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OZET Aragtirma Makalesi
Calismada, Turkiye’de ekmeklik bugday tariminda siklikla tercih

edilen gesitler, CIMMYT-Meksika’dan temin edilen Thatcher hatlar Makale Tarihgesi

ve bu genotipler arasinda yapilan melezlemeler sonucu elde edilen F: Gelig Tarihi  :15.05.2020
melez genomlarinda, SSR (Basit Dizi Tekrarlari-Mikrosatelit) Kabul Tarihi :27.10.2020
yontemi kullanmilarak, kahverengi pas hastaligina dayamkhlik

genleri arasinda 6nemli bir yere sahip olan Lr10 geninin varhgin Anahtar Kelimeler
incelenmigtir. Arastirma yer alan genotipler, 2013-2017 yetistirme Ekmeklik bugday
donemlerinde; deneme materyalinin c¢ogaltilmasi, genotipler arasi SSR (Mikrosatalit)
melezlemelerin gerceklestirilmesi ve kahverengi pas hastaliginin Lr10

arazi gozlemlerinin yapilmas1 amaciyla Bursa Uludag Universitesi Molekiler Markor

Ziraat Fakiltesi deneme alaninda yetistirilmistir. Yapilan
melezlemeler sonucu elde edilen 13 adet Fi1 hatti, 22 adet ekmeklik
(Triticum aestivum L.) bugday cesidi ile 2 adet Thatcher hat (Lr10,
TeHassas), Bursa Uludag Universitesi Tarla Bitkileri Béliimii
Tohumluk Laboratuvarinda SSR (mikrosatlit) yontemi kullanilarak
DNA analizlerine tabi tutulmustur. Yapilan analizler sonucunda
Lri0 geni; Karatopak, Kasifbey ve Giin-91 cesitlerinde tespit
edilmistir. Yapilan bu calisma; ekmeklik bugdayda SSR tekniginin
kahverengi pas dayaniklilik genlerini belirlemede kullanilabilir
oldugunu saptamis ve ayrica calismada yer alan Thatcher (yakin
izogenik) hatlarinin dar bir genetik yapiya sahip olmalari sebebiyle,
taranan dayaniklibk genlerini belirlemede iyi bir belirte¢ genom
oldugu sonucunda varnlmistir. Gelecekte yurutiulecek 1slah
programlarinda dayaniklilik genleri iceren genotiplerin
belirlenmesinde molekiiler markorlerin kullanilmasinin kisa stirede
ve kesin sonuclara ulagsmada etkili olacagi sonucuna ulagilmigtir.

Identifying Leaf Rust Resistance Gene Lri0 in Some Bread Wheat Using Simple Sequence Repeat
(SSR) Marker

ABSTRACT Research Article
In this study, the existence of the Lr10 gene, which has an important
place among the leaf rust disease genes, was investigated by using Article History
the SSR (Simple Sequence Repeats-Microsatelite) method in Received - 15.05.2020
frequently used F1 hybrid genomes bread wheat that bred from Accepted £ 27.10.2020
Thatcher lines of CIMMYT Mexico. In order to reproduce the trial
plant material, to perform cross-genotypes and to make field Keywords
observations of leaf rust disease, 13 F1 lines, 22 bread (7riticum Bread v&{heat .
aestivum L. wheat varieties and 2 Thatcher lines (Lr10, Tc SSR (Microsatellite)
susceptible) a study was conducted at the experiment fields of Bursa Lr10

Molecular Marker

Uludag University Faculty of Agriculture, Agricultural Application
and Research Center between 2013-2017. genotypes were subjected
to DNA analysis using the SSR (microsatite) method in the Seed
Laboratory of the Field Crops Department of the Bursa Uludag
University Faculty of Agriculture. The analysis results indicated the
existence of the Lri0 gene in Karatopak, Kasifbey and Gun-91
varieties. In this study; The SSR technique was found to be useful for
determining leaf rust resistance genes in bread wheat, and it was
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also concluded that the Thatcher (close isogenic) lines in the study
had a narrow genetic structure, so it was considered a good marker
genome to determine the screened resistance genes. It has been
concluded that the use of molecular markers in determining
genotypes containing resistance genes in breeding programs will be

effective in the future.

Ataf I¢in: Kurt Polat P O, Yagdi K 2021. Bazi Ekmeklik Bugday Genotiplerinde SSR (Mikrosatalit) Markoérii Kullanilarak
Kahverengi Pas Dayamklilik Geni ZLri0un Belirlenmesi. KSU Tarim ve Doga Derg 24 (4): 850-858. DOL:

10.18016/ksutarimdoga.vi.738143.

To Cite : Kurt Polat P O, Yagdi K 2021. Identifying Leaf Rust Resistance Gene LrI0 in Some Bread Wheat Using Simple
Sequence Repeat (SSR) Marker. KSU J. Agric Nat. 24 (4): 850-858. DOI: 10.18016/ksutarimdoga.vi.738143.

GIRIS

Bugday, diunyada ekilis ve Uretim bakimindan ilk
sirada yer alan, insan ve hayvan beslenmesi icin
onemli bir kiiltir bitkisidir (Yagdi 2002). Bugday
bitkisi ¢ok farkli c¢egitleri ihtiva etmesi, genis
adaptasyon yetenegi ve kullanim alanlarinin ¢oklugu
sebebiyle ekvatordan kutuplara, algak ovalardan
yuksek yaylalara kadar genig alanlara
yayilabilmistir. Yiksek nem, verimli toprak isteyen
bugday cesitlerinin yaninda, verimliligi dusuk
topraklarda yetigsebilen bugday cesitleri de vardir.
Diunya genelinde besinlerden alinan kalorinin
%20’sini saglayan ve nufusun % 35'inin temel besini

olan bugday, Tirkiye icin de stratejik trinlerden
birisidir (FAO 2018)

FAO 2018 yili verilerine gore bugday, Dinya’da 214
milyon ha ekim alanina, 734 milyon ton f{iretime
sahipken, Tirkiye’de 7,2 milyon ha ekim alanina, 20
milyon ton iiretime sahiptir (FAO 2018). Diinya’da
bugday ekilis alami olarak Hindistan, tiretim miktari
olarak 1se Avrupa Birligi ilk siray1 almaktadir.
Turkiye ise %3luk uretim miktar1 ile diinya
genelinde 9. sirada yer almaktadir.

Turkiye i¢in 6nemli bir kultir bitkisi olan bugdayin
son yillarda ekim alanlarinda azalma
gézlemlenmektedir (FAO 2019). Buna karsin niifus
her gecen gin artmakta ve bugdayin kullanim
alanlari, ihtiya¢ miktar1 da niifus artisina paralel
olarak artmaktadir. Ekim alanlar1 azalirken talebin
artiginda ki ters orantinin dengelenebilmesi i¢in
verimin arttirilmas1 tek c¢aredir. Sadece verim
artiginin  glinimiiz bugday tiketim kosullarinda
yetersiz oldugu bilinmektedir. Verim artisinin yani
sira, biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayanikls,

ustin kalite o6zelliklerine sahip c¢esitlere ihtiyag
duyulmaktadir.
Bitkisel tretimde; giibreleme, sulama, zirai ilag

kullanimini1 ve bakim iglemleri 6nemli verim artiglar
saglamis olmakla beraber bu denli yogun tarimsal
faaliyetler cevre tuzerinde ve ekim alanlarinda
olumsuz etkiler yaratmigtir ve belirli bir noktadan
sonra istenilen verim degerlerine ulagilamamigtir. Bu
sebeple 1slah yontemleri her gecen giin Gnem
kazanmaktadir. Klasik 1slah yontemleri ve mevcut
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tarim  alanlar1  tizerinde kullanilan  tarimsal
tekniklerle ontimiizdeki 20 yil igerisinde artacak
diinya nufusuna yetecek gida maddeleri tretimi
mimkin gorilmemektedir. Bu sebeple molekiiler
1slah yontemleri, hastalik ve zararlilara; kuraklik ve
tuzluluk gibi ¢evre kogullarina dayanikli, bitki besin
maddeleri igerigi iyilestirilmis yiiksek kaliteli ve
verimli yeni c¢esitlerin gelistirilmesi i¢in bitki
1slahgilarina  buyuk kolayliklar saglayacak yeni
yontemler olarak uygulamaya alinmistir (Cetiner
2015).

Bugday uretimini 6nemli 6l¢tide sinirlandiran biyotik
stres faktorlerinin basinda tiim dinyada oldugu gibi
Turkiye’ de de pas hastaliklar1 gelmektedir. Epidemi
yillarinda hassas cesitler lizerinde meydana gelen
erken enfeksiyonlar sonucu lriin kayiplari, % 90’lara
kadar c¢ikabilmekte (Aktas 2001) ve cesitlerin
tamamen uretimden kaldirilmasina neden
olabilmektedir. Turkiye’ de bugine kadar bugday
bitkisinde farkli pas tiirlerinin olusturdugu ortalama
kayiplarin tane veriminde 53,1 kg/da (% 9,4), 1000
tane agirhiginda ise 4,3 g (% 9,3) oldugu belirlenmistir
(Arslan ve ark. 2002). Kahverengi pas genellikle
yapraklarda olusturdugu pustiuller ile fotosentez
alamini kisitlamaktadir. Uriin kaybi, bagaktaki tane
sayisinin azalmasina, tane boyutunun kii¢iilmesine,
1000 tane ve hektolitre agirhiginin azalmasi seklinde
olmakta, protein igeriginin azalmasi ile de kalite
kaybi olugsmaktadir (Arslan ve ark. 2002).

Zirai Micadele Teknik Talimatlarin da hastalikla
micadele yontemleri agikca belirtilmekle birlikte en
etkili yontem dayamikli bugday c¢esitlerinin
belirlenerek veya geligtirilerek kullanilmasidir.

Bugdayda kahverengi pas hastaligina kars1 dayanikh
gesitler geligtirmek i¢in yapilan 1slah ¢aligmalarinda,
klasik  1slah  yontemleri  kullamilarak  farkl
dayaniklilhik genlerine sahip g¢esitler melezlenip
dayaniklillk genleri tek bir c¢esitte toplanmaya
calisilmigtir. Son yillarda ise DNA c¢alismalari 6nemli
hale gelmigtir ve molekiiler markérlerin gelistirilerek
markor  destekli  seleksiyon c¢alismalar1i  hiz
kazanmigtir bu sayede tahillarda da verim, kalite ile
hastalik ve zararhlara dayaniklilik gibi konularda
yapilan c¢alismalar artarak basarili sonucglar elde
edilmistir. Markoér destekli seleksiyon (MAS) ile 1slah



KSU Tarim ve Doga Derg 24 (4): 850-858, 2021
KSU J. Agric Nat 24 (4): 850-858, 2021

Aragtirma Makalesi
Research Article

calismalar1 daha kisa siirede ve daha az iggucu ile
tamamlanabilmekte ve bunlarin yani sira gereksinim
duyulan popiilasyon buyukligi de klasik 1slaha
nazaran ¢ok daha kiiciik olmaktadir (Gupta ve
Varshney 2000, Babu ve ark. 2004).

Bugday genomunda bulunan ¢ok sayidaki hastalik ve
zararlilara dayamiklilik o6zellikleri biiyik genler
tarafindan kontrol edildigi, genomunun buyluk ve
kompleks bir yapiya sahip olmasi, ploidi dizeyi ve
polimorfizm seviyesinin dusiik olmasi sebebiyle
yuritilen molekiiller genetik calismalar1 diger
bitkilere kiyasla daha fazla zaman almaktadir
(Hoisington ve ark. 1999). Markér destekli seleksiyon
(MAS), bu sorunlara c¢oziim getirmek amaciyla
gelistirilen bir yaklasimdir (Francia ve ark. 2004).
MAS yontemi kullanilarak yabani ve kiiltire alinmig
bugday c¢esitlerinde kahverengi pas hastaligina
dayanmikli gen tespit etme calismalar1 sonucunda
giinimiizde 80’¢ yakin kahverengi pasa dayaniklihik
geni (Lr) tespit edilmistir (Davoyan ve ark. 2014).
Zaman i¢inde yapilan c¢alismalar sonucunda
gorillmiistiir ki, tek bir dayaniklilik (Lir) genine sahip
cesitlerin kahverengi pas hastaligina kars1 gosterdigi
dayamiklilik  ilaglamalar  sonucu  kazandirilan
dayanikliliktan daha fazla olmustur (Watson ve
Singh 1952, Messmer ve ark. 2000). Bu nedenlerle
DNA  markorleri  1slah  galigmalarinda  bitki
materyallerinin seleksiyonu i¢in en iyi arag¢ olarak
goriilmektedir (Ovesna ve ark. 2002, Eserkaya 2010).

Kahverengi pas dayaniklilik genlerinin
belirlenmesinde SSR ve diger DNA markorleri
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. SSR markérleri
haritalamada, gesitlerin belirlenmesinde, germplazm
muhafazasinda, melezlerin belirlenmesinde, gen
havuzu varyasyonu analizlerinde ve de ekonomik
oneme sahip ozellikler i¢in belirleyici markorler
olarak  kullamilmaktadir. Iglevselliginin  yiiksek
olmasinin yam sira, her bir gen tespiti i¢in spesifik
primerlere ihtiya¢ duyulmasi, mikrosatelitleri ilk
asamadan itibaren belirlemenin ve gelistirmenin
pahali ve zaman alici olmasi SSR yo6nteminin
zorlayic1 kismini olusturmaktadir (Jones ve ark.
1997).

Yirutilen bu ¢alismada; yurdumuzda yogun olarak
tarim1  yapilan ekmeklik bugday cesitlerinde,
kahverengi pas hastaligina dayamkhlik saglayan
Lri10 geninin basit dizi tekrarlar1 (SSRs) markérii ile
incelemeye alinarak genotiplerdeki varhg:
arastirilmigtir. Ayrica dayamiklhi-duyarlhh genotipler
arasinda yapilan melezlemeler ile de dayaniklilik

genlerinin aktarimi  yonlinden incelemeler de
bulunulmustur.

MATERYAL ve METOD

Bitki Materyali

Calismada Turkiyede bulunan farkli Tarimsal
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Aragtirma Enstitiileri ile Bursa Uludag Universitesi
Ziraat Fakultesinden temin edilen 22 adet ekmeklik
bugday cesidi ve 2 adet kahverengi pas hastalig1 geni
bakimindan genotipi bilinen CIMMYT-Meksika’dan
saglanan izogenik hatlar (Thatcher hat-Lr10,
TcHassas) ve bu genotipler arasinda gerceklestirilen
melezlemeler sonucunda elde edilen 13 adet F1
melezi ile beraber toplamda 37 genotip kullanilmigtir.
Calismada yer alan genotipler ; Thatcher Line-Lr10
(Pozitif Kontrol), TcHassas, Bayraktar, Bezostaja,
Cumbhuriyet, Golia, Bandirma-97, Karatopak, Goénen-
98, Kose 093/39, Pehlivan, Kasifbey, Aldane, Giin91,
Tahirova-2000, Flamura-85, Ceyhan-99, Tkizce, Izmir-
85, Atilla-12, Gerek79, Karacabey-97, Koéksal2000,
Guadalupe, KoksalxFlamura, KoksalxKaratopak,
KoksalxLr19, AldanexKaratopak, IkizcexLir10,
izmieraratopak, TcHassasxKoksal, izmirer19,
FlamuraxLr10, FlamuraxKaratopak,FlamuraxLr19,
BezostajaxKaratopak, AldanexKoksal F1
melezleridir.

Calismada bitki materyali olarak kullanilan ¢esit ve
hatlarin yetistirilmesi ve melezleme ¢aligmalar1 2013-
2017 yillarinda Bursa Uludag Universitesi Ziraat
Fakiiltesi  Arastirma ve  Deneme  alaninda
gerceklestirilmigtir. Deneme alami topraklarinin
mekanik analizi sonucunda elde edilen degerlerden
topraklarin genellikle agir biinyeli, pH
gruplandirilmasinda yarisindan fazlasinin orta lkalin
grubuna girdigi, tuzluluk gruplandirilmasinda
tamaminin tuzluluk yoniinden bir problemi olmadigi
belirtilmigtir (Deveciler 2005). Bursa Ilinde iklim ise
Karadeniz ile Akdeniz iklimleri arasinda bir gecis
niteligi gostermektedir. Yaz donemlerinde kurakhigin
gorilmedigi ilde, kig aylarm da ¢ok sert
gecmemektedir (Anonim 2010).

Calismada yer alan ve islahcilar1 tarafindan arazi
denemeleri sonucunda kahverengi pasa duyarls,
dayanikli ve dayaniksiz olduklar1 belirtilen ekmeklik
bugday cesitleri ve Thatcher hatlar 2013-2014 ve
2014-2015 dretim yillarinda tohum cogaltmak
amaciyla Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Aragtirma ve Deneme Arazilerine ekilmigtir. 2014-
2015 tretim yilinda ise melez bahgeleri olusturulmus
ve belirlenen genotipler arasinda Nisan 2015
tarihinde 13 farkli kombinasyonda melezlemeler
yapilmigtir. Elde edilen F1 tohumlarinin tamami ve
calismada yer alan ekmeklik bugday cesitleri ile
Thatcher hatlar genomik calisma yapilmak tizere
Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla
Bitkileri Tohumluk laboratuvarinda ¢imlendirilip
DNA  izolasyonlar1  yapilmigtir ve -20 ©0C
kaldirilmigtar.

Kahverengi Pas Hastaliginin Arazi Kosgullarinda
Tanimlanmasi

Calismada yer alan cesitlerin, kahverengi
hastaligina dayamikhhklar1 1slahcilar:

pas
tarafindan



KSU Tarim ve Doga Derg 24 (4): 850-858, 2021
KSU J. Agric Nat 24 (4): 850-858, 2021

Aragtirma Makalesi
Research Article

arazi ve seralarda yurutilen calismalar sonucunda
gézleme dayali olarak tespit edilmis olup bu sonuglar
Cizelge 1’de verilmisgtir.

Cizelge 1. Calismada yer alan cesitlerin, 1slahcilar:
tarafindan belirtilen
hastaligina kars1 dayaniklilik durumlar

Table 1. The resistance of the cultivars in the study to
brown rust disease stated by their

kahverengi pas

breeders
Dayanikh Dayaniksiz Bilinmiyor
Resistant Non-Resistant Unknow
Lr10 Gonen Bezostaja
Flamura Koksal 2000 Ceyhan
Aldane TcHassas Guadalupe
Karacabey Tkizce-96 Gin-91
Golia Izmir-85 Gerek-79
Atilla-12 Kose
Karatopak Pehlivan
Cumbhuriyet Kasifbey
Bayraktar
Tairova
Bandirma
Baz1  cesitlerin, kahverengi pas hastaligina
dayamklilik durumlari 1slahcilar: tarafindan

belirtilmedigi igin, basta bu c¢esitler olmak tizere

calisgmada yer alan tiim genotiplerin kahverengi pas
hastaligina dayanikhlik gézlemleri tiim tretim yillar
boyunca Cobb skalasina gore gerceklestirilmistir ve
sonuclar hem molekiiler ¢alisma sonuglar ile hem de
1slahgilarin = kendi  gesitleri  i¢in  belirttikleri
dayaniklilik durumlariyla beraber bulgular kisminda
degerlendirilmigtir.

Yapilan c¢alismalarda arazide enfeksiyon oranin
belirlenmesinde, hastalik siddeti ve konukcu
reaksiyonu enfeksiyon katsayisi olarak isimlendirilen
tek bir degerle ifade edilmektedir. Bu deger, bitkinin
bayrak yapraginda goézlenen reaksiyon tipine ve
hastaligin siddetinin yiizde (%) cinsinden verilen 2
degerin ¢arpilmasi sonucu bulunmaktadar.

Kahverengi pas hastalik siddetinin belirlenmesinde,
Roelfs ve ark. (1992) gelistirdigi Cobb skalas1 teknigi
uygulanmigtir. Buna gore; arazide ki bugday
bitkilerinde, bayrak yapraginin pas pustilleriyle
kapl olan alaninin tiim yaprak alanina olan oram (%)
hesaplanarak belirlenmektedir. Cobb skalasinda; Iz
(2), 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
kademeleri kullanilmaktadir.

Calismada yer alan genotiplerin kahverengi pas
hastaligina karsi gosterdikleri reaksiyon tipleri
Peterson ve ark. (1948) yaptiklar1 calisma sonucu
belirledikleri skala dikkate alinarak belirlenmigtir
(Cizelge 2).

Cizelge 2. Pas Hastaligina karsi gosterilen reaksiyon tipleri
Table 2. Reaction Types for Rust Disease

Konukc¢u Tepkisi Enfeksiyon Tipi | Hastalik Belirtisi

FungusResponse Infection Type Leaf Rust symptom

Dayanikli R Nekrotik ve klorotik alanlar goriilmekte, piistiller yok

Orta Dayanikli MR Nekrotik ve klorotik alanlar gorilmekte, pustiller ¢cok kigik

Orta Duyarh MS Kiigiikten orta buytklige kadar pistiiller goriilmekte, nekrotik alan
yok fakat belirgin klorotik alanlar bulunabilir

Duyarh S Orta biuytiklikte pistiiller goriilmekte, nekrotik alan yok, kiigik
klorotik alanlar gorilebilir

R=0,2; MR= 0,4; MS=0,8;

S=ise 1 degerlerini almaktadirlar.

Hastalik gruplandirmasi1 yapilirken; Enfeksiyon Katsayis1 (E.K.) 0 (sifir); reaksiyonu icin immun, E.K. 1-5 reaksiyonu igin;
Dayanikli, E.K. 6-20 reaksiyonu i¢in; Orta Dayanikli, E.K. 21-40 reaksiyonu i¢in; Orta Hassas, E.K. 41-100 reaksiyonu i¢in; Hassas
yorumu yapilmistir. Calismada yer alan her genotip icin Enfeksiyon Katsayisi1 (EK) hesaplanmis olup Bulgular kisminda detaylh

olarak agiklanmistir.

Genomik DNA Izolasyonu

Calismada yer alan tim genotipler laboratuvar

ortaminda kucik plastik kaplarin her
10ar tohum ekilerek
Genomik DNA

icerisine
¢imlendirilmistir.

oda

birinin
sicakliginda
izolasyonu igin

bitkiler 14 giin sonra yaklagik olarak 13-15 cm
arasinda boya ulagtiklarinda yani ti¢ yaprakli doneme
geldiklerinde kullamilmiglardir. DNA izolasyonu igin
Qiagen Dneasy Plant Mini Kit kullanilmigtir.

DNA analiz sonuglarinin dogru degerlendirilmesi i¢in
PCR reaksiyonlarinda yer alan her Ornekten esit
yogunlukta DNA kullamilmasi1 gereklidir. Her
ornekten PCR agsamasinda kullanilacak DNA
miktarinin yogunlugu esit olmasi i¢in 50 mg/ul olacak
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sekilde ayarlanmigtir. PCR kosullarinin ¢aligilan
laboratuvarda dogru sonucglar verebilmesi igin
standardizasyonun ve her primer igin en uygun
baglanma sicakhgn (Tm)  ¢ok iyi uyarlanmasi
gerekmektedir. Caligmada kullanilan PCR reaksiyon
hacmi ve PCR donglist sirasiyla Cizelge 3 ve Cizelge
4’te verilmigtir.

PCR igleminde LRI0 geni igin 20 baz dizilimli SSR
primeri kullanilmigtir (Lr 10 (F):
GTGTAATGCATGCAGGTTCC, Lr10 R):
AGGTGTGAGTGAGTTATGTT) bu primerin 310
bp’de bant vermesi beklenmektedir (Schachermayr ve
ark. 1994, Schachermayr ve ark. 1997).
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Cizelge 3. PCR reaksiyon hacmi
Table3. PCR reaction Volume

Genomik DNA 1ul
Primer (F) 0,5 pl
Primer (R) 0,5 ul
MgSO04 3ul
dNTP 0,5 ul
Taq DNA 1pul
10Xbuffer 5 pl
ddH:20 38,5 ul
Reaksiyon hacmi 50ul

Cizelge 4. PCR dongust
Table 4. PCR Cycle

Islem Sicaklik Siire )

On Denatirasyon | 94 CO 5 dk

Denatiirasyon 94 CO 1dk

Baglanma 62 C0 1dk [ 40
Dongii

Uzama 72 CO 1dk

Son Uzama 72 CO 10 dk

PCR drunleri Qiagen QIAxcel Advanced cihazinda
gorintilenmistir.  Urtinlerin  bant  agirhiklarim
belirlemek i¢in 100 bg¢-10 kb’lik DNA yikleme
markora  kullanilmigtir. PCR  drinlerinin  Qiagen
QIAxcel Advanced cihazina yiiklenmesinin ardindan
calismada yer alan tum genotiplerde LRI0 geni
taranmagtir. Calismalarin sonucunda ise
litaratiirlerde belirtildigi gibi; Lr10 geni i¢in 310 bp’
de, bant olusumlari elde edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

PCR turunlerinde LRI10 geninin varligimin taranmasi
icin Qiaxcell Screengel 1.4 yazilimi kullanilmigtir.
Kullanilan cihazda bantlarin hizalama islemleri
alignment marker (hizalama markor) ile
gerceklestirilmigtir. Sekil 1 incelendiginde, 1.
siradaki kuyucuga Lr10 genini tasiyan yakin izogenik
Lr10 hatt1 pozitif kontrol olarak yuklenmis ve kalan
37 genotip sekil 1'de belirtildigi sirada Oiaxcell
Advance Kapilar Sistemin kuyucuklarina
yiklenmigtir. Birinci sirada yiikli olan pozitif kontrol
(Thatcher Lr10), beklenildigi gibi 310 bp’de bant
vermigtir. Incelenen genotiplerin bazlar1 Lr10’nu
tasiyan 1 No'lu kuyucukda ki hat ile polimorfizm
gostermigtir. Buna gore jel gorlintiisinde 8 nolu
kuyucukta yikli bulunan Karatopak, 12 nolu
kuyucukta yukli olan Kasifbey, 14 nolu kuyucukta
yiukli olan Giin91 ekmeklik bugday cesitlerinde Lr10
geninin varhigi belirlenmistir. Kalan 19 cesitte ve F1
melezlerinde Lr10 geni bulunmamaktadir.

Bu calismada elde edilen bulgulara paralel sonuglar
elde eden Kolmer ve ark. (2013) Tirkiye'de pas
hastaliginin  yaygin olarak gorildigi 8 ilden
topladiklar1 pas hastalik sporlarini 20 Thacher hatta

inokule etmiglerdir ve dayaniklhiliklarini
incelemiglerdir. Calismalarinin sonucunda Lr10
geninin Turk ekmeklik bugday c¢esitlerinde az
rastlandig1 sonucuna ulagmiglardir.

Hussain ve ark. (2011) Pakistan’ da yaptiklan
calisgmalarinda 25 ekmeklik bugday c¢esidinde SSR
yontemini kullanarak Lr10 genini taramiglardir ve
sonug¢ olarak 18 ¢esitte Lr10 genine rastlamiglardir,
Stepien ve ark. (2003) Isvi¢re’ de 37 ekmeklik bugday
¢esidinde Lr10 genini taramiglar ve 16 g¢esidin Lr10
geninin  ihtiva  ettigini ortaya koymusglardir.
Hanzolavd ve ark. (20090 molekiiler markér
yonteminden SSR (mikrosatelit) kullanarak 27
ekmeklik bugday ¢esidinde Lr10 genini taramiglar ve
10 gesitte Lir10 genini bulmuglardir. Vanzetti ve ark.
(2011) Arjantinde yiiriittiikkleri ¢calismalarinda yerel
66 ekmeklik bugday c¢esitinde, Lr10 geninin de i¢inde
bulundugu toplamda 14 Lr geninin kahverengi pas
hastaligina kars1 dayamklilik giicini oélgmisler ve
Lr10 geninin tek basina ¢ok dusik dayaniklilik
gosterdigini buna karsihik bagka Lr genleri ile bir
araya geldiginde yuksek dayamiklihk gosterdigi
sonucuna ulagmiglardir.

Calismada yer alan genotiplerin pas hastaligina karsi
Cobb sikalasina gore sinmiflandirilmasi yapilmigtir ve
Enfeksiyon Katsayilar1 hesaplanarak Cizelge 5de
verilmigtir.

Cizelge 5'de Cobb skalasina gore degerlendirilen
cesitlerin, kahverengi pas hastaligina tepkileri
verilmistir. Buna gére ; L10, Izmir-85, Bandirma-97,
Tahirova, Ceyhan-99, Gerek-79, Karatopak ve Golia
gesitleri dayanikli grubunda yer alirken; Cumhuriyet,
Karacabey-97, Bayraktar, Kasifbey, Pehlivan, Kose
200/39, Guadalupe, Bezostaja orta dayanikh, Aldane,
Tkizce-96, Atilla-12, Koksal-2000, Gin-91 orta hassas,
Flamura, Goénen-98, TcHassas cesitleri ise hassas
grubunda yer almigtir.

Bugday cesitlerinin kahverengi pas hastaligina karsi
gosterdikleri  dayamklilik  giicii, genomlarinda
tagidiklar1 Lr genlerine ve bu genlerin diger genlerle
olan iligkilerine gére en alt seviyeden en lst seviyeye
kadar varyasyon gostermektedir. Bazi Lr dayaniklilik
genleri tek baslarina kahverengi pas hastaligina
karg1 dayanmikhilik gosteriyor olmasina kargin baz Lr
genleri bu kadar giiglii olamamakta ve tek baslarina
bir genomda bulunmalar1i o g¢esidin dayanikhihik
gostermesine yetmemektedir (Urbanovich ark. 2006).

Bu sonuglar dogrultusunda tiim genotiplere ait bant
olusumlarin1 yorumlandiginizda; 8 nolu kuyucukta
yer alan Karatopak cesitinde Lr10 geninin ihtiva
ettigi  belirlenmigtir. Karatopak ¢esidi arazi
kogullarinda da kahverengi pasa dayanikhilik
gostermistir ve Cobb Skalasina gére 1 (5R) degerini
almigtir.
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Sekil 1. Lr10 primerinin hatlardaki sonuclar1 (310 bp)

Figure 1. Results of Lr10 primer in lines (310 bp)
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Cizelge 5. Cobb Sikalasina genotiplerin Kahverengi Pas Hastaligina Tepkileri
Tab]e.b'. Response of Genotypes to Brown Rust Disease in Cobb Scale

Cesit Ismi Skala Degeri Cesit Ismi Skala Degeri
Genotypes Scale Value Genotypes Scale Value
Flamura 80  (80S) Bandirma-97 2  (10R)
Cumhuriyet 8  (10MS) Koksal-2000 24  (30MS)
Aldane 40  (408) Pehlivan 6 (30R)
Karacabey-97 8 (20MR) Tahirova 1 (5R)
Lr10 0,4 (2R) Kose220/39 8  (20MR)
Lr19 1 (5R) Ceyhan-99 2 (6MR)
Génen-98 60  (60S) Guadalupe 8  (20MR)
Izmir-85 1 (5R) Giin-91 32 (40MS)
TcHassas 50  (508) Gerek-79 4 (20R)
Bayraktar 16 (40MR) Bezostaja 10 (108)
Ikizce-96 40  (408) Karatopak 1 (5R)
Kasifbey 6 (30R) Golia 1 (5R)
Atilla-12 40  (408)

12 nolu kuyucukta yer alan Kasifbey ¢esidi ise 1 nolu dayaniksiz  oldugu, Bezostaja cesidinin  ise

hatta yer alan Lr10 ile polimorfizm goésteren bir diger
genotip olarak karsiya cikmaktadir. Kasifbey
genotipinin ¢esit Ozelliklerinde kahverengi pas
hastaligina dayamikliligr bilinmemektedir. Cizelge 5’
de yer alan Cobb Skalasi incelendiginde Kasifbey
cesidinin kahverengi pas hastaligina karsi, orta
dayanmikli oldugu gorulmektedir. Elde edilen sonugcta

ise Kagifbey cesidinde Lrl0 geninin varhg
belirlenmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda Kasifbey
ekmeklik  bugday c¢esitinde kahverengi pas

hastaligina dayaniklilik genlerinden biri olan Lr10
geninin varligr kamtlanmistir ancak bu sonug
Kasifbey cesidinin kahverengi pas hastaligina
tamamen dayanikli oldugu anlamina gelmemektedir.
37 genotip i¢inde 1 nolu hatta yer alan Lr10 genotipi
ile polimorfizm gosteren son genotip ise 14 nolu
kuyucukta yer alan Gin 91 g¢esididir. Gin 91
cesitinin  de, 1slahc¢is1i  tarafindan  belirtilen
ozelliklerinde kahverengi pas hastaligina
dayamiklihigi ifade edilmemigtir. Yaplan c¢alisma
sonucunda Guin91 c¢esidinin  kahverengi pas
hastaligina dayaniklilik geni olan Lr10’nu biinyesinde
ihtiva ettigi sonucuna varilmistir. Ancak bu ¢esidin
tarla gozlemleri diger iki gesitten farklh olarak 40 MS
siddetinde orta duyarli olarak tespit edilmistir. Bu
durumda Gin 91 gesidinin Lr10 genini tasimakla

birlikte diger kahverengi pas irkalarina karsi
dayaniklilik saglayan genleri icermedigini
gostermektedir.

Genotipler arasinda yapilan melezlemelerde Lr10
genini tagidigini  belirlenen, Karatopak c¢esidi 5
kombinasyonda baba hat olarak yer almistir (Koksal
x Karatopak; Izmir x Karatopak; Aldane x Karatopak;
Bezostaja x Karatopak; Flamura x Karatopak). Melez
kombinasyonlar incelendiginde anne hat olarak
kullanilan genotiplerden Aldane ve Flamura
cesitlerinin kahverengi pas hastaligina dayaniklh
olduklari, Kéksal 2000 ve Izmir 85 cesitlerinin

dayanikliklik durumunun bilinmedigi 1slahcilar:
tarafindan belirtilmistir (Cizelge 1). Bu bilgiler
dogrultusunda kahverengi pas hastaligina dayanikl
oldugu bilinen Aldane ve Flamura ¢esitleri ile yapilan
Karatopak melezlerinin kahverengi pas hastaligina

dayanikli olmasi1 beklenmektedir. Fakat melez
kombinasyonlarinin higbirinde Lr10 genine
rastlanmamistir.  Islahcilar1 tarafindan kahverengi

pas hastaligina dayanikli oldugu belirtilen Aldane,
Flamura ¢esitlerinde de LR10 geni taranmis ve bu
geni ihtiva etmedikleri gortilmustir. Bu sebeple, F1
melezleri ebeveynleri gibi kahverengi pas hastaligini
karst dayamikli olabilirler fakat bu, Lrl0 genini
tagidiklar: anlamina gelmemektedir. Kahverengi pas
hastaligina dayamiklhilik saglayan 63 adet Lr geni
tespit edilmistir (Stepien ve ark. 2003). Dolayisiyla
bugday genotiplerinde kahverengi pas hastaligina
kargt dayaniklihk bu genlerden bir tanesiyle
saglanabildigi gibi birkag¢ tanesinin kombinasyonu ile
de saglanabilmektedir. Bu sebeple Lr10 genini ihtiva
etmemesine ragmen dayaniklilik gosteren cegsitlerin
varligi olagandir.

SONUC

Her gecen giin hizla artan Diinya niifusunun buytk
bir kisminin temel besin maddesi olan bugdayda
verimdeki artis ancak hastalik ve zararlilara
dayanikli, stabilitesi ylksek ve her yorenin kendi
ekolojik kogullarina uygun cesitlerin gelistirilmesi ile
saglanabilmektedir. Uzun yillar siiren seleksiyonlarla
genlerin belirli yonde segilmesi ve melezlemelerde
ortak anaglarin kullanilmasi1 bugdayda genetik
varyasyonu daraltmig ve istenen o6zellikleri tasiyan
gesitlerin  klasik bitki 1slahiyla geligtirilmesini
zorlagtirmistir. Markor Destekli Seleksiyon (MAS)
klasik 1slah1 tamamlayici, oldukga hizli, etkin, dogru
ve ekonomik bir seleksiyon yéntemidir (Sénmezoglu
ve ark. 2010).
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Kahverengi pas hastaligina dayanmikli cesitlerin
gelistirilmesinde klasik 1slah yontemleri ile kombine
edilerek  molekiiler  biyoteknoloji  y6ntemlerini
kullanmak; zamandan, is giciinden ve maliyetten
kazan¢ saglamaktadir. PCR temelli yontemlerden,
DNA markoérleri, ozellikle SSR  (mikrosatellit)
markorleri, en ¢ok tercih edilen markoér sistemini
olugturmaktadir (Ozsensoy ve Kurar 2012).

Yirutilen bu c¢alismada, Turkiye’de bugday
uretiminde yogunlukla yer alan ekmeklik bugday
cesitlerinde; kahverengi pas hastaligina karsi
dayaniklihk geni olan Lrifun varlign SSR
(mikrosatellite) =~ yontemi  kullanilarak  tespit
edilmigtir. Ekmeklik bugdayda SSR tekniklerinin
kahverengi pas dayaniklilik genlerini arastirmada
kullanilabilir  oldugu  saptanmistir.  Gelecekte
yurutilecek 1slah programlarinda dayaniklilik genleri
ihtiva eden cesitlerin ebeveyn olarak kullanilmasinin
daha basarili bir 1slah programi yuritilebilecegi
sonucuna ulagilmigtir.
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