Ayrica 12 No’lu hat ile DNA ve
DNA bulklarinin vermis oldugu bant desenleri arasinda bir farklilik

gozlenmemistir.

< 4 -
Stl1 234 5 67 8 910 111213 14 1516 17 18 1920 2122 232425 2627 282930313233 34 35 3637 38394041 St

Sekil 4.116. Wms 388 primerinin dayanikli hatlarda sonugclari.

Sekil 4.116°da Wms 388 primerinin Thatcher yakin izoegenik
hatlarinda vermis oldugu sonuglar1 goriilmektedir. Wms 388 primeri
dayanikli hatlarda da 2 adet bant vermis ve bu bantlar 145-200 bp
standart DNA segmentleri arasinda gozlenmistir. DNA ve DNA
bulklarinda da gozlendigi gibi dayanikli hatlarin bant desenleri de
birbirleriyle ayni elde edilmistir. 12 No’lu hattin bant deseni diger

hatlarin bantlariyla ayni gdzlenmistir.
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Sti12 F, 1 2 3456 78

Sekil 4.117. Wms 630 primerinin ebeveynler, F; ve DNA ve DNA

bulklarinda sonugclari.

Sekil 4.117°de Wms 630 SSR primerinin sirasiyla ebeveynler,
bunlarin F;’i, DNA ve DNA bulklarinda gdstermis oldugu bant sablonu
goriilmektedir. Wms 630 primerinde elde edilen bant 120-145 bp
standartlar1 arasinda gozlenmistir. Sekil 4.117 incelendiginde; duyarl
ebeveyn [zmir 85, 12 No’lu hat ve bunlarin F;’inde bant desenlerinin
benzer oldugu, diger bulklarda ise farkli bantlar elde edildigi
goriilmektedir. Wms 630 primeri ebeveynler ile F;’de 2 adet bant vermis

bulklarda ise tek bant vermistir.
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Stl 2 34 5 67 8 910111213 14151617 18 1920 2122 2324 25 26 27 2829 30313233 34 35 3637 38394041 St

Sekil 4.118. Wms 630 primerinin dayanikli hatlarda sonuglari.

Wms 630 primerinin Thatcher yakin izogenik hatlarinda gostermis
oldugu bant sablonu Sekil 4.118’de verilmistir. Sekil incelendiginde; 12
No’lu hatla birlikte 18 ve 26 numarali hatlar da diger dayanikli hatlardan
farkli bant desenleri sergilemistir. 12, 18 ve 26 numarali hatlarin diger
hatlarla ortak birinci bantlarina bakildiginda; 18 ve 26 No’lu hatlarin
birinci bantlar1 diger hatlarla ayn1 goriilmektedir. 12 No’lu hattin diger
tiim hatlardan tek fark: ise diger hatlarla ortak olan birinci banttaki bir
DNA segmentinin olmamasidir.

Daha 6nce de belirtildigi gibi Wms 120, Wms 319, Wms 388, Wms
630 primerleri Seyfarth et al., (2000a)’un calismasindan yararlanilarak
kullanilmigtir. Arastiricilar dayanikli ebeveyn ThLr13, duyarli ebeveyn
Frisal ve bunlarin F, populasyonunda yapmis olduklar1 mikrosatelit
analizlerinde 5 SSR primerini ebeveynler arasinda polimorfik bulmuslar,
Wms 120, Wms 319, Wms 388, Wms 630 primerlerini Lrl3 geni ile
linkage durumunda oldugunu saptamiglardir. Wms 630’un Lrl3’ec en
yakin lokalize olan primer oldugunu ve Lrl3’den 10.7 cM uzaklikta

bulundugunu belirlemislerdir.
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Bu c¢alismada ebeveynlerle birlikte F,’de ve Thatcher yakin
izogenik hatlarinda da incelenen bu SSR primerlerine baktigimiz zaman;
Wms 120 primeri ebeveynler arasinda polimorfik bant deseni sergilemis,
Fy’in bant sablonu duyarli ebeveyn Izmir 85 ile ayn1 gdzlenmis (Sekil
4.111) ve yakin izogenik hatlarla 12 No’lu hat ayn1 bant desenine sahip
olmustur (Sekil 4.112). Dolayisiyla ebeveynler arasinda polimorfik bant
deseni verse de, dayanikli yakin izogenik hatlar arasinda monomorfik
bantlar verdigi icin Wms 120 primerinin incelenen bu materyalde Lr13
geni ile bir iligkisi olmadig1 saptanmustir.

Wms 319 primeri ebeveynler arasinda monomorfik bant vermis,
Fy’in bant deseni de ebeveynler ile ayn1 gézlenmis (Sekil 4.113) ve 12
No’lu hat diger yakin izogenik hatlarla ayni bant sablonuna sahip
olmustur (Sekil 4.114).

Incelenen diger bir primer Wms 388 ebeveynler arasinda
polimorfik bant vermis ve F,’in bant deseni Izmir 85’le ayni sonucu
gostermistir (Sekil 4.115). Ancak yakin izogenik hatlar arasinda yapilan
incelemeler sonucu 12 No’lu hattin diger tiim hatlarla ayn1 band1 verdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.116).

Wms 630 primer ¢ifti ebeveynler arasinda monomorfik bant vermis
ve F; generasyonu da ebeveynlerle ayni bant sablonunu gostermistir
(Sekil 4.117). Ancak Wms 630 primeri Thatcher yakin izogenik
hatlarinda incelendiginde; 12 No’lu hattin diger hatlardan farkli bir bant
deseni verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.118). 12 No’lu hattin bantlar1 18 ve
26 No’lu hatlarin bant desenine benzese de elde edilen SSR

segmentlerinden bir tanesi 12 No’lu hatt1 bu iki hattan ayirt etmistir.
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Seyfarth et al., (2000a) kullandig1 14 mikrosatelit primerinden 5’ini
ThLrl3 x Frisal melezinin F, populasyonunda polimorfik bulmus ve
bunlardan 4’iinii Lrl3 geni ile linkage durumunda oldugunu saptamistir.
Ayni arastiricilar ayni ¢aligmalarinda ThLrl3 x Thatcher melezini ve F,
populasyonunu kullandiklarinda, ayn1 SSR primerlerinin farkli sonuglar
verdigini gozlemlemislerdir. 14 mikrosatelit primerinden sadece 1’ini
ebeveynler arasinda polimorfik bulmuslar ve sadece bu primerin Lr13 ile
linkage durumunda oldugunu belirlemiglerdir. Bu primer de Wms 630
primeridir.

Ikinci  populasyonda elde ettikleri bu farkliigin melezlenen
ebeveynlerin yakin akraba olmalarindan kaynaklandigini, ¢ilinkii bunlarin
yakin izogenik hatlar oldugunu ve genomlarmin %99°’nun  ortak
oldugunu vurgulamislardir (Seyfarth et al., 2000a).

Xgwm 630 markoriinii kullanarak 8 cesitte Lr13 genini kontrol eden
Greganova et al., (2003) elde ettikleri sonuglar1 fide doneminde yaptiklari
inokiilasyon sonuclari ile karsilastirmiglar ve Lrl3 markoriini
saptadiklar1 bir cesitte hastaligin da ortaya c¢iktigini belirtmislerdir. Bu
farklilig1 2 nedene baglamislardir; ergin donem dayanikliligi saglayan bir
geni fide doneminde yapilan inokiilasyonla belirlemenin zor oldugunu,
Lrl3 geni ile kullanilan markdr arasinda 10.7 ¢cM uzaklik bulundugunu
ve bu mesafenin ileriki ¢alismalarda markorler yardimiyla seleksiyonda
optimal olmadigint vurgulamiglardir. Mohan et al. (1997)’a gore bir
markdriin - markdrler yardimiyla seleksiyonda basarili bir sekilde
kullanilabilmesi ic¢in; ya gen ile o genin markorii birlikte acgilma
gostermeli ya da aralarindaki uzaklik 1 cM’dan az olmalidir. Ancak

Xgwm 630 markorii gen bankasindaki bugday genetik kaynaklarinin
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incelenmesi i¢in kullanilabilir (Greganova et al., 2003).

Yapilan SSR analizleri sonucu farkli kahverengi pas dayaniklilik
genleri tagiyan Thatcher yakin izogenik hatlar1 arasinda 12 No’lu hattin
farklilik gosterdigi tek primer Wms 630 primeridir. Wms 630 primeri
ekmeklik bugdayin 2B kromozomunun kisa kolunda lokalize olmustur
(Roder et al., 1998b). Kullanilan ebeveynler arasinda bu primer ayni bant
desenini vermistir. Duyarli ebeveyn olarak kullanilan Izmir 85 ¢esidinin
Lr13’{i tasima olasihig yiiksektir. Ciinkii izmir 85 cesidi Lr13’ii tasiyan
diger ebeveyn 12 No’lu hatla ayn1 banda sahip olmustur. Kahverengi pas
dayaniklilik genleri arasinda Lrl3 en yaygin bulunan gendir (McIntosh et
al., 1995; Seyfarth, 2000b).

Bu calismada Izmir 85 x Tc*6 /Frontana (12 No’lu hat) melezi
kullanilarak bunlarin F; generasyonunda ve Thatcher yakin izogenik
hatlarinda ergin dénem dayaniklilik geni olarak bilinen Lrl3’e ait AFLP
ve SSR markdrleri aragtirilmistir. Tiirkiye ve Almanya’da yapilan
kahverengi pas inokiilasyon c¢alismalarindan olumlu  sonuglar
alinamamistir. Almanya’da Lrl3 genine aviriilent irkla calisilmasina
ragmen bitkiler yeterli dayaniklilik gostermemistir. Nitekim Winzeler et
al., (2000) Avrupa’da kahverengi pas dayanikliligi i¢in yalmiz Lrl3
geninin yeterli olmadigini ancak Lrl3’tin diger dayaniklilik genleri ile
kombinasyonunun c¢ogu pas patotipine dayaniklilhik sagladiginm
belirtmistir. Ayn1 sekilde Avustralya ve Ingiliz bugday cesitlerinde
yapilan bir aragtirmada Lrl ile Lrl3 geninin kombinasyonunun bir ¢esitte
fide donemi dayanikliligini sagladigi, farkli dort bugday cesidinde ise ya
Lr13 geninin ya da Lrl13 ile linkage durumunda olan veya allelik olan bir

baska genin fide donemi dayanikliligini olusturdugu belirlenmistir (Singh
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et al., 2001). Liatukas (2003) Lrl3 geninin diger genlerle
kombinasyonunun bugdayda ¢ogu patotipe karsi dayaniklilik gosterdigini
belirtmistir. Blaszczyk et al. (2004b) farkli dayaniklilik genleri tasiyan
Avrupa bugday cesitlerinde fide donemi dayanikliligini incelemisler ve
Lrl3 geninin yalniz bulundugu bir ¢esidin kullandiklar1 biitiin izolatlara
kars1 duyarli oldugunu saptamislardir.

Yaygin olarak kiiltiirii yapilan ¢esitlerde bulunan Lr3, 10, 13, 26 ve
Lr34 dayaniklilik genleri Lr26 hari¢ T. aestivum’dan alinmistir. Ancak
kiiltiirii yapilan g¢esitlerde ¢ok sik bulunmayan genlerin kaynagi bugdayin
yabani akrabalaridir. Uzun bir adaptasyon siiresinden dolay1 bu genler
tam bir dayaniklilik gosterirler (Liatukas, 2003).

Ergin donem dayaniklilik genleri Lrl12, Lrl3, Lr22a, Lr34, Lr35,
Lr37’nin etkinligi fide doneminde yiiksek degildir bunun nedeni bu
genlerin ekspresyonunun aslinda ya da sadece ergin bitki déneminde
ortaya c¢ikmasindandir. Ornegin Lrl3 geni dnemsiz veya ¢ok onemli
olmayan bir gendir ¢iinkii, ancak diger genlerle kombine oldugu zaman
bir¢ok patojene karsi dayaniklilik saglayabilir (Liatukas, 2003).

Bu c¢alismanin asil materyalini Thatcher yakin izogenik hatlari
olusturmustur. Her biri farkli kahverengi pas dayaniklilik geni tasiyan bu
hatlarda yapilan DNA analizleri, Thatcher yakin izogenik hatlarinda
monomorfizm seviyesinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir. Bu nedenle
bu hatlar igerisinde, Lr13 genini tasiyan 12 No’lu hatta spesifik bantlarin
elde edilmesi, bu bantlarin Lr13 markorii olma olasiligini arttirmaktadir.
Seyfarth et al. (2000b), yakin izogenik hatlarin diisiik seviyede

polimorfizm gostermelerine ragmen arzu edilen Ozelliklere bagh
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molekiiler markdrlerin saptanmasinda kullanilan en iyi materyalden birisi
oldugunu vurgulamstir.

AFLP analizlerinde toplam 246 primer kombinasyonu kullanilmus,
bunlardan 6 adedi (E34 M70, E45 M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64
ve E57 M69) yakin izogenik hatlar arasindan sadece 12 No’lu hatta bant
vererek polimorfizm olusturmustur. Yapilan SSR analizlerinde toplam 7
adet mikrosatelit primeri kullanilmis, bunlardan 1 tanesi (Wms 630) yine
sadece 12 No’lu hatta farkli bir bant deseni sergilemistir. Bugiine kadar
Lr13 genine ait AFLP markorii tespit edilememistir. Bundan sonraki
Lr13 geni ile ilgili calismalarda polimorfizm olusturan bu 6 AFLP
primeri iizerinde durulmasi ve Lrl3 geni ile tam olarak iligkilerinin

ortaya konmasi yararl olacaktir.



194

5. SONUC VE ONERILER

Diinya niifusu hizla artmaktadir. Degisen cevre sartlar1 artan
niifusun besin ihtiyacinin karsilanmasini daha da énemli kilmaktadir. Bu
nedenle bitkisel liretimde yeni ¢esit gelistirmenin ve mevcut ¢esitlerden
en listiin olanini1 se¢gmenin 6nemi daha da artmustir.

Bugday diinyada en ¢ok yetistirilen ve tiiketilen gida tirlintidiir.
Adaptasyon sinirlarinin genis olmasi, tanesinin uygun beslenme degeri,
tasima, saklama ve islenmesindeki kolayliklar bugday1 bir¢ok iilkenin
temel besin maddesi haline doniistiirmiistiir. Bu sebeple bugday gerek
diinya aglik probleminin ¢o6ziimiinde gerekse artan niifusun besin
gereksiniminin karsilanmasinda ilk siralarda yer almaktadir.

Dayaniklilik  1slah1  igerisinde  0Ozellikle hastaliklara  karsi
dayaniklilik biiylik 6nem tasimakta ve diinyada iiretimin arttirilmasinda
ve kalitenin ylikseltilmesinde biiylik rol oynamaktadir. Bugdayda verim
kayiplarina neden olan fungal hastaliklardan birisi de kahverengi pas
hastaligidir. Yaprak pasi olarak da bilinen kahverengi pas genellikle ¢ok
biiylik verim kayiplarina neden olmamakla birlikte diinya geneline
bakildiginda kara ve sar1 pastan daha biiylik zararlar olusturdugu
goriilmektedir (Samborski, 1985; Seyfarth, 2000b). Ciinkii hastalik her
yil az veya ¢ok goriilmekte ve uzun yillarin toplami olarak biiyiik iiriin
kayiplarina neden olmaktadir (Onogur, 1993; Arslan vd. 2002).

Lrl3 bugdayda ergin donem dayamiklilik geni olarak rol
oynamaktadir. Bugdayin 2B kromozomunun kisa kolunda lokalize
olmustur ve T. aestivum’dan gelmektedir. Ergin donemdeki Dbitki

kahverengi pas saldirilarina ¢ok maruz kalir, bu da c¢icek sayisinda
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azalmalara ve verim kayiplarina neden olur. Fungus i¢in biiyiime ve
gelisme sartlarinin optimum olmasindan dolay1 ergin bitki déneminde
inokiilasyon yogunlugu cok yiiksektir. Ergin dénem dayaniklilik geni
Lrl3, diinyada ¢ok genis alanlara yayilmis kahverengi pas dayaniklilik
genlerinden birisi olarak diisiiniilmektedir. Diger dayaniklilik genleri ile
kombinasyonu dayaniklilig1 arttirmaktadir (Seyfarth, 2000b).

Kahverengi pasin neden oldugu kayiplari minimize etmek igin
dayanikli ¢esitlerin kullanim1 hem en ekonomik ve hem de ¢evreye zarar
vermeyen bir yoldur (Seyfarth, 2000b). Kimyasal kullanimi pahali bir
yoldur ancak genetik bir materyalin korunmasi amaciyla uygulanabilir.
Bu nedenle dayanikli 1slah c¢esitlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem
tagimaktadir.

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler dayaniklilig
belirleyen gen ya da genleri saptayarak klasik bitki 1slahina biiyiik
kolayliklar saglamigtir. Bu gelismelerin 15181 altinda CIMMY T’den temin
edilmis kahverengi pasa dayanikli Thatcher yakin izogenik hatlari,
duyarl cesit Izmir 85 ve Lr13 genini tasiyan 12 No’lu hat ile bunlarmn
arasinda yapilan melezin F; generasyonu Lr1l3 genine ait molekiiler
markdrii saptamak amaciyla DNA analizleri yapilarak incelenmistir.
Belirtilen tiim bu materyalde AFLP ve SSR markdr teknikleri kullanilmig
Lr13’ne aday markorler saptanmistir.

Thatcher yakin izogenik hatlarindan olusturulan DNA ve DNA
bulklarinda yapilan AFLP analizlerinde toplam 246 EcoRI/Msel primer
kombinasyonu kullanilmigtir. Bunlardan 28 adedi 12 No’lu hatta (Lr13)

toplam 33 farkli polimorfik bant deseni sergileyerek polimorfizm
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olusturmustur. Primer kombinasyonu basina polimorfik bant sayis1 1 ile 3
arasinda degismistir.

DNA ve DNA bulklarinin olusturuldugu ve aralarinda 12 No’lu
hattin da bulundugu 41 adet Thatcher yakin izogenik hattinda
polimorfizm olusturan bu 28 primer kombinasyonu incelenmistir. Elde
edilen sonuclardan E45 M68 ve E51 MS80 primer kombinasyonlari
incelenen bant bakimindan hatlarin tamaminda bant vermis ve
monomorfik olarak saptanmistir. ES8 M67 kombinasyonun vermis
oldugu bant yakin izogenik hatlarda gozlenmemistir. E34 M70, E45
M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve E57 M69 kombinasyonlari
incelenen hatlardan sadece 12 No’lu hatta bant vermis diger hatlarda bant
gozlenmemistir. Bunlarin disinda kalan 19 primer kombinasyonunun
vermis oldugu bantlar 12 No’lu hatla birlikte 6zellikle 18 ve 26 No’lu
hatlarda ve diger hatlarda da belirlenmistir.

DNA ve DNA bulklarinda sadece 12 No’lu hatta bant vererek
polimorfizm olusturan 28 primer kombinasyonu, duyarli ¢esit izmir 85’in
anne, 12 No’lu hattin baba ebeveyn olarak kullanildigi melezin F;
generasyonunda ebeveynlerle birlikte analiz edilmistir. 3 primer
kombinasyonunun (E45 M66, E5S8 M67 ve E5S7 M69) arastirilan bantlart
ebeveynlerde ve F;’de gozlenememistir. E47 M64  primer
kombinasyonunun arastirilan 2. bandi sadece 12 No’lu hatta elde edilmis,
Izmir 85 ile F;’de bant gézlenmemistir. Incelenen E32 M56, E39 M57,
E32 M69, E43 M74, E32 M74 kombinasyonlarinin bantlar1 12 No’lu hat
ve Fi’de gdzlenmis izmir 85 cesidinde saptanmamustir. Geriye kalan 19
primer kombinasyonunun bantlari ebeveynler ve F;’de monomorfik

bantlar olarak elde edilmistir.
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Thatcher yakin izogenik hatlarinda sadece 12 No’lu hatta bant
veren primer kombinasyonlar1 ile ebeveynler ve F;’de istenen bant
desenini sergileyen primer kombinasyonlar1 karsilagtirildiginda bunlarin
farkli kombinasyonlar olduklar1 goriilmistiir.

Calismanin SSR analizleri kisminda toplam 7 mikrosatelit primeri
kullanilmigtir. DNA ve DNA bulklarinda yapilan analizler sonucu
bunlardan Wms 319 ve Wms 630 primer ¢ifti 12 No’lu hatta polimorfik
bant vermistir. Ayni primerler Thatcher yakin izogenik hatlarinda
incelendiginde; Wms 319’un hatlarda monomorfik bant verdigi, Wms
630 primerinin 12 No’lu hatla birlikte 18 ve 26 No’lu hatlarda farkli bant
deseni sergiledigi saptanmistir. Ancak 18 ve 26 No’lu hatlarda elde
edilen bant segmentlerinden bir tanesi 12 No’lu hatta gozlenmemistir.
Wms 319 ve Wms 630 primerleri ebeveynler ve F;’de monomorfik bant
sablonu sergilemistir.

Incelenen diger mikrosatelit primerlerinden Wms 120 ve Wms
388’in vermis oldugu bantlar ebeveynlerde farklilik gostermis, F;’in bant
deseni Izmir 85 cesidiyle ayni elde edilmistir. Ancak bu primerler
kullanilarak DNA ve DNA bulklar1 ile birlikte yakin izogenik hatlarda
monomorfik bant deseni elde edilmistir.

Yapilan AFLP ve SSR analizleri dikkate alindiginda; sadece 12
No’lu hatta spesifik bantlar veren 6 adet AFLP primer kombinasyonu
(E34 M70, E45 M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve E57 M69) ile
mikrosatelit primeri Wms 630 iizerinde durulmalidir. Wms 630 primeri
daha Onceki bir ¢alismada Lrl3 geni markorii olarak belirlenmistir.
Ancak bugiine kadar Lr13’e ait bir AFLP markorii saptanamamistir. Bu
calisma ile E34 M70, E45 M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve ES7
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M69 kombinasyonlari, Lrl3 genine ait markorii saptamada aday primer
kombinasyonlar1 olarak belirlenmistir. Diger bir ifade ile bu
kombinasyonlarin verdigi bantlar Lrl3 genine aday markdorlerir. Bundan
sonraki Lr13 geni ile yapilan ¢aligmalarda 6zellikle de Thatcher yakin
izogenik hatlarinin dahil edildigi arastirmalarda bu AFLP primer
kombinasyonlar iizerinde durulmasi, Lrl3 geni ile iligkisinin tam olarak
ortaya konmasi yararli olacaktir.

Sonu¢ olarak; bu calismada kahverengi pas dayaniklilik geni
Lr13’e ait AFLP ve SSR markorleri arastirllmis ve aday AFLP
markdrleri  belirlenmistir.  Ekmeklik  bugdayda AFLP ve SSR
tekniklerinin kahverengi pas dayaniklilik genlerini arastirmada yararl
oldugu saptanmugtir. Ayrica farkli dayaniklilik genleri tastyan Thatcher
yakin izogenik hatlarinin kendi i¢lerinde dar bir genetik cerceveye sahip
olduklar1 ve bu nedenle de ilgilenilen dayaniklilik genini belirlemede iyi

bir odaklanma sagladig1 kanisina varilmistir.
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