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OZET

BAZI YERLIi VE YABANCI EKMEKLIiK BUGDAY GENOTIPLERINDE
KAHVERENGI PASA DAYANIKLILIGIN MOLEKULER BELIRTECLER iLE
BELIiRLENMESI

Hazal NASIRIAN

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Gecgmisten glinlimiize bugday insan beslenmesinde 6nemli bir besin maddesi olmustur ve
gelecekte de bu Onemini korumaya devam edecektir. Bugdayin; adaptasyon yeteneginin
yiiksek, islemesinin kolay ve az maliyetli olmasindan dolayr diinyanin bir¢ok bdlgesinde
tiretimi gergeklestirilebilmektedir. Genis alanlarda yayilis gostermis olan bugday, sadece
insan beslenmesinde degil hayvan beslenmesinde ve endiistri alaninda da kullanilmaktadir.
Birgok alanda kullanilan bugdayin gelecekteki talebi karsilayabilmesi i¢in verim kayiplarinin
Oniine gecilmesi ve birim alandan elde edilen veriminin arttirilmas: gerekmektedir. Bugdayda
verim kayiplarinin nedenlerinden biri de kahverengi pas hastaligidir. Bu kayiplarin
engellenebilmesi ve verimin arttirilabilmesi i¢in yeni ¢esitlerin 1slah edilmesi gerekmektedir.
Cesitlerin 1slahinda, molekiiler destekli 1slah ile klasik 1slah metotlarinin birlikte kullanilmasi
daha etkili ve hizli sonuglar alinmasini saglayabilmektedir. Yapilan tez caligmasinda
bugdayda kahverengi pas dayaniklilik geni olan Lr gen bdlgelerinden; Lrl, Lr9, Lr10, Lrl3,
Lrlda, Lrl9, Lr21, Lr22a, Lr24, Lr34, Lr35, Lr37, Lr39, Lrd6, Lrd7, Lr49 ve Lr58 gen
bolgeleri calisilmigtir. Calisma da PCR optimizasyonu saglanan Lrl3, Lrl4a, Lrl9, Lr22a,
Lr24, Lr34, Lr37 ve Lr47 gen bolgeleri ile 96 bugday genotipi kahverengi pasa dayaniklilik
acisindan test edilmistir. Calismadan elde edilen verilerin kahverengi pasa dayaniklilik genleri
iceren cesitlerin bugday 1slah programlarinda kullanilmasina énemli bilgiler saglayacagi ve

etkili 1slah programlarinin olusturulmasinda 6nemli paya sahip olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kahverengi Pas, Lr Genleri, Molekiiler Belirtecler, Triticum aestivum



ABSTRACT

DETERMINATION OF LEAF RUST RESISTANCE IN SOME LOCAL AND
FOREIGN BREAD WHEAT GENOTYPES VIA MOLECULAR MARKERS

Hazal NASIRIAN

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Wheat has been a significant nutrient in human nutrition from past to present and will
continue to maintain this importance in the future. Wheat; due to its high adaptability, easy
processing, and low cost, it can be produced in many regions of the world. Wheat, which has
spread over wide areas, is used not only in human nutrition but also in animal nutrition and
industry. In order to meet future demand, it is necessary to prevent yield losses and increase
the yield obtained from the unit area. One of the reasons for yield losses in wheat is leaf rust
disease. In order to prevent these losses and increase the yield, new varieties need to be
developed. In the breeding of varieties, more effective and faster results can be obtained with
molecular-assisted classical breeding programs. In the thesis, leaf rust resistance genes in
wheat; Lrl, Lr9, Lr10, Lr13, Lrlda, Lr19, Lr21, Lr22a, Lr24, Lr34, Lr35, Lr37, Lr39, Lr46,
Lr4d7, Lr49, and Lr58 genes were studied. Among the studied Lr genes, the Lr13, Lrl4a, Lr19,
Lr22a, Lr24, Lr34, Lr37, and Lr47 gene regions were optimized with PCR and determined in
terms of resistance to leaf rust in 96 wheat genotypes. It is thought that the data obtained from
the study provide important information for the use of varieties containing leaf rust resistance
genes in wheat breeding programs and have important implications in the creation of effective
breeding programs.

Keywords: Leaf Rust, Lr Genes, Molecular Markers, Triticum aestivum
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1. GIRIS

Kiiltiire alan ilk gida maddelerinden olan bugdayin kiiltiire alinmasi tarih 6ncesine
dayanmaktadir. Temel gida olarak Avrupa, Bati Asya ve Kuzey Afrika’daki medeniyetlerde
kullanilmistir. Gilinlimiizde de artan diinya niifusunun besin ihtiyacim1 karsilamada ilk

siralarda yer alacak {iriin olarak goriillmektedir (Aykut, 2007).

Bugday; farkli cesitlere sahip olmasi, adaptasyon yetenegi ve kullanim alanlarmin
cesitliliginden dolay1r kutuplardan ekvatora, yiliksek yaylalardan algak ovalara, verimli
topraklardan verimliligi diisiik topraklara kadar genis alanlarda yayilis gostermektedir. Tiim
diinyada yaygin olmasi, insan ve hayvan beslenmesinde, endiistride kullanilmasi bugdayin
stratejik bir iiriin olmasinda etkilidir (Polat ve Yagdi, 2021). Neredeyse diinyanin her yerinde
yetistirilebilmesi, isleme kolayliginin olmasi ve az maliyetli olmasi bugdayin islahi ve

iretiminin arttirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Zeybek, Ardig, Sezer ve Olgun, 2021).

Bitkisel tiretimde verim artiglari; giibreleme, sulama, zirai ila¢ kullanimi ve bakim
islemleri ile saglanmakta fakat bu kadar yogun uygulamalar ¢evrenin ve ekim alanlarinin
olumsuz ydnde etkilenmesine neden olmaktadir. Uretim igin gerceklestirilen bu uygulamalar
ile de belirli bir noktadan sonra istenen degerler elde edilememektedir. Bu ortaya cikan
olumsuz etkiler ve istenilenin elde edilmemesinden dolay: klasik 1slah ve tarim alanlarinda
kullanilan  yontemlerle gida iretiminin yeterli miktarda gerceklestirilemeyecegi
goriilmektedir. Bu nedenle molekiiler 1slah yontemleri bitki 1slahinda kullanima baglanmigtir

(Polat ve Yagdi, 2021).

Bitki 1slahi, bir bitki popiilasyonundaki varyasyonlardan uygun seleksiyon
yontemlerinin tercih edilmesiyle istenilen Ozellige sahip yeni ¢esit gelistirilmesi olarak
tanimlanabilir (Orton, 2020). Bugday islahinda istenilen dogrultuda kalite ve verim
ozelliklerini gelistirebilmek icin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine uygun materyallerin
gelistirilmesi  hedeflenmektedir. Fakat bitkinin genetik Ozelliklerinden dolayr ¢esit
gelistirmede ortaya sorunlar ve teknik zorluklar ¢ikmaktadir. Bu durumlar hedefe kisa siirede
ulasabilmeyi engellemektedir (Sonmez vd., 2022). Bugday 1slah programlarinda basariy1
etkileyen en onemli Olgiitlerden biri ebeveyn secimidir. Genetik g¢esitlilik ¢alismalari
melezleme i¢in daha farkli ebeveynlerin secilmesine olanak sagladigindan bugday islah
programlarinda 6dnemlidir, alellerin uygun kombinasyonlarda yeniden gruplanma olasiliginin

artmasma neden olur (Casagrande, Mezzomo, Cruz, Borem ve Nardino, 2020). Bunun



yanisira ¢esitli hastaliklara dayaniklilik igin gergeklestirilen ¢alismalarda etkili olan hastalik
irkinin bilgileriyle beraber melezlemede kullanilacak olan ebeveyn genotiplerinin dayaniklilik
durumunun da bilinmesi gerekmektedir. Bugdayin tliretimini ve kalite 6zelliklerini sinirlayan
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine direngli genleri yerel ¢esitler genel olarak i¢erdiklerinden
dolay1 1slah i¢in amaca uygun genetik kaynaklar arasindadir. Bu nedenle ozellikle yerel
irklarda dayaniklilik genlerinin belirlenmesine yonelik molekiiler tarama calismalart 6nem

tasimaktadir (S6nmez vd., 2022).

Molekiiler belirtegler genetik karakterizasyon i¢in en gli¢lii araglardir (Mirzaei, 2021).
Molekiiler belirtegler kiiltiir cesitlerinin tanimlanmasinda, genetik haritalamada, genetik
akrabaliklarin saptanmasinda, duplike genotiplerin saptanmasinda, gen kaynaklarinin
karakterizasyonunda, genetik kaynagin tekrar organizasyonunda, i1slah programinda yer alan
ebeveynlerin belirlenmesinde, germplazm islahinin etkinligini artirmak i¢in germplazm
yonetiminde ve markir destekli seleksiyon (MAS) analzilerinde kullanilirlar (Yorgancilar,
Yakisir ve Erkoyuncu, 2015; Mirzaei, 2021). Islah ¢alismalarinda molekiiler belirtegler ile
erken gelisim evrelerinde se¢im yapma imkani bulunmakta ve hastalik direnci ile ilgili gen

bolgeleri kolaylikla belirlenebilmektedir. (Shah vd., 2018).
1.1 Literatiir Ozeti
1.1.1 Bugdaym Onemi ve Ozellikleri

Bugday, ekonomik onemine ek olarak toplumsal, kiiltiirel, tarihi ve arkeolojik olarak
da Oonemli bir bitkidir. Tarih boyunca uygarliklarla biitiinleserek gelismis olan bugday,
insanlarin yasam sekillerini de etkilemistir. Bugdayin insanlarla olan beraberligi yaklasik
olarak 10 bin yil 6ncelere kadar dayanmaktadir. Bu durum Verimli Hilal olarak adlandirilan,
yani bugiin Iran, Tiirkiye, Irak, Suriye, Liibnan, Israil ve Filistin’i kapsayan bolgede

baslamistir (Ozberk vd., 2016) (Sekil 1.1).

Giliniimiizde bugday gida ihtiyacimi karsilama konusunda degismeyen bir yiyecek
olarak Avrupa’nm batisindan Hindistan’m kuzeyine, Iskandinavya ve Rusya’dan Misir’a
kadar olan cografyada kabul edilmistir. Tiirkiye’ye bakildiginda ise gidadan fazla bir anlam
tasimaktadir. Bereketi, nimeti ve gelenegi ifade etmektedir. Diinya genelinde gida olarak
tiketimi disinda saplart kerpi¢c yapiminda, insan ve hayvan sagligi i¢in ilag olarak

kullanilmistir ve kullanilmaya da devam etmektedir (Atar, 2017).



Tek yillik otsu bir bitki olan bugday hem bilimsel agidan hem de sosyo-ekonomik
acidan en cok dikkat ceken bitkilerdendir (Akan, Unsal ve Unsal, 2021). Bugdayin, diinyada
ekim ve iiretim agisindan da insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda ilk sirada
yer almasinda etkili olan en 6nemli faktor adaptasyon yeteneginin yiiksek olmasidir (Dértok
ve Aksoy, 2018) ve bunun yaninda 6nemli kalori (%18) ve protein (%20) kaynagina sahip
olmasidir (Geren, 2021). insan beslenmesinde kullanilmasina ek olarak bitkinin saplar1 kagit-
karton yapiminda ve hayvan beslenmesinde de kullanilabilmektedir (Tiifekg¢i, Yerlikaya, Polat
ve Yagdi, 2017). Tiirkiye’de ekmek seklinde tiiketilmesiyle giinliik enerji ihtiyacinin bir kismi

karsilanirken ayrica niasinin, demir, protein, kalsiyum, B1 vitamini ve B2 vitamini alinimini
da saglamaktadir (Ozberk vd., 2016).
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Sekil 1.1. Verimli Hilal (Ozberk vd., 2016)

Bugday tiim tahillar arasinda en eski ve en ¢ok yetistirilen bitki olup Poaceae
(Bugdaygiller) ailesinin bir tyesidir. Bugday tiirleri (Triticum spp.) igerisinde en fazla

yetistirilen tiir ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) tirtidir (Cooper, 2015; Albayrak,
Kizilgeci, Yildirim ve Akinct, 2020).

Bugdayin ge¢cmisten bugiline yabani atalarindan kullandigimiz duruma gelmis halinin
asamalar1 Sekil 1.2°de verilmistir. Kiiltiirii yapilan ilk bugdaylar kavuzlu ve olgunlasma

doneminde basak ekseni kirillarak basakc¢iklari ayrilan bir yapiya sahipti. Giliniimiizde
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hekzaploid ekmeklik bugday (T. aestivum L., 6n=42, AABBDD) ve tetraploid sert veya
makarnalik bugdayin (T. durum Desf., 4n=28, AABB) yaygin iiretimi yapilmaktadir. Burada
bugdaylardan gelen genomlar; T. urartu Thumanjan ex Gandilyan’dan A (2n=14), Aegilops
speltoides Tausch’dan B (2n=14) ve Aegilops tauschii Coss.’den D (2n=14) olarak kabul
edilmektedir. Azot tepki endeksi ve verimlerinin yiiksek olmasi bu bugdaylarin iiretimde en
cok tercih edilme nedenleridir. Tiirkiye’deki yerel gesitlerin adaptasyon yeteneklerinin yiiksek
olmasina, kaliteli iceriklerine ve kuraga-sicaga dayanikli olmalarma ragmen ekimde tercih
edilmemektedir. Bunun nedenleri basinda verimliliginin diisiik olmasi gelmektedir. Ayrica
azot tepkimesinin diisiik olmasi, koleoptil boyunun uzun olmasi ve bazi yaprak hastaliklarina

hassas olmasi da etkilidir (Atar, 2017).

Atasal Diploid Tiirler
AA Atasal Tiirler ‘/2n=14 2n=14 \ 2n=14
l s S AA BB DD
T urartu Aegilops speltoides Aegil(‘)ps tauschii
2n=14 (Urartu Bugday1) (Ak Bugdayanast) (Tesbih Bugday1)
AA. Kromozom \ mn'idizasyon
T. boeoticum = l ——
(Yabani Siyez) Katlanmasi Hibridizasyon
4n=28
AABB Kromozom
2n=14 T. dicoccoides Katlanmasi
AA (Yabani Gernik) 6n=42
T monococcum AABBDD
iyah, Kavuzlu n= T. aestivum subsp.
(Siyah, K: lu) 4n=28 »
AABB spelta
T. dicoccum (Spelt Bugday,
(Gernik, Kavuzlu) Kavuzlu)
4n=28 6n=42
AABB AABBDD
T. durum T. aestivum
(Makarnalik (Ekmeklik Bugday,
Bugday, Kavuzsuz) Kavuzsuz)

Sekil 1.2. Bugdaym kdkeni (Chantret, Salse, Sabot, Rahman ve Bellec, 2005)

1.1.2 Bugdayda Pas Hastaliklar:

Diinya i¢in 6nemli olan tahillardan bugdayda pas hastaliklar {iretimde biiyiik tehdit
olusturmaktadir (Khan vd., 2005). Ozellikle nemli bolgelerde goriilen pas hastaliklarinin 3
farkli tiiri bulunmaktadir. Bunlar; kahverengi pas (Puccinia triticina Eriks), sar1 pas
(Puccinia striiformis Westendorp f. sp. tritici Eriks) ve kara pas (Puccinia graminis Pers. f.
sp. tritici Eriks. and E. Henn)’tir (Gessese, 2019). Pas hastaligina neden olan fungus tiirleri

bitkilerde benzer sartlarda benzer hastalik semptomlarina neden olurlar. Bitkinin iizerinde

4



olusturduklar1 pas goériiniimiinden dolay1 pas hastaliklar1 olarak adlandirilirlar. Pas hastaligina
neden olan fungus tiirleri besinlerini kendileri liretmek yerine canli veya 6li konuk¢udan elde
ederler. Bu mantarlarin bulasmasi tohum, toprak, riizgar, su, bocek, hayvan ya da insan ile

gergeklesebilir (Polat, 2019).

[lkbahar ve yaz aylarunda olusan, pas hastaliklarinda etkili rolii olan {irediosporlarin
tasinmasi bitkilerde enfeksiyonlara sebep olur. Urediosporlar 1liman bélgelerde kis1 giizliik
ekinler ve yabani bugdaygillerde gecirirler. Uygun nem ve sicaklik kosullar1 olustugunda
ilkbaharda olusan yazlik sporlar, bulastiricilar ile yeni enfeksiyonlar1 olustururlar (Bolton,

Kolmer ve Garvin, 2008; Gessese, 2019).

Pas hastaliklar1 tarihsel olarak ele alindiginda biiylik 6nem tasimaktadir. Bugday
paslari, temel besin kaynaklarmin yok olmasina neden olarak uygarliklarin gidisatini

degistirmis ve olusan gida kitliklar1 nedeniyle gocler meydana gelmistir (Kilig, 2017).

Bugdayda en yaygin olarak goriilen pas hastaligi P. triticina fungusunun neden oldugu
kahverengi pas hastaligidir (Bolton vd., 2008). Yaprak pasi ya da turuncu pas olarak da
adlandirilmaktadir. Yaprak ayasinda ve yaprak kinimin {ist yiizeyinde, {ist bogum arasinda ve
kiliglarda kahverengi pas piistiilleri olarak gériiliirler. Ilk basladiginda oval, kiiciik, dairesel ve
sar1 sporlar olarak basladiklarindan sar1t pas ile karnistirilirlar. Hastaligin ilerleyen
donemlerinde sporlar turuncu piistiillere doniisiirler ve ileriki asamalarda kahverengi paslar,
rastgele dagilmis olarak gozlemlenirler. Cok sayida spor ireterek pistiillerini yaprak

yiizeyinden kolaylikla uzaklastirirlar (Kilig, 2017).

Bugday yetistirilen bolgelerde goriilen kahverengi pasin olusturdugu zarar, enfeksiyon
sirasinda bugdayin gelisim donemine ve pasin gelisim devresine baghdir. Cigceklenme 6ncesi
ya da c¢iceklenme siirecinde olusan salginlar ve bayrak yapragi enfeksiyonu oldugunda
kayiplar ciddi boyutlara ulagmaktadir. Kahverengi pas piistiilleri yapraklarda olustugu zaman
fotosentezi de kisitlamaktadir. Kahverengi pasin olusturdugu zararlar; {irtin kaybi, bagtaki tane
sayisinin azalmasi, tane boyutunun kiigiilmesi, 1000 tane agirliginin azalmasi, protein

iceriginin azalmas1 seklinde goriiliir (Ors, 2018).

Yaprak pasi olarak da adlandirilan kahverengi pasin bugdayda neden oldugu kayiplar
ve diisiik tohum kalitesinden dolay1 ilag kullanimi gerektirmektedir. Pas hastaliklari ile

miicadelede ila¢ kullanimi, c¢ift¢i girdisini arttirdigr gibi ayni zamanda g¢evre kirliligine de



neden olmaktadir. Bu hastaligi kontrol altina almak i¢in bagka bir yontem ise en etkili,

ekonomik ve gevre dostu olan direngli ¢esitler yetistirmektir (Qui vd., 2007).

Gelismekte olan diinyada pas patojenlerinin mantar oldiiriiciilere kars1 diren¢ kazanma
olasiligi nedeniyle ¢iftgiler mantarlara karsi direngli g¢esitlerin  kullanimini tercih
etmektedirler. Genetik direnci saglamak i¢in, bugday c¢esitlerinin ya da bugdayla ilgili tiirlerin
germplazmlarinda yeni veya etkili direng¢ genlerinin tanimlanmasi gereklidir (Aktar-Uz-

Zaman, Khatun, Hanafi ve Sahebi, 2017).

Kahverengi pas fungusunun bircok 1irki vardir ve birkag yilda bir yeni irklar
olugsmaktadir. Bu olusan irklar dayanikli gesitleri duyarli hale getirmektedir (Omara, Nehela,
Mabrouk ve Elsharkawy 2021). Kahverengi pasa dayaniklillk 2 ile 4 yil arasinda
degismektedir. Bu nedenle yeni c¢esitlere yeni dayaniklilik genlerinin aktarilmasina devam
edilmelidir. 1ki temel 1slah yontemi kahverengi pasa kars1 kullanilabilir. Biri tam dayaniklilik
saglayan major dayaniklilik genlerinin (Lr genleri) piramitlestirilmesidir. Digeri ise kantitatif

dayamiklilig1 olan mindr genlerin bir araya getirilmesidir (Ors, 2018).

Patojenin stirekli yeni irklarinin ortaya ¢ikmasi yetistiriciler i¢in dnemli bir zorluktur.
Bu nedenle, daha fazla diren¢ kaynagi belirlemeye devam etmek ve bunlar1 seckin {ireme
hatlarina dahil etmek gerekmektedir. Dar bir genetik temele sahip olan bugdayda hastalik
direnci i¢in yabani akrabalar1 yeni genlerin kaynagi olarak kullanilabilir (Kuraparthy vd.,

2007).

Bugday ve akrabalarinin olusturdugu gen havuzu birkag yiiz ana hastalik direnci geni
bulundurur. Bu tiir diren¢ genlerinin; ¢ok biiyiilk genom boyutu, yiiksek tekrarlayan dizi
icerigi, li¢ alt genomun fazlaligi ve aktif bir transpozon etiketleme sisteminin olmamasi

nedeniyle bugday genomundan izolasyonu zordur (Qui vd., 2007).

Bugday bitkisinde kahverengi pasa karsi dayanikli gesit gelistirmek igin klasik 1slah
yontemini kullanarak farkli dayaniklilik genlerine sahip cesitlerin melezlenmesiyle
dayaniklilik genleri tek bir gesitte toplanmaya calisilmistir. Bu yontemin zaman alici, is giicii
gerektiren bir yontem olmast ve belirteg destekli seleksiyona oranla daha biiyilik
popiilasyonlara ihtiyag¢ duyulmasindan dolayr DNA calismalar1 yapilarak molekiiler
belirtegler gelistirilmistir. Boylelikle tahillarda verim, kalite, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik gibi konularda yapilan c¢alismalarda belirte¢c destekli seleksiyon ile basarili
sonuglara ulagilmistir (Polat ve Yagdi, 2021).



1.1.3 Kahverengi Pas Hastahg ile Tlgili Yapilan Molekiiler Belirte¢ Calismalari

21 bugday kromozomunun tamamina dagilmis 80'den fazla Lr geni tanimlanmistir ve
bu genlerin ¢ogunun, bugday kromozomlarmin kisa kollarinda yer aldigi bilinmektedir
(Kumar vd., 2022). Farkli iilkelerde yetistirilen 68 bugday ¢esidinde yapilan calismada
molekiiler belirtecler kullanilarak yaprak pasi diren¢ genleri (Lrl, Lr9, Lr19, Lr20, Lr21,
Lr24, Lr26 ve Lr34) tanimlanmistir. Bu ¢alisma sonucu yaprak pasi direng genlerinin bugday
genomlarinda birbirinden farkli oldugunu gostermistir. Yirmi alt1 bugday ¢esidinde ¢alisilan 8
genin higbiri bulunmazken, iki Lr geni tasiyan on dort cesit tespit edilmistir. Genlerin
belirlenmesi bitki ontogenesisinin herhangi bir asamasinda en hizli ve giivenilir yontemin
molekiiler belirtegler oldugunu gostermistir (Urbanovich, Malyshev, Dolmatovich ve Kartel,

2006).

Durum bugdayinda (Triticum turgidum subsp. durum) P. triticina’nin neden oldugu
yaprak pasi Onemli bir hastaliktir ve bu hastaliga karsi belirlenmis birkag direng geni
bulunmaktadir. Bazi basit dizi tekrarlar1 isaretcisi yaprak pas direnci geni ile
iligkilendirilmistir. Direng¢ tepkisi, kromozomal pozisyon bulunan genin Lrl4a oldugunu
gostermistir. Boylelikle makarnalik bugdaymn yaprak pasina karsi direncini arttirmak icin
Lrlda geninin diger dayaniklilik genleri ile kombinasyon halinde kullanilmasi gerektigi

sonucuna ulasilmistir (Herrera-Foessel vd., 2008)

Puccinia triticina’nin neden oldugu yaprak pasina karst A. tauschii Coss.’tan elde
edilen yaprak pas direnci geni Lr42’nin molekiiler haritalamasi ve pas direnci kaynagi olarak
1slah kosullarinda kullanildig1 bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada kromozom 1DS iizerinde
Lr42 ile iliskili iki belirteg tespit edilmistir ve Lr42’ye bagl belirteglerin 1DS’de oldugu
dogrulanmistir. Caligmada ditelosomik ve nullitetrasomik bugday genetik stoklariyla beraber
molekiiler belirtecler ile genin fiziksel yerini belirlemede Lr42 i¢in NILs (yakin izogenik)
kullanilmis, zit NILs arasindaki ¢aprazlamadan olusturulan popiilasyonda Lr4?2 ile iliskili iki

belirte¢ tanimlanmistir (Sun, Bai, Carver ve Bowden, 2010).

Pakistan’da bugdayda yaprak pasinin baslica bir sorun oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle 25 Pakistan bugday germplazmini taramak i¢in molekiiler calisma yapilmistir. Bu
calismada yaprak pas direnci Lrl0 genine bakilmistir. Calismada 25 hattan on sekizinde Lr10
geni tespit edilmistir, yedisinde ise bu gen bdlgesinin bulunmadigr goriilmiistiir. Calisma

Pakistan germplazminda Lr10 gen bolgesinin tanimlanmasi ile bugday cesitlerinde farkl



bugday diren¢ genlerinin piramitlenmesi ve yapilacak olan 1slah programlarii hizlandirmaya

yonelik olarak gerceklestirilmistir (Hussain vd., 2011).

Tiirkiye’de bugdayda kahverengi pas hastalifina dayaniklilik bolgeleri olarak bilinen
Lr9, Lrl9, Lr24 ve Lr28 genlerinde calisma yapilmistir. Calismada bu gen bolgelerinin
molekiiler belirteglerle gerceklestirilen seleksiyonlarda kullanimi ve Lr gen bdlgelerinin

gelistirilmesi hedeflenmistir (Aybeke, 2015).

Kolmer, Bernardo, Bai, Hayden ve Chao (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, kismi
Thatcher ¢esidi kullanilarak olusturulan rekombinant kendilenmis hat i¢eren 2 populasyonda
kahverengi pasa dayaniklilik genlerinin kromozom {iizerinde konumu belirlenmeye ¢aligiimis,

belirlenen gen Lr78 olarak adlandirilmistir.

2018 yilinda yapilan ¢aligmada on ii¢ SSR belirteci kullanilarak 57 bugday hattinda
pas hastaligiyla miicadele i¢in en uygun bugday c¢esidi belirlenmeye c¢alisilmistir. Direngli
genler Lr9, Lrl13, Lrl9, Lr24, Lr26, Lr28, Lr32, Lr34, Lr35, Lr36, Lr37, Lr39 ve Lr49
calisilmigtir. Calismada direngli gen lokuslarmin tanimlanmasinda dort SSR belirtecinde
basarili sonug elde edilmistir (Lrl3, Lr32, Lr34 ve Lr35). Hatlar arasinda frekansi en yiiksek
olan Lr32 hattidir ve bu genlerin pas hastaligina karsi miicadelede diger direngli genlerle

birlikte kullanilabilir oldugu sonucuna varilmistir (Ali vd., 2018).

Ekmeklik bugday iretiminde Tiirkiye’de yogun olarak kullanilan cesitlerde
kahverengi pas hastalifina dayaniklilik Lr10 geninin varligi ve dayanikli-duyarli genotipler
arasindaki gerceklestirilen melezlemelerde dayaniklilik genlerinin aktarimi incelenmistir.
Calismada kullanilan bugday cesitlerinde; Lr10 dayaniklilik geni SSR yontemi kullanilarak
tespit edilmistir ve yiiriitiilecek olan 1slah calismalarinda cesitlerin ebeveyn seg¢iminde
dayaniklilik genlerini bulunduranlarin tercih edilmesi ile basarili bir 1slah programi

olusturulacagi sonucuna vartlmstir (Polat ve Yagdi, 2021).

Ekmeklik bugdayda (T. aestivum L.) kahverengi pasin neden oldugu verim
kayiplarindan dolayi, 6nemli diren¢ geni olan Lrl9 geninin islevselligine yonelik yapilan
calismada 25 bugday genotipi kullanilmistir. Lr19’a ait kullanilan 7 belirtegten GB ve
Xwme221 olmak tlizere sadece iki tanesinin islevsel oldugu goriilmiis ve molekiiler destekli

seleksiyon i¢in onerilmistir (Kiel vd., 2020).



Tiirkiye’nin kuzeybatisinda bulunan Trakya Bolgesi'nde yetistirilen yirmi dort bugday
cesidinde yaprak pasi direng genleriyle ilgili yapilan bir ¢aligmada ekmeklik bugday
gesitlerinde bulunan Lr direng genleri ve bitkilerin yaprak pasina dayaniklilik seviyesi
belirlenmistir. Bugday cesitlerinde Lr9, Lrl4, Lrl9, Lr24 ve Lr47 genlerini belirlemek i¢in
bes farkli molekiiler belirte¢ kullanilmistir. Calismanin sonucunda tim ekmeklik bugday
cesitleri Lrl9, Lrlda ve Lr24 genlerini bulundurdugu, on ii¢ tanesinin Lr9 genini tasimadigi,

yirmi bir ekmeklik bugday ¢esidinin Lr47 genini i¢erdigi goriilmiistiir (Baser vd., 2020).

Bugday yaprak pasinin diinya genelinde bugdayin en 6nemli hastaliklarindan biri
olmasindan dolay1 Cin ve diger iilkelerden 66 bugday cesidi 17 P. triticina irki ile test
edilmistir (Yuan, Gebrewahid, Pei-Pei, Zai-feng ve Da-qun, 2021). Calismada Lr genleriyle
ilgili 12 molekiiler belirteg¢ kullanilmistir. Toplam sekiz Lr geni (Lr1, Lr10, Lr17, Lr20, Lr26,
Lr34, Lr37 ve Lr46) tek basina veya kombinasyon halinde otuz iki ¢esitte bulunmustur ve
yavas pas hastalig1 direnci on yedi ¢esitte gortilmistiir (Yuan vd., 2021).



1.2 Caliymanin Amaci ve Kapsami

Bu tez calismasinda, 96 adet yerli ve yabanci ekmeklik bugday genotiplerinin
kahverengi pasa dayanikliklarinin belirlenmesinde Lr genlerinin varligi molekiiler belirtegler
kullanilarak ortaya konulmasi amaglanmistir. Lr genlerine 6zgii malekiiler belirteglere ait
primerlerin belirlenmesinde literatiir taramasi yapilmis ve tez caligmasinda bu primerler
kullanilmistir. Calisma kapsaminda oncelikle Lrl, Lr9, Lr10, Lr13, Lrl4a, Lr19, Lr21, Lr22a,
Lr24, Lr34, Lr35, Lr37, Lr39, Lr46, Lr47, Lr49 ve Lr58 gen bdlgeleri taranmistir. Molekiiler
belirte¢ analizinde uygun PCR optimizasyonu saglanan Lr13, Lrlda, Lrl9, Lr22a, Lr24,
Lr34, Lr37 ve Lr47 gen bolgeleri kullanilarak 96 bugday genotipinde analizler
tamamlanmistir. Ayrica kullanilan belirteclerin 1slah programlarinda 6nemli yere sahip
Markira Dayali Seleksiyon (MAS) c¢aligmalarinda kullanimlarinin uygun olup olmadigi ve

1slah programlarinda kullanilabilirligi belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1  Bitki Materyali ve Cimlendirilmesi

Bu arastirma, 2022 yilinda TNKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii,
Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. TNKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimii’nden bu tez ¢alismasinda kullanilmak iizere yerli ve yabanci bugday ¢esitlerine ait
tohumlar temin edilmistir. Bugday ¢esitlerinin numaralandirilmasi ve gesit adlar1 Cizelge 2.1

‘de verilmistir.

Bugday tohumlar1 arasindan ¢imlendirmek i¢in tanesi sert olanlar, kirik olmayanlar,
embriyo kararmasi bulanmayanlar tercih edilmistir. Cimlendirme; yiizey sterilizasyonu
yapilmis tohumlarin steril petri kaplarinda kurutma kagitlarinin iizerine yerlestirilmesiyle
gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in %5’lik sodyumhipoklorit (NaClO) ¢ozeltisi
kullanilmisgtir. 15 dk NaClO ¢ozeltisiyle sterilize edilen tohum 6rnekleri 3’er kez 5’er dk saf
sudan gegirilerek durulanmistir. Yeterli biiyiikliige ulasan bitki ornekleri 2 ml’lik steril

santrifiij tiiplerine konularak ve DNA izolasyonuna kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.1. Tez galismasinda kullanilan yerli ve yabanci bugday cesitlerine ait bilgiler

Ornek Ornek Ornek

Kodu Cesit Adn Kodu Cesit Adn Kodu Cesit Adn
1 Aglica 33 Alka 65 MAY 8462
2 Esperia 34 Artico 66 Nota
3 Genesi 35 Avorio 67 Rumeli
4 Kate Al 36 Bono Dea 68 Saban
5 MAY 8059 37 Dena 69 TT 601
6 Mihelca 38 Enola 70 Venka 1
7 Nogal 39 Fiorino 71 Benostaja 1
8 Tekirdag 40 Glosa 72 Bereket
9 Tsarevets 41 Hakan 1 73 Delebrad 2

10 Yiiksel 42 Iridium 74 Geya 1
11 Antille 43 Inci 20 75 BC Mandica
12 Albatros 44 Kaan 76 Milena
13 Atilla 12 45 Montar 77 Momtchill
14 BC Anica 46 Nina 78 Muratbey
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Cizelge 2.1 (Devam)

Ornek Ornek Ornek

Kodu Cesit Adn Kodu Cesit Adn Kodu Cesit Adn
15 Dropia 47 Prostor 79 Nomade
16 Enargo 48 Sar1 Mustafa 80 Rebelde
17 Fetih 49 Selimiye 81 Safir
18 Galayeta 50 Tanya 82 Segor
19 Gelibolu 51 Tekira 83 Sagittario
20 Hiiseyinbey 52 Turkuaz 84 MV Suba
21 Koprii 53 Yunak 85 Syrena odes’ka
22 Krasunia odes’ka 54 BC Bernarda 86 Viktoria
23 KWS Ww-01 55 BC irena 87 Quality
24 Pehlivan 56 BC Lira 88 NKU Asiya
25 Prima 57 BC Tena 89 Maden
26 Saraybosna 58 Deya 90 Sana
27 Sertori 59 NKU Ergene 91 Pandas
28 Turan 60 Flamura 85 92 Bora
29 Yubileynaya 100 61 Golia 93 Andino
30 Adagio 62 Iveta 94 NKU Lider
31 Adelaide 63 KWS WW-02 95 Tina
32 Aldane 64 Lorena 96 Tosunbey

2.2 DNA lizolasyonu

Bugday Orneklerinden kaliteli ve yeterli miktarda DNA izolasyonunun
gerceklestirilebilmesi i¢in Dellaporta, Wood ve Hicks (1983) ile Doyle ve Doyle (1990) DNA
izolasyon metotlarindan modifiye edilerek olusturulmus olan protokol kullanilmistir.
Gergeklestirilmis olan DNA izolasyon calismalari sonucunda miktar ve kalite degerleri
acisindan yeterliligi saglayan genomik DNA’lar elde edilmistir. Bu tez c¢alismasinda

geceklestirilen DNA izolasyonu protokolii basamaklar1 su sekildedir:

1. Cimlendirme islemi gerceklestirilmis olan bugdaylardan yaklasik 2 cm uzunlugundaki
ornekler alinip 2 ml santrifiij tliplerine konulmustur. Tiplerdeki 6rneklere 2 metal bilye
eklenerek Retch MM400 Vibrasyonlu ogiitiicii’de 30 frekansta 2 dk ezme islemi

uygulanmistir. Tam olarak homojenize olan &rnekler cihazdan alinmistir. Ornekleri
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vibrasyonlu ogiitiicliden aldiktan sonra ¢ok kisa bir santrifiij yapilip, kapakta kalan
orneklerin tiip igerisine indirilmesi saglanmistir.
2. Oziitleme tamponu 6nceden hazirlanmis ve 65 °C’de 1sitilmis olarak tiiplere 750 ul

eklenmistir. Oziitleme tamponu igerigi Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Oziitleme tamponu icerigi

Ana Stok Cozelti 1X Son Konsantrasyon
1 M Tris-HCI 0,2 ml 200 mM
0.5MEDTA 0,1 ml 500 mM
4 M NaCl 0,5 ml 2M
%20 CTAB 0,1 ml % 2
14,3 M B-Mercaptoethanol 3ul % 0,3

dH.0 0,1 ml -
Total 1ml -

3. Oziitleme tamponu eklenmis olan tiiplere PVP (0,025 gr) eklenerck karismasi igin vorteks
yapilmistir.

4. Tipler, inkiibasyon i¢in 65 °C’de 60 dakika 800 rpm’de 1siticil1 blokta ¢alkalanmistir.

5. Inkiibasyon isleminden sonra tiiplere 700 ul kloroform:izoamilalkol (C:I, 24:1) eklenmistir
ve iyice karigsmasi icin 10 dakika vortekslenmistir.

6. Tipler 10 dakika 10000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij islemi bitikten sonra
tiiplerin stipernatantindan 700 pl ¢ekilerek 1,5 ml’lik steril tiiplere aktarilmigtir.

7. Tuplere 700 pl C:1(24:1) eklenmistir ve 1yice karismasi i¢in 10 dakika vortekslenmistir.

8. Tiipler 10 dakika 10000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij islemi bitikten sonra
tiiplerin stipernatantindan 400 pl ¢ekilerek 1,5 ml’lik steril tiiplere aktarilmistir.

9. Tiplerin her birine 500 pl soguk isopropanol (-20 °C), 60 pl sodyum asetat (3M), 50 pl
potasyum asetat (5M) eklenmistir ve tiipler nazik bir sekilde karistirilmistir. Karistirma
islemi gergeklestirilmis olan tiipler -20 °C’de 2 saat beklemeye alinmustir.

10. -20 °C’den g¢ikarilan tlipler 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Tiiplerdeki pelletlerin diismemesine dikkat edilerek sivi kisim
dokiilmiistiir ve tiipler kurumalari i¢in ters gevrilerek 15 dakika bekletilmistir.

11. Kurumasi tamamlanmis olan tiiplerde pelletler yerinden nazik¢e oynatilmistir ve

tizerlerine 1000 pl etil alkol (%70) eklenmistir. Tiipler 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij
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yapilmustir. Santrifiijden sonra tiiplerdeki pelletlerin diismemesine dikkat edilerek sivi
kisim dokiilmiistiir ve tiipler kurumalar igin ters gevrilerek 15 dakika bekletilmistir.

12. Kurumasi gerceklesmis olan tiiplerde pelletler yerinden nazikge oynatilmistir ve
tizerlerine 1000 pl etil alkol (%70) eklenmistir. Tiipler 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij
yapilmistir. Santrifiijlden sonra pelletlerin diismemesine dikkat edilerek sivi kisim
dokiilmiistiir. Pelletler tamamen kuruyana kadar beklenmistir.

13. Tiipler iyice kuruduktan sonra tiiplerdeki pelletlerin iizerine 100 ul TE (10mM Tris-
HCI, ImM EDTA, pH:8) tamponu eklenmistir. Tampon eklenen tiipler 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir.

14.  Inkiibasyon islemi bittikten sonra izole edilmis olan DNA’lar +4 °C’de dolaba

konulmustur.
2.3 DNA Miktar ve Kalite Belirlenmesi

Spektrofotometre ile yapilan dlgiimler TNKU, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii,
Biyometri Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Olgiimlerde bugday
yapraklarindan izole edilmis olan DNA’larin Nanodrop® LITE spektrofotometre cihazi ile
absorbans (260nm/280nm) degerleri belirlenmis, miktar ve kalite tayini yapilmistir. Elde
edilen genomik DNA oOrneklerinin konsantrasyonlart 50 ng/ul ve 10 ng/ul olacak sekilde

sulandirilmastir.
2.4 Molekiiler Belirte¢c Calismasi

Molekiiler belirtegler genomdaki herhangi bir gen bolgesi veya gen bolgesi ile ilgili
DNA pargasi olarak tanimlanir. DNA belirtecleri farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligini
cesitli sekillerde ortaya ¢ikarirlar (Yorgancilar vd., 2015). Molekiiler belirte¢ ile yapilan
calismalar DNA dizilerindeki farkliliklar1 ortaya cikarmada kullanilmistir ve bu durum
biyolojik bilimlerde devrim niteligini tasimaktadir (Filiz ve Kog, 2011). Genetik belirtecler
kullanilarak morfolojik olarak birbirine ¢ok yakin olan kiiltiir ¢esitlerinde tanimlamalar ve
ayirimlar yapilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015). Yapilan literatiir calismasi sonucunda
kahverengi pasa dayanikliligin belirlenebilecegi Lr genlerinin seciliminde kullanilabilecek
belirtegler belirlenmistir (Liu, Gebrewahid, Zhang, Li ve Liu, 2021; Vida vd., 2010). Bu tez
calismasinda bugdayda Lr gen bolgeleri ve bu bolgelerin belirlenmesinde kullanilan

molekiiler belirteclerin primerleri Cizelge 2.3’te belirtilmistir.

14



Cizelge 2.3. Lr gen bolgeleri, iliskili molekiiler belirtegler ve primer dizileri

Lr Allel Kaynak
. Markir Primer Dizisi Biiyiikliigii
Geni
(b¢)
LrIRGAIF: 5° ATGGCGGCGGCTCTCG 3’ Qiu vd
Lrl  LrlRGA1L 605 2007
LrIRGAIR: 5 AACCTCATTTCCCCGTCAA 3’ (2007)
J13/1: 5' TCCTTTTATTCCGCACGCCGG 3'
Lr9 113 1100 SCh(j‘Chlegg‘fyr
J13/2: 5' CCACACTACCCCAAAGAGACG 3' vd. (1994)
Lrk10D1: 5" GAAGCCCTTCGTCTCATCTG 3’
Lr10 Lrk10 282 SCh;Chleggayr
Lrk10D2: 5° TTGATTCATTGCAGATGAGATCACG 3’ vd. (1997)
XgWM630F: 5’ GTGCCTGTGCCATCGTC 3°
L3 Xgwm630 —2 123 Sey;%%g vd.
Xgwm630R: 5° CGAAAGTAACAGCGCAGTGA 3’ (2000)
XgWM146F: 5 CCAAAAAAACTGCCTGCATG 3° )
Lrida  Xgwmlds —3 174 R"fg;g d.
XgWm146R: 5° CTCTGGCATTGCTCCTTGG 3’ (1998)
GBF: 5’ CATCCTTGGGGACCTC 3’ i
Lr19 GB 130 Pg%%‘l’d'
GBR: 5’ CCAGCTCGCATACATCCA 3’ (2001)
Lr21F: 5 CCAAAGAGCATCCATGGTGT 3’ i
Lr21 Lr21 885 H”anz%(‘)’i Gill
Lr21R: 5’ CGCTTTTACCGAGATTGGTC 3’ (2001)
XgWm455F: 5° ATTCGGTTCGCTAGCTACCA 3° "
Lr2za  Xgwmdss — 147 Rofge;g d.
XgWm455R: 5° ACGGAGAGCAACCTGCC 3’ (1998)
J09/1: 5’ TCTAGTCTGTACATGGGGGC 3’
Lr24 309 350 SCh(j‘Chleg;“Sayr
109/2: 5° TGGCACATGAACTCCATACG 3’ vd. (1995)
csLV34F: 5° GTTGGTTAAGACTGGTGATGG 3’
Lr34  csLV34 150 Laggggg vd.
csLV34R: 5’ TGCTTGCTATTGCTGAATAGT 3’ (2006)
SR39F2: 5’ AGAGAGAGTAGAAGAGCTGC 3’
Lr35  SR39 900 Sey{""ggg vd.
SR39F3: 5 AGAGAGAGAGCATCCACC 3’ (1999)
L7 URIC/ URIC:S GGTCGC CCTGGCTTGCACCT 3 sgs  Helguera v
LN2 LN2: 5° TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAA 3’ (2003)
XgWm210F: 5° TGCATCAAGAATAGTGTGGAAG 3’ Raupp vd
Lr39  Xgwm210 182 2001 '
Xgwm210R: 5’ TGAGAGGAAGGCTCACACCT 3’ (2001)
STS1BLYF: 5’ CACCGTCATTGTGTCCATC 3’ Mateos-
Lr46 STS1BL 400 Hernandez
STS1BLYR: 5’ TGTTCCCACAAGTTCCAAC 3’ vd. (2006)
PS10LF: 5° GGGCAGGCGTTTATTCCAG 3’
Lr47 PS10L 282 He'gz‘g%rg vd.
PSI0LR: 5" GCTGATGACCCTGACCGGT 3° (2000)
Xbarc163F: 5 ‘GCGTGTTTTAAGGTATTTTCCATTTTCT 3’ Bansal vd
Lrd9  Xbarcl63 199 Do
Xbarc163R: 5> GCGCATCCTGTTCCTCCATTCATA 3’ (2008)
Xcfd50F: 5’ TTCTGCAACATTTTGTCCCA 3°
Lr58  Xcfds0 261 Kgraggggy
Xcfd50R: 5° CGTATGATCCTAACGAGGGC 3’ vd. (2007)
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241 PCR Analizleri

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu); hizli bir sekilde DNA iizerindeki belirli dizilerin
cogaltilmasi olarak tanimlanir (Garcia, Cristancho, Vera ve Begambre, 2015). PCR igin kalip
DNA, deoksiriboniikleotid trifosfat (AATP, dTTP, dGTP ve dCTP), iki (ileri ve geri) primer,
DNA polimeraz enzimi, tampon ¢dzeltisi ve magnezyum (polimeraz enziminin kofaktorii)
gerekli olup bunlarin bir dizi termal dongii tamamlamasiyla gerceklesen siirectir. Bu termal
dongiiler ¢ift sarmalli DNA kalibinin denatiirasyonu, hedefe 6zgii primerlerin baglanmasi ve
baglanmis primerlerin DNA polimeraz ile uzatilmasi seklinde gergeklesir (Mullis vd., 1986).
Bu tez calismasinda Lr gen bolgeleri icin optimize edilmis olan PCR igerigi Cizelge 2.4,
Cizelge 2.5, Cizelge 2.6, Cizelge 2.7, Cizelge 2.8, Cizelge 2.9, Cizelge 2.10, Cizelge 2.11,
Cizelge 2.12, Cizelge 2.13 ve Cizelge 2.14’te belirtilmistir.

Cizelge 2.4. Lrl (LrIRGALF/R) ve Lr13 (Xgwm630F/R) i¢in PCR icerigi

PCR Karisim 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 0,8 ul 2mM
dNTPs (10 mM) 0,6 ul 0,6 mM
Primer F (5 pnM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 pM) 1 ul 0,5 uM
Taqg DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (50 ng/pl) 2,5 ul 125 ng
dH,O 2,8 ul -
Toplam 10 pl -

Cizelge 2.5. Lr9 (J131/2) i¢in PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 0,8 ul 2mM
dNTPs (10 mM) 0,3 ul 0,3mM
Primer F (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 pM) 1 ul 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/ul) 4 ul 40 ng
dH,0 1,6 ul -
Toplam 10 pl -
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Cizelge 2.6. Lr10 (Lrk10D1/D2) igin PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 0,8 ul 2 mM
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 0,4 mM
Primer F (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 nM) 1l 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/pl) 4 ul 40 ng
dH,O 1,5 ul -
Toplam 10 pl -

Cizelge 2.7. Lrl4a (Xgwm146) icin PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 1 ul 2,5mM
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 0,4 mM
Primer F (5 pnM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 uM) 1 ul 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U

DNA (50 ng/pl) 2 ul 100 ng
dH,O 2,3 ul -
Betaine 1ul %10
Toplam 10 pl -

Cizelge 2.8. Lr19 (GBF/R) i¢in PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1l 1X
MgCl, (25 mM) 1 ul 2,5 mM
dNTPs (10 mM) 0,3 ul 0,3 mM
Primer F (5 nM) 1 pul 0,5 uM
Primer R (5 pM) 1 ul 0,5 uM
Taqg DNA Polimeraz (5 U/nl) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/nl) 4 ul 40 ng
dH,0 1,4 ul -
Toplam 10 pul -
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Cizelge 2.9. Lr21 (Lr21F/R), Lr46 (STS1BL9F/R), Lr49 (Xbarcl63F/R) ve Lr58
(Xcfd50F/R) igin PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (50 mM) 0,4 ul 2 mM
dNTPs (10 mM) 0,6 ul 0,6 mM
Primer F (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz (5 U/nl) 0,3 ul 15U
DNA (50 ng/pl) 1,5 ul 75 ng
dH,0O 4,2 ul -
Toplam 10 pl -

Cizelge 2.10. Lr22a (Xgwm455F/R) i¢in PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1,5 ul 1X
MgCl, (50 mM) 0,6 ul 2 mM
dNTPs (10 mM) 0,6 ul 0,4 mM
Primer F (5 uM) 1,5 ul 0,5 uM
Primer R (5 uM) 1,5 ul 0,5 uM
Taq DNA Polimeraz (5 U/nl) 0,3 pl 15U
DNA (50 ng/pl) 2 ul 100 ng
dH,O 7 ul -
Toplam 15 pl -

Cizelge 2.11. Lr24 (J091/2) i¢in PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 0,8 ul 2 mM
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 0,4 mM
Primer F (5 nM) 1 pul 0,5 uM
Primer R (5 nM) 1 pul 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/nl) S5ul 50 ng
dH,0O 0,5 ul -
Toplam 10 pl -
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Cizelge 2.12. Lr34 (csLV34F/R) ve Lr47 (PS10LF/R) igin PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Dream Taq Buffer 1 ul 1X
dNTPs (10 mM) 0,3 pul 0,3 mM
Primer F (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/nl) 4 ul 40 ng
dH,O 2,4 ul -
Toplam 10 pl -

Cizelge 2.13. Lr35 (SR39F2/F3) ve Lr39 (Xgwm?210F/R) i¢in PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 0,8 ul 2mM
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 0,4 mM
Primer F (5 uM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/nl) 5,5ul 55ng
dH,0O - -
Toplam 10 pl -

Cizelge 2.14. Lr37 (URIC/LN2) i¢in PCR igerigi

PCR Karisimi 1X Son Konsantrasyon
10X Buffer 1 ul 1X
MgCl; (25 mM) 0,6 ul 1,5mM
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 0,4 mM
Primer F (5 nM) 1 ul 0,5 uM
Primer R (5 nM) 1 pul 0,5 uM
Taqg DNA Polimeraz (5 U/nl) 0,3 ul 15U
DNA (10 ng/ul) 4 ul 40 ng
dH,O 1,7 ul -
Toplam 10 pl -
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PCR tiiplerinin diplerine uygun hacimde DNA’lar konulduktan sonra Lr gen bolgesine
gore hazirlanmig olan PCR igerigi, PCR tiiplerine ilave edilmistir. Applied Biosystems®
Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® Proflex™ PCR System Thermal Cycler
kullanilarak Lr gen bdlgeleri ig¢in optimize edilmis olan PCR programlarinda DNA
amplifikasyonlar1 geceklestirilmistir.

Lr gen bolgelerine géore DNA amplifikasyonlar1 i¢in PCR kosullar1 Cizelge 2.15,
Cizelge 2.16, Cizelge 2.17, Cizelge 2.18, Cizelge 2.19, Cizelge 2.20, Cizelge 2.21, Cizelge
2.22, Cizelge 2.23, Cizelge 2.24, Cizelge 2.25 ve Cizelge 2.26’da belirtilmistir.

Cizelge 2.15. Lrl (LrlRGA1F/R) ve Lr13 (Xgwm630F/R) i¢in PCR kosullari

94°C 5 dk
95°C 1 dk w
530C 1 dk g
72°C  1dk30sn &
72°C 10 dk

Cizelge 2.16. Lr9 (J13F/R) i¢in PCR kosullar1

95°C 5 dk
95°C 1dk &
62°C 1 dk g
72°C 1dk e
72°C 5 dk

Cizelge 2.17. Lr10 (Lrk10D1/D2) i¢in PCR kosullari
95°C 10 dk
95°C 1 dk 9
55°C 1 dk g
72°0C 1 dk E:
72°C 10 dk
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Cizelge 2.18. Lrlda (Xgwm146F/R) ve Lr34 (csLV34F/R) igin PCR kosullar1

95°C 5 dk
95°C 1 dk W
56°C 1dk g
72°C 1 dk &
72°C 10 dk
Cizelge 2.19. Lr19 (GBF/R) i¢in PCR kosullari
95°C 5dk
95°C  1dk30sn &
s6°C 1dk30sn &
72°C 45 sn @
72°C 5dk

Cizelge 2.20. Lr21 (Lr21F/R) ve Lr46 (STS1BL9F/R) i¢in Gradient-PCR kosullar1

94°C 5 dk

95°C 1dk @
50-60°C  1dk §

729C  1dk30sn =

72°C 10 dk

Cizelge 2.21. Lr22a (Xgwm455F/R) i¢in PCR kosullar1

95°C 5 dk
95°C 1 dk L
530C 1 dk g
720C  1dk30sn &
72°C 10 dk
Cizelge 2.22. Lr24 (J091/2) i¢in PCR kosullari
95°C 5 dk
95°C  1dk30sn &
56°C  1dk 30 sn g
72°C 1 dk E:
720C 10 dk
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Cizelge 2.23. Lr35 (SR39F2/F3) i¢in PCR kosullar1

95°C 10 dk
95°C 1dk =
60°C 1 dk g
72°C 1 dk &
72°C 10 dk

Cizelge 2.24. Lr37 (URIC/LN2) i¢in PCR kosullar1
95°C 10 dk
959C 1 dk w
62°C 1 dk g
72°C 1 dk e
72°C 10 dk

Cizelge 2.25. Lr39 (Xgwm210F/R) i¢in Gradient-PCR kosullari

94°C 5 dk

95°C 1 dk w
51-62°C  1dkK §

720C  1dk30sn &

72°C 10 dk

Cizelge 2.26. Lr47 (PS10LF/R) i¢in PCR kosullar

95°C 5 dk

95°C 1 dk &

620C 1 dk g

720C 1 dk E:

720C 10 dk

2.4.2 Elektroforez

Elektroforez yontemi; elektrik yiiklii alanda DNA, RNA veya protein gibi
makromolekiillerin molekiiler agirlik veya yiik gibi fiziksel ozelliklerine gore anot-katot
yoniinde hareket etmesine ve ayrilmasina dayanan biyoteknolojik bir tekniktir (Syaifudin,
2021).
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Bu tez c¢alismasinda orneklerin PCR islemi gergeklestirildikten sonra istenilen
tiriinlerin elde edilip edilmedigini kontrol etmek icin elektroforez islemi gergeklestirilmistir.
Elektroforez islemi i¢in RedSafe Nucleic Acid Staining Solution eklenen (2,5 ul/100 ml)
%1,5’luk Agaroz jel hazirlanmistir. PCR iriinleri %1,5’luk agaroz jelde, 1X TBE

tamponunda ortalama 100 dakika ve 110 voltta yiiriitme islemi gerceklestirilmistir.
2.5 Verilerin Degerlendirilmesi

Elektroforez isleminden sonra jellerin Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum
ST5 cihazinda UV 1sik altinda goriintiilleme islemi gergeklestirilmistir. Goriintiilime islemi
sonucunda PCR iiriinlerinin istenilen nitelikte olup olmadigi ve PCR isleminin diizglin
gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edilmistir. Her bir Lr geni igin go6zlenen allel
biiytikliikleri baz ¢ifti (bg) olarak hem kontrol ile hem de literatiirde verilen Lr genine 6zgii
amplifikasyon allellerinin biiyiikliikleri ile karsilastirilarak Lr genine ait dayaniklilik olup

olmadigi her bir bugday genotipi i¢in belirlenmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Izole edilen DNA o6rneklerinde yapilan spektrofotometrik dlgiimlerin sonuglarinda
DNA konsantrasyonlarinda en diisiik deger 173,4 ng/ul iken en yiiksek deger 1495,0 ng/ul
olarak, UV absorbans degerlerinin sonuglarinda (260 nm/280 nm) en diisiik deger 1,99 iken
en yiiksek deger 2,14 olarak belirlenmistir. Olciimler sonucunda elde edilen degerler
dogrultusunda DNA konsantrasyonlarinin 10 ng/pul ve 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilmasi

gergeklestirilmistir.

96 bugday cesidinde kahverengi pasa karsit dayanikli olanlar1 belirlemede kullanilan
markira ait primerlerin ¢ogalttigt PCR diriinlerinin boyutu baz ¢ifti (bg) olarak tespit
edilmistir. Bu dogrultuda ¢esitlerin kahverengi pas hastaligina kars1 dayanikli olup olmadigi
belirlenmistir ve bunlar Cizelge 3.1°de ifade edilmistir. Calismada PCR amplifikasyonlar1
olmayan orneklerde tekrar DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Tekrar DNA’s1 izole edilen
cesitlerde PCR islemi en az ii¢ defa tekrar edilmistir. Elektroforez sonucu yapilan UV
goriintiilemede PCR amplifikasyon allleli goériillmeyen ¢esitler kahverengi pas hastaligina

kars1 dayanikli gen bolgesini tasimadig seklinde yorumlanmaistir.
3.1 Lrl (Lr1IRGA1F/R) Geni i¢in Molekiiler Belirte¢ Bulgular

Qui vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada Lr1 geni ile baglantili markir (Lr1RGAT)
ile elde edilen allelin biiylikligii ~605 b¢ olarak bildirilmistir. Calismamizda Lr1RGAI
markirt ile ilgili farkli enzimler, farkli kombinasyonlarda PCR igerigi ve PCR kosullar
denenmistir. Fakat denemeler sonucunda LrlRGA1 markir1 i¢in bir optimizasyon
saglanamamig, denemeler sonucunda Lrl geni ile iliskili beklenen bdlgede PCR

amplifikasyonu gortilmemistir.
3.2 Lr9 (J13/1/2) Geni i¢in Molekiiler Belirte¢ Bulgulari

Schachermayr vd. (1994) tarafindan Lr9 gen bdlgesiyle ilgili ¢calismada J13 markiri
igin 1100 bg¢’de allel gozlenmistir. Calismamizda Lr9 gen bolgesiyle iliskili J13 markir ile
ilgili farkli enzimler, farkli kombinasyonlarda PCR icerigi ve PCR kosullart1 denenmistir.
Fakat denemeler sonucunda J13 markir1 igin bir optimizasyon saglanamamis, denemeler

sonucunda Lr9 gen bolgesiyle iliskili markira ait bolgede PCR amplifikasyonu goriilmemistir.
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Cizelge 3.1. Bugday cesitlerinin kahve rengi pas hastaligina kars1 dayanikliligi (Lr geni var +,
Lr geni yok -)

Ornek Lrl3 Lrl4a Lrl9 Lr22a Lr24 Lr34 Lr37 Lr47

Kodu OrmekAdt  1o3be 174b¢ 130b¢ 147bg 300be 150 b 285bg 282 be
1 Aglica + + + + + - + ¥
2 Esperia + + + + + + + ¥
3 Genesi + + + + + - + +
4 Kate Al + + + + + - + +
5 MAY 8059 + + + + + + ¥ n
6 Mihelca + + + + + - + +
7 Nogal + + + + + - ¥ n
8 Tekirdag + + + + + + ¥ +
9 Tsarevets + + + + + - + +
10 Yiiksel + + - - + - + T
11 Antille + + + + + - + +
12 Albatros + + + + + + + +
13 Atilla 12 + + + + + = + +
14 BC Anica + + + + + r + +
15 Dropia + + + + + - + +
16 Enargo + + + + + - + +
17 Fetih + + + + + - + +
18 Galayeta + + + + + - + +
19 Gelibolu + + + + + - + +
20 Hiiseyinbey + + + + + i n i
21 Koprii + + + + + k + i
22 Krasunia odes’ka  + + + + + . n +
23 KWS WW-01 + + + + + - + +
24 Pehlivan + + + + + - + ¥
25 Prima + + + + + - + +
26 Saraybosna + + + + + - ¥ ¥
27 Sertori + + + + + - + +
28 Turan + + + + + - + +
29  Yubileynaya 100  + + + + + - n ¥
30 Adagio + + + + + - n ¥
31 Adelaide + + + + + - + +
32 Aldane + + + + + - + +
33 Alka + + + + + - + +
34 Artico + + + + + - + +
35 Avorio + + + + + - + +
36 Bono Dea + + + + + - n T
37 Dena + + + + + + + I
38 Enola + + + + + + + +
39 Fiorino + + + + + - + ¥
40 Glosa + + + + + + + ¥
41 Hakan 1 + + + + + n ¥
42 Iridium + + + + + - + +
43 inci 20 + + + - + _ I n
44 Kaan + + + + + - n ¥
45 Montar + + + + + - + +
46 Nina + + + + + - + +
47 Prostor + + + + + - + +
48 Sar1 Mustafa + + + - + - n ¥

N
(%, ]



Cizelge 3.1 (Devam)

Ornek Ornek Adi Lr13 Lrld4a Lrl9 Lr22a Lr24 Lr34 Lr37 Lr47
Kodu 123b¢ 174b¢ 130 b¢ 147 b¢ 300 b¢ 150 b¢ 285b¢ 282 be
49 Selimiye + + + + + - + +
50 Tanya + + + + + - + +
51 Tekira + + + - + - + +
52 Turkuaz + + + + + - + ¥
53 Yunak + + + + + - + +
54 BC Bernarda + + + + + - + +
55 BC irena + + + + + - + +
56 BC Lira + + + + + - + +
57 BC Tena + + + + + - + +
58 Deya + + + + + - + +
59  NKU Ergene + + + + + + + n
60 Flamura 85 + + + + + + + +
61 Golia + + + + + - + +
62 iveta + + + + + + + +
63 KWS WW-02 + + + + + y + ¥
64 Lorena + + + + + - + +
65 MAY 8462 + + + + + - + +
66 Nota + + + + + - + +
67 Rumeli + b + + + + + +
68 Saban + + + + + + + +
69 TT 601 + + + + + + + +
70 Venka 1 i + + + + + + +
71 Bezostaja 1 + + + + + + + +
72 Bereket + + + + + - + +
73 Delebrad 2 + + + + + + + +
74 Geya l + + + + + - + +
75 BC Mandica + + + + + - + ¥
76 Milena + + + + + + + +
77 Momtchill + + + + + + + +
78 Muratbey + + + + + + + +
79 Nomade + + + + + - + +
80 Rebelde + + + + + - + +
81 Safir + + + + + - + +
82 Segor + + + + + - + +
83 Sagittario + + + + + - + +
84 MV Suba + + + + + - + +
85  Syrena odes’ka + + + + + + + +
86 Viktoria + + + + + + + +
87 Quality + + + + + - + +
88 NKU Asiya + + + + + + + +
89 Maden + + + + + + + T
90 Sana + + + + + - + +
91 Pandas + + + + + + + +
92 Bora + + + + + + + +
93 Andino + + + + + - + +
94 NKU Lider + + + + + + + ¥
95 Tina + + + + + n +
96 Tosunbey + + + + + - + +
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3.3 Lr10 (Lrk10D1/D2) Geni i¢in Molekiiler Belirtec Bulgular

Lr10 gen bolgesiyle ilgili yapilan ¢aligmada Lrk10 markirina ait PCR amplifikasyonu
sonucunda 282 bg¢’de allel saptanmistir (Schachermayr, Feuillet ve Keller, 1997). Lr10 gen
bolgesiyle 1iligkili Lrk10 markirt i¢cin tez ¢alismamizda farkli enzimler, farkh
kombinasyonlarda PCR igerigi ve PCR kosullar1 denenmistir. Fakat denemeler sonucunda

Lr10 gen bolgesi ile iliskili Lrk10 markirina ait primerin ¢aligmadigi sonucuna varilmistir.
3.4 Lr13 (Xgwm630F/R) Geni I¢in Molekiiler Belirte¢ Bulgular:

Yapilan ¢aligmalarda Lrl3 gen bdlgesini tasiyan hatlarda Xgwm630 markirinda 123
b¢’de allel varligr bildirilmistir (Seyfarth, Feuillet ve Schachermayr, 2000; Mustafa, Alam,
Khan, Naveed ve Mumtaz, 2013). Bu tez ¢alismasinda 96 bugday ¢esidinde gergeklestirilen
PCR amplifikasyonu sonucunda biitiin ¢esitlerde Lr13 geni ile iligkili Xgwm630 bolgesine ait
123 b¢’de allel gorilmiistiir. Xgwm630 markirina ait agaroz jel goriintiisii Sekil 3.1°de

verilmigtir.

DNA 1 9 10 11 12 13 14 15 16 K,
Ladder

100bp

1000 ===
900 M——

8 -
700 W

600 W
500 w—

400

300

200

Xgwmo630

Sekil 3.1. Lrl3 geni i¢in agaroz jel goriintiisti (K: Kontrol)

3.5 Lrl4a (Xgwm146F/R) Geni i¢cin Molekiiler Belirte¢ Bulgular:

Roder vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda Xgwm146 markirt i¢in 174
be’de allel bildirilmistir. 96 bugday cesidi ile yapilan bu tez calismasinda Lrl4a gen bolgesi
ile iligkili Xgwm146 markirina ait allel biitiin 6rneklerde goériilmiistiir. Xgwm146 markirina

ait agaroz jel goriinttisii Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. Lrl4a geni i¢in agaroz jel goriintiisii (K: Kontrol)

3.6 Lr 19 (GBR/F) Geni I¢cin Molekiiler Belirtec Bulgular

Kahverengi pasa direncli hatlarin Lr19 gen bolgesi ile iliskili GB markirina ait 130 bg
biiyiikligiindeki alleli tasidigi rapor edilmistir (Prins, Groenewald, Marais, Snape ve Koebner,
2001). Tez galigmasinda PCR amplifikasyonu ve elektroforez islemi sonucunda 95 bugday
¢esidinde Lrl19 gen bolgesi ile iliskli GB markirina ait allel gériilmiisken Yiiksel gesidinde

goriilmemistir. GB markirina ait agaroz jel goriintlisii Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Lr19 geni i¢in agaroz jel goriintiisii (K: Kontrol)
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3.7 Lr21 (Lr21F/R) Geni I¢in Molekiiler Belirtec Bulgular

Lr21 gen bolgesiyle ilgili yapilan ¢alisma sonucunda Lr21 markir i¢in 885 bg’de allel
bildirilmistir (Huang ve Bill, 2001). Lr21 gen bolgesiyle ilgili bu tez ¢alismasinda farkli
enzimler, farkli kombinasyonlarda PCR igerigi ve PCR kosullar1 denenmistir. Fakat
denemeler sonucunda Lr21 gen bolgesi igin bir optimizasyon saglanamamis, denemeler

sonucunda Lr21 markirina ait beklenen bolgede PCR amplifikasyonu goriilmemistir.
3.8 Lr22a (Xgwm455F/R) Geni i¢in Molekiiler Belirtec Bulgulari

Lr22a gen bolgesiyle ilgili yapilan calismada Xgwm455 markirina ait PCR
amplifikasyonu sonucu 147 bg’de allel goriilmistiir (Roder, Korzun, Gill ve Ganal, 1998). Bu
tez caligmasinda 92 bugday ¢esidinde Lr22a gen bolgesi ile iliskili Xgwm455 markirina ait
allel tespit edilmistir. Xgwm455 markirina ait agaroz jel gorintiisii Sekil 3.4’te verilmistir.
Yiiksel, Inci 20, Sar1 Mustafa ve Tekira cesitlerinde Xgwm455 markirina ait allel
goriilmemistir.

DNA 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 K
Ladder -

100bp

1000 s—
900 M—
800 M—

700 w——

600 -
500 w——

400 »

Sekil 3.4. Lr22a geni i¢in agaroz jel goriintiisii (K: Kontrol)

3.9 Lr24 (J091/2) Geni i¢in Molekiiler Belirte¢ Bulgular:

Schachermayr vd. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada Lr24 gen bolgesi ile iliskili JO9
markirina ait allel 350 b¢’de goriilmiistiir. Yapilan bir baska c¢alismada ise J09 markirinin

PCR amplifikasyonu sonucunda 310 bg¢’de allel goriilmistiir (Mustafa vd., 2013). Bu tez
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calismasinda J09 markirt icin gerceklestirilen PCR amplifikasyonu sunucu yapilan
elektroforez isleminden elde edilen goriintillerde ~300 bg civarinda 96 c¢esitte de allel

goriilmiistiir. LR24 gen bolgesine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 3.5°te verilmistir.

DNA 15 716" V175 18T 19 T2 0NN 12 20 S 4o Sme2oee2/ 28 K

Ladder

600
50 300 bg

400 —
300- S e RS e - — -— -— o B )
e

200

100

Sekil 3.5. Lr24 geni i¢in agaroz jel goriintiisti (K: Kontrol)

3.10 Lr34 (csLV34F/R) Geni I¢cin Molekiiler Belirte¢ Bulgular:

Lr34 gen bolgesini tastyan hatlarda csLV34 markirt i¢in 150 bg’de allel bildirilmistir
(Lagudah, McFadden, Singh, Huerta-Espine, Bariana ve Spielmeyer, 2006). Bu tez
calismasinda 26 bugday cesidinde PCR amplifikasyonu sonucu Lr34 gen bolgesi ile iliskili
csLV34 markirina ait allel gériilmiistiir. Lr34 gen bolgesine ait agaroz jel gorintiisti Sekil 3.6
ve Sekil 3.7°de verilmistir. csLV34 markirina ait allel goriilen gesitler; Esperia, MAY 8059,
Tekirdag, Albatros, Dena, Enola, Glosa, NKU Ergene, Flamura 85, Iveta, Rumeli, Saban, TT
601, Venka 1, Brnostaja 1, Delebrad 2, Milena, Momtchill, Muratbey, Syrenaodes’ka,
Viktoria, NKU Asiya, Maden, Pandas, Bora ve NKU Lider’dir. Diger bugday cesitlerinde
csLV34 markiri i¢in beklenen biiyiikliikte allel gozlenmemistir.
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DNA
Ladder 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 8
100bp e = =

— - —
-

1000

900

800
700 = -
600

500 —
400
300

csLV34

Sekil 3.6. Lr34 geni icin agaroz jel goriintiisii

DNA 49 50 51 52 53 54 55 56 57
Ladder " &

100bp

1000 s
900 -
800 -
700 w—

600w

500 w—

400

(o) BAVARY:

Sekil 3.7. Lr34 geni i¢in agaroz jel goriintiisti (K: Kontrol)

3.11 Lr35 (SR39F2/3) Geni icin Molekiiler Belirtec Bulgular

Lr35 gen bolgesi igin yapilan ¢alisma sonucunda SR39 markirina ait 900 bg’de allel
goriilmiistiir (Seyfarth, Feuillet, Schachermary, Winzeler ve Keller, 1999). Calismamizda
Lr35 gen bolgesi ile iliskili SR39 markirinda farkli enzimler, farkli kombinasyonlarda PCR
igerigi ve PCR kosullari denenmistir. Fakat denemeler sonucunda Lr35 gen bolgesi i¢in SR39

markirinda bir optimizasyon saglanamamis, denemeler sonucunda SR39 markirina ait

beklenen bolgede PCR amplifikasyonu goriillmemistir.
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3.12 Lr37 (URIC/LN2) Geni I¢in Molekiiler Belirte¢ Bulgular

Lr37 gen bolgesini igin gergeklestirilen PCR amplifikasyonu sonucu URIC/LN2
markirina ait 285 b¢’de allel rapor edilmistir (Helguera vd., 2003). Bu tez ¢alismasinda 96
bugday c¢esidinde de Lr37 geni ile iliskili URIC/LN2 markirina ait allel goériilmiistiir.
URIC/LN2 markirina ait agaroz jel goriintiisii Sekil 3.8°de verilmistir.

DNA
Ladder
100bp

44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 S8 59 60 61 62 63 64 65 66 67 K

1000
900

600 o
500 285 bg

400

300 -_-——-----'-----------i

200

100

URIC/LN2

Sekil 3.8. Lr37 geni i¢in agaroz jel goriintiisti (K: Kontrol)

3.13 Lr39 (Xgwm210F/R) Geni i¢cin Molekiiler Belirte¢ Bulgular:

Lr39 gen bolgesini i¢in gergeklestirilen PCR amplifikasyonu sonucu Xgwm210
markirina ait 182 bg’de allel saptanmistir (Raupp, Sukhwinder-Singh, Brown-Guedira ve Gill,
2001). Lr39 gen bolgesiyle iliskili Xgwm?210 markirinda bu tez ¢alismasinda farkli enzimler,
farkli kombinasyonlarda PCR igerigi ve PCR kosullar1 denenmistir. Fakat denemeler
sonucunda Xgwm?210 markirinda bir optimizasyon saglanamamistir, beklenen bolgede PCR

amplifikasyonu goriilmemistir.
3.14 Lr46 (STS1BLIF/R) Geni i¢in Molekiiler Belirtec Bulgular

Mateos-Hernandez vd. (2006) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Lr46 gen bolgesi
ile iligkili STS1BL markirina ait 400 b¢’de allel goriilmiistiir. STS1BL markiri ile ilgili bu tez
calismasinda farkli enzimler, farkli kombinasyonlarda PCR igerigi ve PCR kosullar
denenmistir. Fakat denemeler sonucunda STS1BL markiri ig¢in bir optimizasyon
saglanamamistir, denemeler sonucunda Lr46 geni ile iliskili beklenen bdolgede allel

goriilmemistir.
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3.15 Lr47 (PS10LR) Geni icin Molekiiler Belirtec Bulgular

Lrd7 gen bolgesini tagiyan hatlarda PS10 markirinda 282 bg’lik allel bildirilmistir
(Helguera, Khan ve Dubcovsky, 2000). Bu tez ¢alismasinda PCR amplifikasyonundan sonra
yapilan elektroforez islemlerinde 96 bugday c¢esidinde Lr47 gen bolgesi ile iligkili PS10
markirina ait 282 bg biiyiikliigiinde allel oldugu goriilmiistiir. PS10 markirina ait agaroz jel
goriintlisii Sekil 3.9°de verilmistir.

DNA 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 K

Ladder
100bp

1000
900
800
700
600
500

400 W

B r - - ' R - - - l
200 W .. " w ™ 1"
100 - 5 " .- ~ -

PS10L

Sekil 3.9. Lr47 geni i¢in agaroz jel goriintiisti (K: Kontrol)

3.16 Lr49 (Xbarc163F/R) Geni I¢in Molekiiler Belirte¢ Bulgular:

Bansal vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Lr49 gen bolgesi ile iliskili Xbarc163
markirinda 199 bg¢’de allel bildirilmistir. Bu tez calismasinda Lr49 gen bolgesiyle ilgili
Xbarc163 markirinda farkli enzimler, farkli kombinasysonlarda PCR igerigi ve PCR kosullari
denenmistir. Calismalar sonucunda optimizasyon saglanamamis ve elektroforez sonucunda

beklenen bolgede allel goriilmemistir.
3.17 Lr58 (Xcfd50F/R) Geni icin Molekiiler Belirtec Bulgular

Kuraparthy vd. (2007) tarafindan Lr58 gen bolgesiyle iliskili Xcfd50 markirinda
yapilan g¢alisma sonucunda 261 bg¢’de allel saptanmustir. Lr58 gen bolgesiyle ilgili Xcfd50
markirinda bu tez ¢calismasinda farkli enzimler, farkli kombinasyonlarda PCR igerigi ve PCR
kosullar1 denenmistir. Fakat denemeler sonucunda Xcfd50 markir1 i¢in bir optimizasyon

saglanamamis, denemeler sonucunda Lr58 genine ait beklenen bolgede allel gériilmemistir.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmast 96 cesit yerli ve yabanci ekmeklik bugday genotiplerindeki
kahverengi pas dayanikli gen (Lr) boélgelerinin tespiti i¢in farkli molekiiler belirtegler
kullanilmistir. Bugday cesitlerinin  petri  kaplarinda ekimleri ve ¢imlendirilmeleri
gerceklestirilmistir. Yeterli biiyiikliige ulasan bugday filizlerinden ornekler alinarak DNA
izolasyonu yapilmustir. izolasyon sonucu elde edilen DNA &rneklerinin PCR isleminde
LriIRGA1F/R (Lr1), J13/1/2 (Lr9), Lrk10D1/D2 (Lr10), Xgwm630F/R (Lr13), Xgwm146F/R
(Lrl4a), GBF/R (Lr19), Lr21F/R (Lr21), Xgwm455F/R (Lr22a), J091/2 (Lr24), csLV34F/R
(Lr34), SR39F2/F3 (Lr35), URIC/LN2 (Lr37), Xgwm210F/R (Lr39), STS1BLOF (Lr46),
PS10LF/R (Lr47), Xbarc1l63F/R (Lr49) ve Xcdf50F/R (Lr58) primerleri kullanilmistir. PCR
optimizasyonu Xgwm630F/R (Lr13), Xgwml46F/R (Lrl4a), GBF/R (Lr19), Xgwm455F/R
(Lr22a), J091/2 (Lr24), csLV34F/R (Lr34), URIC/LN2 (Lr37) ve PS10L/R (Lr47)
primerlerinde saglanmigtir. PCR ile ilgili markira ait DNA bolgelerinin ¢ogaltimi
gerceklestirilerek hangi ¢esitlerin kahverengi pas hastaligina kars1 dayanikliliga sahip oldugu

ortaya ¢ikarilmistir.

Pakistan’da ticari olarak kullanilan bazi bugday ¢esitlerinde yaprak pasina dayanikli
gen bolgeleri ile ilgili calisma gergeklestirilmistir. Calismada bugday ¢esitlerinde Lrl10
(F1.2245, Lr10-6/r2), Lr13 (Xgwm630-2B), Lr21 (Lr21L, Lr21R), Lr24 (J09/1, J09/2), Lr26
(P6M12-P), Lr27 (Xgwm389), Lr31 (Xgwm251) gen bolgeleri incelenmistir ve bitkilerin
dayaniklilik genlerinin tasiyrp tasimadiklart degerlendirilmistir. Lr10 gen bdlgesinde 310
b¢’de, Lrl3 gen bolgesinde 123 bg’de, Lr21 gen bolgesinde 669 bg’de, Lr24 gen bolgesinde
310 bg’de, Lr26 gen bolgesinde 360 bg’de ve Lr3l gen bolgesinde 130 bg’de allel
goriilmistir. Bu bolgelerde amplifikasyon alleline sahip ¢esitler dayanikli olarak ifade
edilmistir. Calismada molekiiler belirteglerin kahverengi pas hastaliga kars1 gergeklestirilen
bugday hatlarinin se¢ilmesinde daha etkili oldugu ve genlerin piramitlenmesi ile gelecekte
ortaya ¢ikacak olan yaprak pasi mutant irklarina kars1 direng gelistirmek i¢in bir yenilik¢i bir
yaklagim oldugu sonucuna varilmistir (Mustafa vd., 2013). Lr13 gen bdlgesi i¢in yapilan bu

calismada belirlenen allel biiyiikliikleri ile tez ¢aligmasinin sonuglart aynidir.

Roder vd. (1998) tarafindan ekmeklik bugdayda mikrosatellitler ile ilgili ¢alisma
yapilmistir. Calismada 230 polimorfik primer setinin gelisimi ve yedi homolog kromozom
grubunu kapsayan 279 mikrosatellit iceren bugday genomunun genetik haritalamasi

yapilmistir. Caligmada kullanilan Lrl4a gen bolgesine ait Xgwml46F/R primeri ile
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gerceklestirilen PCR amplifikasyonu sonucunda 174 bg’de allel goriilmistir. Tez

calismasinda da ayni primer kullanilmis ve 174 b¢’de allel gézlenmistir.

Thinopyrum’dan tiiretilen yaprak pas direnci olan Lrl9 genini igeren bugday
kromozomal bolgelerinin haritalamasi igin AFLP belirtegleri kullanilarak gergeklestirilen
caligmada; Lrl9 gen bdlgesini tasiyan hatlarda 130 bg’de allel bildirilmistir (Groenewald,
Fourie, Marais ve Marais, 2005). Bir baska ¢alismada ise farkli tilkelerde yetistirilmis olan
bugday ¢esitlerinde yaprak pasi diren¢ genleri olan Lrl, Lr9, Lrl10, Lrl9, Lr20, Lr21, Lr24,
Lr26 ve Lr34 ile calisiimistir. Calismada bugday genomlarinda direng genlerinin farkli oldugu
sonucuna vartlmistir. Calismada direng genlerini tasiyan bugday cesitlerinde; Lrl gen
bolgesinde 560 bg’de, Lr10 gen bolgesinde 282 bg’de, Lrl9 gen bolgesinde 130 bg’de, Lr20
gen bolgesinde 542 bg’de, Lr21 gen bolgesinde 885 bg’de, Lr24 gen bolgesinde 350 bg’de,
Lr26 gen bolgesinde 267 bg¢’de ve Lr34 gen bolgesinde 254 bg’de allel goriilmiistiir
(Urbanovich vd., 2006; Vanzetti vd., 2011). Yapilan bu iki ¢alisma ve tez ¢alismasina Lr19

gen bolgesi agisindan bakildiginda ayni sonuglar elde edilmistir.

Hiebert, Thomas, Somers, McCallum ve Fox (2007)’nin ¢alismasinda yetiskin
bitkilerde yaprak pasina dayaniklilikta nemli olan Lr22a geninin mikrosatellitler kullanilarak
haritalamasi yapilmistir. Xgwm455 lokusuna ait gelistirilen SSR primer ¢ifti kullanilarak
yaklasik 150 bg biiyiikliigiinde (Roder vd., 1998) allel tespit edilmis ve Xgwm455 lokusunun
Lr22a genine olan mesafesinin 4.4 cM oldugu bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
bugday genotiplerinden Yiiksel, Inci 20, Sari Mustafa ve Tekira cesitleri hari¢ diger biitiin
genotiplerin Lr22a geni bakimindan dayanikliliga sahip oldugu bulunmustur.

Agropyron elongatum’dan tiiretilmis olan yaprak pasina dayaniklilik geni Lr24 ile
baglantili olan molekiiler belirtecleri belirlemek iizere iki yakin izogenik hat (Arina ve
Lr24/7*Arina) iizerinde c¢alisma yapilmistir. Calismada 115 RFLP probu ile polimorfizm
acisindan tarama gerceklestirilmistir ve 360 RAPD Dbelirteci ile izogenik hatlarin
polimorfizmine bakilmistir. Calismada bugdayin Lr24 diren¢ genine bagli molekiiler
belirtegler tanimlanmustir. Lr24 direng geninde J09/1 ve J09/2 primerlerinde 350 bg’de allel
gozlemlenmistir. Bir RAPD ve alti RFLP belirtecinin Lr24 geni ile tamamen baglantili oldugu
goriilmiistiir (Schachermayr vd. 1995). Mustafa vd. (2013)’nin ¢alismasinda ise Lr24 gen
bolgesi i¢in 310 bg’de ayirt edici allel bildirilmistir. Lr24 gen bolgesi icin tez ¢alismasinda
yapilan ¢aligmalara paralel olacak sekilde 300 bg¢’de allel goriilmiistiir. Calismalarda gézlenen

allel biiyiikligiinde ki farkliliklarin kullanilan elektroforez cesidi ve DNA standardindan
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ortaya ¢ikan farkliliklar kaynakli olabilecegi diisiiniilmiis, calismalarda Lr24 gen bdlgesi

acisindan benzer sonuglar elde edilmistir.

Helguera vd. (2000)’de farkli yaprak pasi suslarina karsi direng saglayan Lr47 gen
bolgesiyle 1ilgili RFLP belirtecinin ABC465 primerinin PCR tabanli belirtece
doniistiirilmesini amaglayan bir c¢alisma yapmiglardir. Calismada Lr47 gen bdlgesi igin
PS10R ve PSI0L primerlerinde kullanilan 6rneklerde 282 bg’de allel goriilmiistiir ve allel
goriilen orneklerde direng genlerinin bulundugu saptanmustir. Lr47 geni Triticum speltoides’in
7S kromozomundan hekzaploid bugday olan T. aestivum’un 7A kromozomuna aktarilmustir.
RFLP belirtegleri ticari ekmeklik bugday cesitlerde Lr47 gen bolgesinin yayilmasin
hizlandirmak i¢in kullanilabilse dahi ¢ok miktarda DNA ve hibridizasyon tekniklerinin
kullanimina ihtiya¢ duyuldugundan RFLP lokusu Xabc465’in PCR tabanli belirtece
dontstiiriilmiistiir. Fakat poliploid tiirlerde PCR tabanli belirte¢ gelistirilmesi diploidlere gore
daha karmasiktir. Bundan dolay1 calismada ortaya ¢ikan sorunlarin iistesinden gelmek igin

farkli homoaleller siralanmistir ve hedeflenen allel i¢in spesifik primerler tasarlanmaistir.

Bager vd., (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirkiye'nin Trakya Bolgesi'nde yogun
olarak yetistirilen 24 ekmeklik bugday ¢esidi genetik materyal olarak kullanilmistir. Tarla
kosullarinda suni yaprak pasi salgini olusturmak i¢in hem kullanilan ¢esitler hem de iki
duyarli ¢esit (Morrocco ve Cumhuriyet 75) ekilmis ve cesitlerin yaprak pasina karsi
reaksiyonlar tarla kosullarinda incelenmistir. CIMMY T'den elde edilen Lr9, Lr14, Lr19, Lr24
ve Lr47 genlerini tasiyan izogenik hatlar, molekiiler analizlerde kontrol genotipleri olarak
kullanilmistir. Tarla kosullarinda Pehlivan, Selimiye, Sagittario, Tina, Anapo, Montchill ve
Saraybosna genotipleri en hassas genotipler olmasina ragmen, en dayanikli ekmeklik bugday
cesitleri Nota, Kate Al, Prostor ve Sana olmustur. Molekiiler belirte¢ analizi ile Sana,
Pehlivan, Golia, Falmura 85, Saroz 95, Renan, Sirena, Kate Al, Selimiye, Bezostojal,
Saraybosna, Nina ve Tina ¢esitlerinin Lr9 genine sahip oldugu belirlenmistir. Tiim ekmeklik
bugday cesitlerinin (Krasunia, Aldane ve Gelibolu ¢esitleri hari¢) Lr14, Lr19, Lr24 ve Lr47
genlerini tagidigl goriilmiistiir. Bu tez ¢calismasinda da tiim genotiplerin Lrl4, Lr24 ve Lr47

genlerini tagidigi, Lr19 genini ise Yiiksel ¢esidi hari¢ tiim genotiplerin tasidigi belirlenmistir.

Lagudah vd., (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada Lr34 gen bolgesini tasiyan hatlarda
150 b¢’de amplifikasyon alleli gériilmiistiir. Sonmez vd., (2022) tarafindan yapilan ¢alismada
123 yerel ve modern ekmeklik bugday c¢esitinde yetiskin bireylerde kahverengi pasa

dayaniklilik saglayan Lr34 geni taranmistir. Calismada yapilan molekiiler analizler sonucunda
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123 gesitten 6 tanesinde (Ankara093-44, Altindane, Bezostajal, Alpu2001 ve Esperia) Lr34
geninin varligi tespit edilmistir. Sonmez vd., (2022)’nin ¢aligmasinin aksine bu tez
calismasinda Bezostajal ve Esperia ¢esidinin Lr34 genini tasidigi tespit edilmistir. Bu tez

calismasinda 26 genotipin Lr34 geni ile iliskili markira ait 150 bg alleli tasidig1 belirlenmistir.

Helguera vd., (2003)’nin ¢aligmasinda Lr37 gen bolgesi i¢in gergeklestirilen URIC-
LN2 markirina ait PCR amplifikasyonu sonucu 285 bg¢’de allel goriilmiistir. Bu tez
calismasinda 96 genotipin Lr37 geni ile iliskili markirinda 285 b¢ biiyiikliigiinde alleli tasidigi
belirlenmistir. Xu vd., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada da ticari bugday cesitlerinde
URIC-LN2 primeri kullanilarak pas hastaligina direnglilik i¢in 285 bg allel gézlendigi, negatif
kontrol olarak kullanilan genotipte ise PCR amplifikasyon bandi gozlenmedigi bildirilmistir.
Yapilan bu ¢alismalar ve tez ¢alismasinda Lr37 gen bolgesi agisindan bakildiginda benzer

sonuclar elde edilmistir.

Diinyada bugdaya olan ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir. Cogu bolgede biyotik ve
abiyotik streslerin ana nedeni olan iklim degisikligi, tarimi olumsuz bir sekilde
etkilemektedir. Tklim degisikligi, kuraklik, yiiksek sicaklik, zararlilar, sel, firtina ve hastalik
salginlariyla mahsulii 6nemli 6lciide etkilemektedir (Atia vd., 2021). Pas hastaliklar1 da diger
bugday hastaliklarindan daha sik meydana gelmesinden dolay1r bugday iiretiminde ciddi bir
tehdit olusturmaktadir (Ye vd., 2022). Pas hastaliklarina kars1 genetik direng ile yapilan 1slah,
hastalikla gelecek olan kayiplara kars1 onlem olarak en ekonomik, giivenilir ve ¢evre dostu bir

yaklagim olarak kabul edilmektedir (Elshafei vd., 2021).

Gelecekteki diinya niifusunun hizla artmakta olan ihtiyaci karsilamak i¢in bugdayda
birim alandan elde edilen verimin arttirilmasi gerekmektedir. Tarimi olumsuz yonde etkileyen
etmenlere karsi ve istenilen Ozelliklerde bugday elde etmek icin 1slah ve yeni cesitlerin
gelistirilmesi biiylik bir Onem tasimaktadir. Bugdayda islah ve yeni cesit gelistirme
caligmalarinda hem zamandan kazanmak hem de daha kesin sonuglar elde etmek icin
molekiiler belirtecler kullanilarak genetik karakterizasyonlar1 yapilmalidir. Tez ¢alismasinin
amaci; 1slah programlarinda dayanikli genleri igeren cesitlerin kullanilmasin1 saglamaktir.
Islah programlarinda dayanikli genleri igeren gesitlerin kullanilmasiyla kesin sonuglara daha
kisa slirede ulasma imkam1 saglayacagi ve kahverengi pas hastaligindan dolayr verim
kayiplarinin minimuma indirilmesinde etkili olacagi sonucuna varilmistir. Ayrica calisma
1slah  calismalarinda molekiiler belirteglerin  daha aktif kullanilmas1 gerektiginide

gostermektedir.
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