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EKMEKLIK BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) LINE TESTER MELEZLERINDE
KAHVERENGI PASA DAYANIKLILIGIN MORFOLOJIK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Belgin Ummii INKAYA

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. ismet BASER

Arastirma, 2016-2017 vyetistirme doneminde Namik Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Deneme Alani’nda tesadif bloklar1 deneme desenine gore
yiirlitiilmisttir. 2016 yilinda ekimi yapilan Pehlivan, Sana, Tina, Tekirdag, Gelibolu, Nina,
Flamura-85, Saban, Kate A-1 bugday genotiplerine Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24, Lr 34
kahverengi pas dayaniklilik genlerini igeren izogenik hatlardan baba olarak kullanilarak
melezleme yapilmistir. Arastirmada ekmeklik bugday genotipleri, Lr genleri i¢eren izogenik
hatlar ve bunlarin melezlenmesi sonucu elde edilen F, populasyonlar1 deneme alanina her
genotip i¢cin 2 sira olmak iizere 5 metrelik siralara 3 tekrarlamali olarak ekilmistir. Ekim
sirasinda denemenin basina, sonuna ve her 10 sirada bir olmak tizere kahverengi pasa hassas
olan Morocco genotipi ekilmistir. Deneme alanindaki bitkilerde hastalik degerlendirmeleri 2
donemde (erken - ge¢) Modifiye edilmis Cobb skalasi (Peterson et al. 1948) baz alinarak
yapilmistir. Tarla kosullarinda yapilan hastalik okumalarina gore ekmeklik bugday cesitleri ve
Lr 9 ve Lr 24 izogenik hatlar1 arasindaki tiim melez kombinasyonlarinin kahverengi pasa
dayaniklilik 6zelligi gbsterdigi belirlenmistir. Buna karsin bu iic ekmeklik bugday cesidi ile
Lr 14, Lr 19, Lr 22 ve Lr 34 dayaniklilik genlerini tasiyan izogenik hatlar arasinda yapilan
melez dolleri ise kahverengi pasa karsi hassas 6zellik gostermistir.

Flamura-85, Pehlivan, Saban ekmeklik bugday genotipleri ve 6 farkli kahverengi pasa
dayaniklilik geni tasiyan izogenik hatlar arasindaki melez popiilasyonlarda yapilan SSR analiz
sonuglaria gore Lr 9 ve Lr 19 genini tiim bireylerin tasidigi belirlenmistir. Lr 22 geninin ise
F, bitkilerinde farkli oranlarda aktarildigi belirlenmistir. Lr 24 geni ise Flamura cesidi ile
yapilan melezlerin tiimiinde, Saban melezlerinde ise % 33 oraninda aktarilmistir. Lr 34 geni
melez populasyonlarda ise melezlenen bugday genotipine gore farkli oranlarda bulunmustur.

Elde edilen veriler Trakya Bolgesi icin 6zellikle Lr 9 ve Lr 24 dayaniklilik geninin
onemli seleksiyon kriteri oldugunu gostermektedir. Ekmeklik bugday ¢esitleri ile Lr 22 geni
bulunan izogenik hat arasindaki melez kombinasyonlarda Lr 22 geninin bulunmamasi bu gen
yoniinden daha ayrmtili ¢caligmalar yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Yapilan melez
popiilasyonlarda Lr 14, Lr 19 ve Lr 34 kahverengi pasa dayaniklilik genleri bulunmasina
ragmen yiiksek oranda hastalik olugmas1 Trakya Bolgesi’ nde hastalik irklart yoniinden 6nem
tasimadigin1 gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Ekmeklik bugday, kahverengi pas, Lr geni, izogenik hat, populasyon



ABSTRACT
MSc. Thesis

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LEAF RUST
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LINE TESTER HYBRIDS

Belgin Ummii INKAYA
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The research was carried out according to the randomized block trial design in the
Field Crops Experimental Area of the Faculty of Agriculture of Namik Kemal University in
2016-2017 cultivation period. Pehlivan, Sana, Tina, Tekirdag, Gallipoli, Nina, F-85, Saban,
Kate A-1 bread wheat varieties and brown rust resistance genes Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr
24, Lr 34 (father) isogenic lines crossed. In this study, F2 populations obtained as a result of
cross-breeding wheat genotypes and isogenic lines containing Lr genes were planted in 5-row
rows with 3 replications for each genotype. In the planting of F, plants, Morocco genotype,
which is sensitive to brown rust, was planted in every 10th order. Disease evaluations in the
plants in the trial area were done in 2 periods (early and late) based on the modified Cobb
scale (Peterson et al. 1948).

It was determined that all hybrid combinations between bread wheat varieties and
isogenic lines with Lr 9 and Lr 24 genes showed leaf rust resistance according to the disease
readings in field conditions. On the other hand, hybrid progenies between bread wheat
varieties and isogenic lines carrying Lr 14, Lr 19, Lr 22 and Lr 34 showed sensitive to leaf
rust.

According to the results of SSR analysis performed in the hybrid populations between
three bread wheat genotypes and the isogenic line carrying 6 different brown rust resistance
genes, it was determined that all F, progenies carried Lr 9, Lr 19 genes. The Lr 22 gene was
found at different rates in F, plants of the hybrid combinations. The Lr 24 brown rust gene
was transferred to all of the hybrid offspring made with the Flamura cultivar, while this ratio
was 33% in the Saban hybrids. The Lr 34 gene was found to be different in the hybrid
populations compared to the hybridized wheat genotype.

The data obtained indicate that Lr 9 and Lr 24 leaf rust resistance genes are important
selection criteria for Thrace region. The lack of the Lr 22 gene in the hybrid combinations
between the bread wheat varieties and the isogenic line with the Lr 22 gene showed that more
detailed studies should be carried out for this gene. Althoug the transfer of Lr 14, Lr 19, and
Lr 34 brown rust resistance genes in hybrid populations, high rates of disease in F; plants of
these combinations indicate that these genes are not important in terms of disease races in
Thrace region.

Keywords : Bread wheat, leaf rust, Lr gene, isogenic line, population
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1. GIRIS

Bugday diinyada insan beslenmesinde kullanilan kiiltlir bitkileri arasinda ekilis ve
iiretim bakimindan ilk sirada yer almaktadir, tarim1 yapilan en 6nemli temel besin maddesidir
ve insan beslenmesinde kullanilan tahil iirlinlerinin basinda yer almaktadir. Diinya {izerinde
genis adaptasyon yetenegine sahip olmasi, makinali tarima uygun olmasi, tagima, depolama
ve islemedeki kolayliklar, yem endiistrisinde kullanim1 ve besin degeri gdz Oniine alinarak
insan beslenmesinde kullanim1 gibi faktorler diinyada genis alanda yetistiriciliginin

yapilmasina neden olmustur.

Bugday tanesinde fermantasyon sirasinda olusan COy’i hamur igerisinde tutarak
hamurun kabarmasia neden olan bir ¢esit elastik protein formu gluten bulunmaktadir ve
glutenin bu 6zelliginden dolayr bugday ekmek yapiminda kullanilmaktadir. Bunun yaninda
diger unlu gidalarin imalatinda, bulgur, makarna, irmik gibi ¢ok degisik liriinler sekliyle
beslenmemizde yer almaktadir. Ogiitme teknolojisi sonucunda ortaya ¢ikan kepek ve diger
yan iriinler ile diisiik kaliteli bugdaylar ise hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Ayrica
bugday mineral maddeler, B vitamini ve diger mikro besin maddelerince olduk¢a zengin
olmakla birlikte insanlarin ihtiya¢ duyduklar1 gida kalorisinin %20’sini karsilamaktadir. Bu
kadar ¢ok kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle Tirkiye’de bugday ve bugdaydan elde

edilen gida maddelerinin tiikketimi ilk siralarda yer almaktadir.

Uluslararas1 Hububat Konseyi (IGC) verilerine gore diinyada 219 milyon ha alanda 758
milyon ton bugday iretimi gergeklesmistir. AB (28) 151 milyon ton ile bugday iiretiminde ilk
sirada yer alirken bunu 129,8 milyon ton ile Cin ve 98,5 milyon ton ile Hindistan takip
etmektedir. Diinya bugday iiretiminde en fazla paya sahip olan iilkeler sirasiyla AB (28), Cin,
Hindistan, Rusya, ABD, Kanada, Ukrayna, Pakistan, Tiirkiye, Avustralya’ dir (TMO 2018).

Ulkemizde bugday ekim alan1 72 milyon 992 bin dekar, {iretim miktar1 ise 20 milyon
tondur. Ulkemizde ekmeklik bugday iiretiminde i¢ Anadolu Bolgesi %32’lik pay ile ilk
sirada yer almaktadir. Bunu %18 ile Marmara Bolgesi ve %15 ile Gilineydogu Anadolu
Bolgesi izlemektedir. Uretimde en az oldugu bolgeler Dogu Anadolu ve Ege Bélgeleridir. En
fazla bugday tliretimine sahip 10 il ise sirasiyla Konya, Ankara, Diyarbakir, Sanliurfa, Yozgat,

Tekirdag, Sivas, Mardin, Eskisehir, Edirne’dir (TUIK,2018).



Bugday yetistiriciliginde karsilagilan en Onemli sorunlar1 biyotik ve abiyotik stres
kosullar1 olusturmaktadir. Bitkiler biyotik ve abiyotik stres kosullarindan 6nemli derecede
etkilenmektedir. Bitkilerin bu stres faktorlerine maruz kalmalar1 onlarin  genetik
potansiyellerine ulagmalarin1 engeller, biiylime ve gelismelerini olumsuz yonde etkiler ve
irtin  kalitesi ile verimliliklerini siirlandirirlar. Abiyotik stres kosullarini bitki besin
elementleri, tuz, pestisit ve toksinlerden kaynaklanan elverissiz toprak kosullari, kuraklik,
sicaklik, riizgar, kar ve buz gibi uygun olmayan iklim kosullari ile radyasyon ve hava kirliligi
olusturmaktadir. Biyotik stres kosullar ise zararlilar (bocekler, mikroorganizmalar, viriisler,
bakteriler, mantarlar), yabanci otlar ve hastaliklardir. Bitkisel {iretim sonucu elde edilen
tarimsal triinlerin belirli bir kisminda hastaliklar nedeniyle kayiplar olusmaktadir. Bitki
hastaliklarinin  olusturdugu iiriin kayiplarimi ortadan kaldirmak icin farkli ydntemler
kullanilmaktadir fakat olusan {iriin kayiplar1 yiiksek miktarlardadir. Hastaliklarin olusturdugu

tiriin kayiplarinin diinyadaki toplam iiriiniin %12’ si oldugu tahmin edilmektedir.

Bugdayda goriilen hastaliklar arasinda paslar diinyada bilinen en eski ve en fazla zarar
veren hastaliklar arasindadir. Paslar diinya ¢apinda tahillarda en yaygin goriilen ve ekonomik
yonden biiylik zarar gésteren 6nemli hastaliklar arasinda yer almaktadir (Roelfs ve ark.,
1992). Bugday pas hastaliklar1 tehlikeli patojenlerdir ve verim ve kalitede onemli kayiplara
neden olan fungal hastaliklardandir, hastalik gelisimi i¢in uygun ortam olustugunda ciddi
tahribata yol acarak bugday liretiminde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Diinya
capinda birgok bugday iiretim alani hastalik gelisimi i¢in elverisli ortamlardir ve ciddi verim
kayiplarina egilimlidir. Olusabilecek verim kayiplar1 hastaligin siddetine bagli ve bugday
genotipinin hastaligina olan hassasiyetine gore farklilik gostermektedir. Bugdayda pas
hastaligindan dogan zarar iklim sartlarina gére degisir ve belirli periyotlarda epidemi yaparak
biiyiik zararlara neden olabilmektedir. Uriin kaybi cesitlerin duyarhiliklarina, cevre
kosullarina, etmenlerin irklarina gore degismektedir. Bunun yaninda yildan yila, bolgeden

bolgeye bagl olarak iirlin kaybinda farkliliklar da goriilmektedir.

Bugday tizerinde kara pas, sar1 pas ve kahverengi pas olmak iizere ii¢ farkli pas hastaligi
goriilmektedir. Bu ii¢ farkli hastaliga karst her biri i¢in pas fungusunun 06zel tiirleri sebep
olmaktadir. Kara pas1 Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici Eriks. and E. Henn, sar1 pasi
Puccinia striiformis Westendorp f. sp. tritici Eriks, kahverengi pasi ise Puccinia triticina
Eriks enfekte etmektedir (Marsalis and Goldberg, 2006). Bu pas tiirleri arasinda kahverengi
pas ve sar1 pas %60, kara pas ise %100 verim kayiplarina neden olabilmektedir (Park, 2007).

2



Ekmeklik bugdayda kahverengi pas neredeyse bugday yetistirilen her yerde bulunur ve
bugdayda bulunan diger pas tiirlerine gore daha diizenli olarak goriilmektedir (Chester, 1946).
Kahverengi pas fungusu farkli iklimlere adapte olmustur ve diinyada bugday yetistirilen farkl
alanlarda bulunabilir (Roelfs ve ark., 1992). Kahverengi pas iilkemizde ise basta Trakya
olmak {izere Ege, Marmara, Karadeniz gibi biitiin sahil bolgeleri ile gecit bolgeleri ve Orta
Anadolu’da o6zellikle sulanir alanlarda etkili olmaktadir (Altay, 1980). Kahverengi pas,
bugday yetistirilen hemen her yerde goriilmektedir fakat olusturdugu zarar diger pas tiirlerinin
meydana getirdigi zarar kadar dikkat ¢ekici olmamaktadir. Kara pas ve sar1 pas her yil etkili
olmayip 7-8 yilda bir agir epidemi meydana getirmektedir, kahverengi pas ise hemen her sene

ortaya ¢ikmakta ve belli bir oranda verim kaybina neden olmaktadir (Altay, 1980).

Kahverengi pas genellikle bugday bitkisinin yapraklarinda goriilmektedir ve bu
ozelliginden dolayr kahverengi pas yaprak pasi olarak da bilinmektedir. Hastaligin ilk
asamasinda yapragin yiizeyinde kiiciik, elipse yakin yuvarlak benekler goriilmektedir,
hastaligin ilerleyen asamasinda bu benekler portakal rengi piistiillere doniismektedir ve
pustiillerin etrafi bir hale ile gevrilmektedir. Hastaligin daha sonraki asamalarinda ise siyah
sporlar olusmaktadir. Bugday yetistirilen alanlarda yiiksek nem ve hava sicakliginin 10-15 °C
oldugu kosullarda ve kahverengi pas fungusunun yayilimi hizli bir sekilde gergeklesmektedir.

Sekil 1.1. Yaprak yiizeyinde kahverengi pas piistiillerinin gériiniimii (Salgado ve ark, 2016)

Kahverengi pas genellikle bitki yapraklarinda olusan pas piistiilleri ile yaprak fotosentez
alanin1 kisitlayarak iiriin kayiplari meydana getirmektedir. Pas piistiilleri fotosentez alanini

siirlandirarak taneye tasinan besin maddesi miktarini azaltmaktadir ve taneye yetirince besin



maddesi dolmamasi nedeniyle olugsan bugday tanelerinde 1000 tane agirligi, hektolitre agirligt
azalmaktadir. Hastaligin olusturdugu {iriin kayiplari yalnizca tane verimi ile sinirli kalmayip
ayni zamanda elde edilen tanenin protein igerigini de azaltarak iiriinlin kalitesini de olumsuz
yonde etkilemektedir. Cigeklenme dncesi veya siiresince meydana gelen salginlar ve 6zellikle
de bayrak yaprag: siddetli bir enfeksiyona ugradig1 zaman ciddi kayiplar olugsmaktadir (Lipps
2006). Kahverengi pasa karsi hassas olan bugday cesitlerinde ilk pas enfeksiyonu
goriildiigiinde bitkinin gelisme agamasina bagl olarak %5-15 oraninda veya daha fazla oranda

verim kayb1 meydana gelmektedir (Chester1946, Joshi ve Palmer1973).

Pas fungusunun yasam dongiisii bes farkli devreden olusmaktadir. Spermogonia
devresinde lireme organlari olusarak pas fungusunun esey hiicreleri meydana gelmektedir.
Aecia devresinde aeciosporlar olusmaktadir ve bu sporlar etrafindaki zarin patlamasi sonucu
dogaya yayilirlar. Uredia devresinde iiredosporlar olusmaktadir ve bu sporlar pas fungusunun
salgin olusmasinda etkilidirler. Uredosporlar ilkbahardan yaz sonuna kadar cogalarak
enfeksiyona neden olmaktadir. Yasam ¢emberinde ara konuk¢u olarak ¢ayir sedefi
(Tbalictrum spp.) yer almaktadir. Sonbaharda teliosporlar meydana gelmektedir, teliosporlar
¢imlenerek basidim olusturmaktadir. Basidim icinde mayoz ve mitoz boliinmeler sonucu 4
adet cekirdek olusmaktadir ve bunlar dogaya yayilarak ana konukg¢u olan bugdayi enfekte

etmektedir. Pas fungusunun yasam ¢emberi Sekil 1.2” de gosterilmistir. (Nemli, 2000).
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Sekil 1.2. Kahverengi pas fungusunun yagam dongiisii (Marsalis ve Goldberg, 2006).

Bitki 1slahi; mevcut varyasyonlardan uygun seleksiyon yontemleri kullanilarak yeni
genotiplerin gelistirilmesini saglamaktir. Bugday islah calismalarinin temel amact birim
alandan elde edilen tane verimini artirmak, protein orami yiiksek ve yiiksek kaliteye sahip,

yatmaya dayanikli, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli yeni genotiplerin

4



olusturulmasina dayanmaktadir. Trakya Bolgesi’ nde ekmeklik bugdayda biyotik stres
faktorleri ve bu biyotik stres faktorler icerisinde ise kahverengi pas yiiksek diizeyde {iriin
kayiplarina neden olmaktadir. Kahverengi pas nedeniyle olusan iiriin kayiplar1 hastaligin
siddeti veya enfeksiyon tipi ve bugday genotipinin dayanmiklilik genleri ile pas hastalik

etmeninin saldirgan genleri arasindaki interaksiyon ile belirlenmektedir.

Kahverengi pas fungusunun bir¢ok irki mevcuttur ve gesitler biitiin irklara dayanikli
degildir. Her birka¢ yilda bir yeni irklar meydana gelmekte ve daha onceki dayanikli gesitler
duyarli hale gelmektedirler. Kahverengi pasa dayanikli bir ¢esidin dayamiklilik siiresi
genellikle 2 ile 4 yil arasinda degismektedir. Bugday 1slah programlar1 yeni dayaniklilik
genlerinin yeni ¢esitlere aktarilmasiyla siirdiirilmelidir (Lipps, 2006). Hizla gelisen patojen
poplilasyonu ile basa cikabilmek ic¢in yeni dayaniklilik genlerinin siirekli arastirilmasi
gerekmektedir. Bugiine kadar bugday ve ilgili tiirlerde 71 kahverengi pas dayaniklilik geni
tanimlanmistir (MclIntosh ve ark., 2012).

Kahverengi pasa dayaniklilig1 arttirmak icin iki temel 1slah stratejisi vardir; bunlardan
birincisi tam dayaniklilik saglayan biiyiikk dayaniklilik genlerinin  (Lr  genleri)
piramidlestirilmesi, ikincisi ise kantitatif dayaniklilik gosteren kiigiik genlerin bir araya
getirilmesidir. Ancak tek bir gen tarafindan saglanan dayaniklilik ¢ok kisa zaman
periyotlarinda patojen populasyonunda viriilent irklarin ortaya ¢ikmasiyla yok olmaktadir.
Daha uzun siireli dayanikliligi elde etmek icin kismi dayaniklilik veya yavas paslanma
dayanikliligr (slow rusting resistance) olarak adlandirilan kantitatif dayanmiklilik tercih
edilmelidir. Cilinkii kantitatif dayaniklilikta pas enfeksiyonu tamamen engellenmez sadece

hastaligin yayilmasi 6nlenir (Messmer ve ark., 2000).

Bitki 1slah1 ¢caligmalarinda ihtiya¢ duyulan varyasyon yerel cesitler, yabani tiirler, tiirler
aras1t melez ve tescil edilmis yeni cesitlerden olusturulmaktadir. Islah amacina uygun olan
genlerin bu materyallarden uygun 1slah yontemleri kullanilarak cesitlere aktarilmasi
gerekmektedir. Bitki 1slahinda basar1 oncelikle etkin, dogru ve hizli bir seleksiyona baghdir
(Frankel, 1972). Klasik bitki 1slahinda birtakim problemler ile karsilagilmaktadir ve markor
destekli seleksiyon klasik bitki 1slahinda karsilagilan bu sorunlara alternatif olarak
gelistirilmistir (Francia, 2004). Klasik 1slaha kiyasla, molekiiler markorlerin kullanimi geri
melez 1slahinin etkinligini ve gilivenilirligini artirmaktadir (Francia ve ark., 2005). Markor

destekli seleksiyon ile tahillarda verim, kalite, hastalik ve zararlilara dayamiklilik gibi



konularda yapilan c¢alismalar giderek artmakta ve basarili sonuglar elde edilmektedir.
Ozellikle bugdayda uzun yillar siirecek olan 1slah galismalar1 ¢ok kisa siirede tamamlanarak
sar1 pas, kahverengi pas ve kiilleme gibi 6nemli hastaliklara dayaniklilik genlerinin yeni
gesitlere aktarimi saglanmistir (Sonmezoglu ve ark., 2010; Yildirnm ve ark., 2004; Kolmer
1996, Huang ve ark., 2003 ),

Bitki 1slahinda kullanilan markoérler morfolojik markorler, biyokimyasal markorler ve
molekiiler markorler olmak iizere iic gruba ayrilmaktadir. Bunlar arasinda en c¢ok kullanilan
ise molekiiler markorlerdir. Molekiiler markorler, farklilign DNA diizeyinde olgen ve
arastirilan genotiplerde istenen bir geni ya da 6zelligi izlemek i¢in kullanilabilen markorlerdir.
Molekiiler markorlerin bitki 1slahinda kullanimi; genotipik tanimlama, ¢esit tescili, tohum
saflik testleri, genom dizi haritalarinin olusturulmasi, 1slah hatlarinin tanimlanmasi, genetik
cesitliligin belirlenmesi, adaptasyon yeteneginin belirlenmesi, gen kaynaklarinin genetik
kokeninin belirlenmesi seklinde siralanabilir. Molekiiler markorler cevresel faktorlerden
etkilenmedigi i¢in giivenirliliginin yiiksek olmasi, fenotipik taramaya gore daha kolay olmasi,
tahil ve diger bitkilerin 1slah ¢aligmalarinda uygulanabilir olmas1 ve 1slah ¢alismalarina hiz
kazandirmasi, genetik kaynaklarin tanimlanmasi, ¢esit karisikliginin ayrilmasi gibi avantajlar

saglamaktadir.

Molekiiler markorlerin morfolojik ve biyokimyasal markdrlere gore avantaji ise;
genoma bagli olduklarindan giivenilir olmasi, tekrarlanabilir olmasi, genomda birden fazla
bolgeyi belirleme imkanina sahip olmasi, ¢evre kosullarindan etkilenmemesi, dominat ve
kodominat ozellik gostermeleri ve biitiin  dokularda tanimlanabilir olmalart seklinde
siralanabilir (Botstein ve ark., 1980; Helentjaris ve ark., 1985; Williams ve ark., 1990).
Molekiiler markorler; rastgele cogaltilmis polimorfik DNA markorleri (RAPD), cogaltilan
par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP), kesilen parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP), dizisi
etiketlenmis sekanslar (STS), basit dizi tekrarlar1 (SSR), boliinerek ¢ogaltilmis polimorfik dizi
(CAPS), tek iplik konformasyon polimorfizmi (SSCP), amplikon uzunluk polimorfizmi
(ALP), basit sekans tekrarlamalar1 aras1 polimorfizm (ISSR), ifade edilmis dizi etiketleri
(EST), tek niikleotid polimorfizmi (SNP), rastgele ¢ogaltilmis mikrosatellit polimorfizmi
(RAMP), sekansa bagli ¢ogaltilmis polimorfizm (SRAP), hedef bolge cogaltma polimorfizmi
(TRAP) gibi belirleyicilerden olugmaktadir.



Canli genomunda ¢ok siklikla tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir. Bu diziler belirli
sayilarda tekrarlanmaktadir ve dizilerin genomun neresinde bulundugu ve kag¢ defa
tekrarlandig tiirden tiire degisiklik gostermektedir. Aym tiir i¢indeki fertler arasinda da bu
dizilerin bulunup bulunmamasina dayali olarak SSR teknigi gelistirilmistir. Tekrarlanan
bolgelere 6zgii spesifik primerler gelistirilmekte ve bu primerler ile PCR yapilmaktadir. PCR
tiriinleri, elektroforesis yapildiktan sonra ethidium bromide veya glimiis nitrat kullanilarak
boyandiktan sonra polimorfizm aranmaktadir. Teknigin, kodominant yapi gdstermesi ve
tekrarlanabilir olmas1 en Onemli avantajini; genom bilgisine ve dizilim analizine ihtiyag
duyulmasi dezavantajin1 olusturmaktadir (Devran 2016, Rangwen ve ark., 1995, Ridout ve
Donini, 1999).

Tahil paslarinin  olusturdugu hastaligin  kontroliinde genetik dayanikli c¢esitlerin
kullanilmast énem tagimaktadir. Genetik dayaniklilik pas hastaliklarinin olusturdugu verim
kayiplarin1 azaltmada en ekonomik ve tercih edilen yontemdir (Kolmer 1996). Genetik
dayanikli olarak gelistirilen yeni cesitler fungusit kullaniminin, {iretim maliyetlerinin ve ¢evre

kirliligi riskinin azaltilmasina katkida bulunmaktadir.

Yapilan calismanin amaci Trakya Bolgesi’nde Trakya Bolgesi® ne yonelik 1slah edilecek
yiiksek verimli ve kaliteli genotiplerin elde edilmesi ¢aligmasinda kahverengi pasa dayanikli
yeni genotiplerin hizl1 ve giivenilir sekilde secilmesidir. Bu amagla Saban, F85 ve Pehlivan
cesitleri ile Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24 ve Lr 34 dayaniklilik genlerini igeren hatlar
arasinda yapilan melez F, kombinasyonlarinda SSR markirlar kullanilarak dayanikli

genotiplerin hizli sekilde belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

Roelfs (1988) Lr 34" iin Lr 12 ve Lr 13 ile kombinasyonlarinin diinya g¢apinda

kahverengi pasa dayanikli ¢esitler sagladigini belirtmistir.

German ve Kolmer (1992) yaptiklar1 ¢alismada Lr 34 geninin diger Lr genleri ile

bitkilerde kombine edildiginde kahverengi pasa dayanikliligin sagladigini belirtmislerdir.

Arslan ve ark. (2002) Bursa ili ekolojik kosullarinda 2000-2001 yetistirme sezonunda
Bugday Kahverengi Pasi (Puccinia recondita Roberge ex Desmaz. f.sp. tritici)’na kars1 10
ekmeklik bugdayin (3 cesit ve 7 hat) reaksiyonlarini ve verim kayiplarini belirlemek amaciyla
yirlttikleri ¢aligmada Kahverengi Pas’a karst Marmara-86 ¢esidinin orta derecede duyarl
(MS), diger 9 c¢esit ve hattin duyarli (S) oldugu saptamiglardir. Regresyon analizleri
sonucunda hastalik siddetinin her %]1’lik artisinda ortalama kayiplarin tane veriminde 4.07
kg/da (% 0.17), 1000 tane agirliginda ise 0.13 g (% 0.12) oldugu belirlemislerdir. Hastalik
siddetine bagl olarak ortalama kayiplar tane veriminde 53.1 kg/da (% 9.4), 1000 tane
agirhiginda ise 4.3 g (% 9.3) olarak bulmuslardir.

Herdem (2002) kahverengi pasin bugday, arpa, triticale ve bunlara akraba bir¢ok cinsi
hastalandirabildigini, hastaligin serin iklim tahillarinin yetistirildigi her yerde goriilebildigini
ve hastalik etmeninin epidemi yaptig1 bolgelerde yerleserek, uzun yillar potansiyel tehlike

olarak enfeksiyon yaptigini belirtmistir.

Singh ve ark. (2004) Asya Kitasinin bat1 bolgelerindeki bugday alanlarinda kahverengi
pas hastalifinin %30 oraninda zarara neden oldugunu, merkez bolgelerde 6zellikle hassas

cesitlerin ekili oldugu alanlarda ise bu zararin %90'lara ulagtigini tespit etmislerdir.

Gomari ve ark. (2006) 35 Lr geninin dayanikliliginin etkililigini test etmek igin yaptigi
calismada, tarla arazilerinde dogal kosullarda inokuluma maruz birakmig Lr 24, Lr 25 ve Lr
28 ile hatlarin sahada yaprak pas1 hasar1 yasamadigint ve Lr 9, Lr 18, Lr 35, Lr 36 ile Lr 27 +
Lr 31 kombinasyonunun, % 10'dan daha az hastalik siddeti gosterdigini belirtmistir.

Marsalis and Goldberg (2006) pas fungusunun kompleks bir yasam ¢emberi oldugunu,
paslarin yasam dongiisiinii tamamlamak i¢in iki 6zel konukgu bitkiye ve 5’e kadar varan farkl
spor devresine ihtiya¢ duydugunu, konukgu bitkilerden birisinin ekonomik éneme sahip bitki

oldugunu, diger konukgu bitkinin ise yabani otlar ya da dogal bitkiler oldugunu belirtmistir.
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Aykut (2007) yaptig1 calismada markorler yardimiyla seleksiyonda kullanabilmek igin,
kahverengi pas dayaniklilik geni Lr 13’e ait molekiiler markdrleri gelistirmeyi amaglamistir
ve elde edilen sonuglardan 6 adet AFLP primer kombinasyonu (E34, M70, E45 M67, E43
M75, E49 M67, E47 M64 ve ES7 M69) ile mikrosatelit primeri Wms 630’un sadece 12 No’lu
hatta spesifik bantlar verdigini gozlemis ve bu primerlerin incelenen materyalde Lr 13 genine
aday markdrler verebilecegini belirlemistir. Ayrica ekmeklik bugdayda AFLP ve SSR

tekniklerinin kahverengi pas dayaniklilik genlerini arastirmada yararli oldugunu saptamustir.

Akin ve ark. (2008) 94 bugday genotipi ile 39 kahverengi pas ayirici hattinda tarla
tepkileri, yavas paslanma diizeyleri ve ayirici hatlardaki olas1 dayaniklilik genlerini
arastirmiglardir ve arastirma sonucunda Lr 13, Lr 14a, Lr 14b, Lr 11, Lr 30 ve Lr 32 disindaki
genlerde dayanikliliginin stirdiigi ve 16, 19, 49, 53, 74, 56, 61, 68, 46, 71, 5, 47 ve 48

numarali genotipler disindakilerin yavas paslandiklarini aciklamislardir.

Vanzetti ve ark. (2011) ekmeklik bugdayda 14 Lr geninde yaptiklari ¢alismada Lr 16
iceren gen kombinasyonlarin ya da tek gen Lr 47, Lr 19, Lr 1 dayaniklilik genleri igeren
genotiplerin hastalik patojenlerinin ¢oguna dayaniklilik gdsterdigini, buna karsin Lrl, Lr3a,
Lr 3a + Lr 24, Lr 10, Lr 3a + Lr 10, Lr 3a + Lr 10 + Lr 24 iceren genotiplerin ise yiiksek
dayaniklilik gdsterdigini ayrica ge¢ donem dayanikliligi i¢in Lr34, Lr 35 ve Lr 37 igeren lokal
germplazmlarin 6zel primerler kullanarak degerlendirmisler ve kahverengi pasa karsi Lr 34 ve
Lr 46’ nin yiiksek dayaniklilik gosterdigini Lr 16, Lr 47, Lr 19, Lr 41, Lr 21, Lr 25 ve Lr 29’
un ise yliksek diizeyde fide dayaniklilig1 gosterdigini belirtmislerdir.

Ashwini Charpe ve ark. (2012) Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢alismada kahverengi pasa
dayaniklilikta yiiksek etkinlige sahip olan ti¢ geni ( Lr 9, Lr 24 ve Lr 28) geriye melezleme ile
HD2329 ekmeklik bugday cesidine aktarmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada bu ii¢ genin fide
donemi ve ge¢ donemde kahverengi pas hastaligina dayaniklilikta 6nemli genler oldugunu

belirlemislerdir.

Abdelbacki ve ark. (2013) eckmeklik bugday c¢esitlerinde kahverengi pasa Kkarsi
dayaniklilig1 ve en ¢ok yayilan 1rki tanimlamak i¢in yaptiklar1 ¢aligmada, on (10) ekmeklik
bugday ¢esitinde en sik goriilen genin Lr 35 (% 70) oldugunu ve bunu Lr22 (% 60), Lr 7 (%
40), Lr 34 (% 30), Lr 19 (% 30), Lr 18 (% 10), Lr 36 (% 10) ve Lr 46’ nin (% 10) izledigini
belirtmislerdir.



Ay (2013) 126 ekmeklik bugday cesidinde iki yilda sari, kahverengi ve kara pas
hastaliklarin1 sadece tabii ortamda bulunan pas wklarinin ekmeklik bugdayda yaptig
epidemiler goz Oniine alinarak degerlendirmeler yapmustir. 49 ekmeklik bugday ¢esidinin sar1
pasa dayanikli, 6 ekmeklik bugday cesidinin sar1 pasa orta dayanikli oldugunu, 2 ekmeklik
bugday ¢esidinin sar1 pasa orta hassas oldugunu, 12 ekmeklik bugday ¢esidinin kahverengi
pasa dayanikli, 4 ekmeklik bugday g¢esidinin kahverengi pasa orta dayanikli, 4 ekmeklik
bugday cesidinin kahverengi pasa orta hassas ve 3 ekmeklik bugday c¢esidinin ise kahverengi
pasa hassas oldugunu, 21 ekmelik bugday ¢esidinin kara pasa dayanikli, 10 ekmeklik bugday
¢esidinin orta dayanikli oldugunu, 12 ekmeklik bugday c¢esidinin orta hassas oldugunu, 9
ekmeklik bugday ¢esidinin hassas oldugu tespit etmistir.

Huseynova ve ark. (2013) 61 bugday ¢esidinde kahverengi pasa dayanikliligin Lr 19 ile
iligkisini belirlemek amaciyla SCAR- markorler kullanmislardir. Elde edilen sonuglar Lr 19
geninin 45 genotipin 7D kromozomunda bulundugunu ve analiz edilen 61 bugday

genotipinden sadece 5 tanesinde Lr 19 geninin bulunmadigini agiklamiglardir.

Davoyan (2014) yaptiklar1 ¢alismada Lukyanenko Enstitiisii'nde yetistirilen bugdayda
1920 bitki ve 46 ticari gesitte Lr 9, Lr 10, Lr 19, Lr 24, Lr 26, Lr 34 ve Lr 37 kahverengi pasa
dayaniklilik genlerini molekiiler markerlar ile taramislar, analiz edilen c¢esitlerin genellikle
Lr10’ un dayaniklilikta etkisiz oldugunu, Lr 26 ve Lr 34 {in ve bunlarin kombinasyonlarinin
zayif etkili oldugunu kahverengi pasa dayaniklilikta yiiksek etkili olan Lr 9 ve Lr 24
genlerinin tespit edilmedigini belirtmisler, baz1 varyetelerde kahverengi pasa dayaniklilikta

etkili olan genlerin Lr 19 ve Lr 37 oldugunu belirlemislerdir.

Demir ve arkadaslar1 (2014), Sakarya kosullarinda kahverengi pasin ekmeklik bugdayda
%65— 100 hastalik siddetinde %7,5-56,4 arasinda degisen oranlarda verim kaybi meydana
getirdigini bildirmislerdir.

Gorash ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢aligmada ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ve
Aegilops cylindrica Host, Aegilops tauschii Coss., Triticum dicoccoides Koern. ve sentetik tiir
Triticum erebuni Gandil. arasinda yapilan melezlemeler ile kahverengi pasa dayanikli
ekmeklik bugday hatlar1 gelistirmisler, 1slah edilen ekmeklik bugday hatlarinda inekulasyon
yaparak bugday bitkilerinin fide asamasinda kahverengi pasa dayamikliliklarim
incelemislerdir. Lr 21, Lr 22a, Lr 24, Lr 32, Lr 34, Lr 39, Lr 42, Lr 53 ve T1AL.1RS

dayaniklilik genlerini STS ve SSR markorleri kullanilarak bir molekiiler analiz ile
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tanimlamiglardir. Fitapatolojik degerlendirme ve molekiiler genetik analiz verilerinin
karsilastirilmast  sonucu 1slah hatlarinda kahverengi pas dayanikliliginin birkag gen
kombinasyonu ile saglandigini belirtmislerdir. Lr 24 + Lr 34+T1AL.1RS kombinasyonunun
kahverengi pasa dayanikli, Lr 24 + Lr34 + Lr 21, TIAL.1RS + Lr24 ve Lr 21 + T1AL.1RS +

Lr 24 gen kombinasyonlarinin ise dayanikli ve orta dayanikli olduklarini tanimlamislardir.

Haque ve ark. (2014) yaptiklar1 calisma sonunda elde ettikleri kahverengi pas
hastaligina dayanikli germplazmlarin kahverengi pas hastaligindan kaynaklanan ekonomik

zarar1 Onledigini belirtmislerdir.

Aybeke (2015) yaptig1 calismada kahverengi pas hastaliginin bugdayda 6nemli bir
fungal hastalik oldugunu biitiin diinyada O6nemli verim kayiplarina neden oldugunu
vurgulamis; Lr 9, Lr 19, Lr 24 ve Lr 28 gibi gesitli Lr genlerinin ¢esitlerde ve 6rneklerde 1slah
siiresince basarili bir sekilde taranmasinin éneminden bahsetmistir. Yapilan ¢alismada bu 4
geni i¢ine alacak sekilde Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun (PZR) tek seferde

uygulanabilecegi bir yontemin olusturulmasindan bahsetmistir.

Cristina ve arkadaglar1 (2015) yaptiklar1 ¢alismada 1slah edilmis 50 ekmeklik bugday
hattinda Lr 34 ve Lr 37 kahverengi pasa dayaniklilik genleri molekiiler markirler kullanilarak
taramis, molekiiler analizler sonucu Lr 34 dayaniklilik geni analiz edilen toplam genotiplerin
(homozigot genotipler) % 62'sinde, Lr 37 dayaniklilik genini ise % 40'inda tespit etmislerdir.
Ayrica, her iki dayaniklilik genini tasiyan bir hat bulduklarini belirtmislerdir.

Draz ve ark. (2015) Misir’ da Puccinia triticina Eriks.’in ekmeklik bugdaylarda
kahverengi pas hastaligina neden oldugunu ve iiriinlerde %50 verim kayiplart meydana
getirdigini belirtmislerdir. Ayrica genetik dayanikliligin hastaligin neden oldugu verim
kayiplarin1 azaltmanin en ekonomik ve etkili yolu oldugu 6neminden bahsetmislerdir.
Yaptiklar1 calismada 42 Misir bugday cesidini kahverengi pas i¢in taramiglar ve sadece 9

cesidin fide ve yetiskin donemlerde direng gosterdiklerini belirtmislerdir.

Sohail ve ark. (2015) yaptklar1 ¢calismada bugday ¢esit ve hatlarimin Lr 9, Lr 13, Lr 19,
Lr 20, Lr 24, Lr 26, Lr 28, Lr 34, Lr 37 ve Lr 47 genlerine dayaniklilik yoniinden test
etmiglerdir. Tarla kosullarinda elde edilen veriler sonucunda As-02 (Lr 10 + 26 + 34),
Bhakar-02 (Lr 13) ve Shafaq-06 (Lr 10 + 13 + 27) kahverengi pasa dayanikli, Pasban-90
(Lr10 + 13 + 26 + 27), Chenab-2000 (Lr 10 + 13 + 26 + 27 + 31 + 34), Fbd-08 (Lr 10),
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Millat-11 ve Punjab-11 orta dayanikli, Blue silver (Lr 13 + 14a), Pak-81 (Lr 10 + 23 + 26 +
31), Bahawalpur-97 (Lr 13 + 26), Lasani-08 (Lr 13 + 27 + 31) Sh-88, Augab-2000 (Lr 10 +
23 + 26 + 27 + 31), Igbal-2000 (Lr 3 + 10 + 13 + 26 + 27 + 31), Bahawalpur-2000 (Lr 34)
ve Seher-06 (Lr 10 + 27 + 31) yiiksek duyarli olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alisma Pakistan
gesitlerinin Lr 3, Lr 10, Lr 13, Lr 14a, Lr 23, Lr 26, Lr 27, Lr 31 ve Lr34 genlerini tagidigini
ve Lr9, Lr 19, Lr 24 ve Lr28 genlerini tasimadig1 belirtmistir.

Sharif ve ark. (2016) bugday cesitlerinde, 4 lokasyonda, SSR Primerleri kullanarak
P.triticina f. sp. tritici’ ye kars1 olan direnglerini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada Lr
97 un iki gesitte, Lr 25’ in dokuz gesitte ve Lr28’ in bes ¢esitte bulunarak kahverengi pasa
kars1 dayaniklilik gosterdiklerini belirtmislerdir.

Demir ve ark.(2017) Sakarya kosullarinda yaptiklar1 ¢alismada 136 tescilli ekmeklik
bugday cesidinde dogal epidemi kosullarinda sar1 ve kahverengi pasa kars1 dayanikliligini
belirlemiglerdir. 2014-2015 {irtin yilinda sar1 pasa 91 ¢esit dayanikli, 25 c¢esit hassas ve
kahverengi pasin gelismediginin belirlemisler ve 2015-2016 {irtin yilinda ise sar1 pasa 93,
kahverengi pasa ise 18 ¢esidi dayanikli ve orta dayanikli olarak tespit etmislerdir. Sar1 ve
kahverengi pasa kars1 dayanikli ve orta dayanikli bulunan c¢esitlerin 1slah projesi kapsaminda

dayanikli ¢esit gelistirme ¢alismalarinda ebeveyn olarak kullanilacagini belirtmislerdir.

Kili¢ (2017) yaptig1 calismada Trakya Bolgesi’nde Lr 9, Lr 19 ve Lr 24 kahverengi pas
dayaniklilik genlerinin bolgedeki tiim pas 1irklarina karst dayaniklilik saglamadigimi
belirtmistir. Yaptig1 ¢alismada bu genlerle baglantili oldugu rapor edilen aday molekiiler
markirlar test etmistir. Calisma sonucunda Lr 9 geni i¢in SCSS5, Lr 19 geni i¢in S253, S265,
GbF/GbR ve Xwmc221, Lr 24 geni i¢in J09-1/J09-2 ve H51/H52 markirlari selektif bulmus
ve vyapilacak 1slah caligmalarinda markir destekli seleksiyon (MAS)’da basariyla

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Giilfidan (2018) NKU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii'ne ait 20 ekmeklik
bugday F; hatlarinda Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 24, Lr 4 ve Lr 35 genlerini tastyip tasimadiklarini
belirlemek amaciyla Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) analizleri ile 6 SSR markir kullanarak
kahverengi pasa dayanikliligin molekiiler karakterizasyonunu belirlemistir. Yapilan calisma
sonucunda F, hatlarinin tiimiinde Lr 9 ve Lr 24 genlerinin tasidigi, Lr 14 geninin 16 F;

hattinda, Lr 35 geninin 14 tane F; hattinda, Lr 19 geninin 3 F, hattinda, Lr 34 geninin 5 F,
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hattinda bulundugu belirlemis olup kahverengi pas c¢alismalarinda Lr 9 ve Lr 24 genine

dayanikliligin dncelikli olarak dikkate alinmasi gerektigini belirtmistir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma, 2016-2017 yetistirme déneminde Namik Kemal Univeritesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Deneme Alani’nda tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yiiriitiilmiistiir. 2016
yilinda ekimi yapilan Pehlivan, Sana, Tina, Tekirdag, Gelibolu, Nina, F-85, Saban, Kate A-1
bugday genotiplerine Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24, Lr 34 kahverengi pas dayaniklilik
genlerini i¢eren izogenik hatlardan melezleme yapilmistir. Yapilan melezleme sonucunda elde
edilen F, generasyonlarinin her kombinasyonundan 10 ayri bitki segilerek kullanilmistir.

Materyal olarak kullanilan melez kombinasyonlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan melezler

Melez Melez Melez
Kombinasyonlar1 | Kombinasyonlari | Kombinasyonlar:
Pehlivan/Lr 9 Sana/Lr9 Kate A-1/Lr9
Pehlivan/Lr 14 Sana/Lr 14 Kate A-1/Lr 14
Pehlivan / Lr 19 Sana/Lr19 Kate A-1/Lr 19
Pehlivan / Lr 22 Sana/Lr 22 Kate A-1/Lr 22
Pehlivan / Lr 24 Sana/Lr 24 Kate A-1/Lr 24
Pehlivan / Lr 34 Sana/Lr 34 Kate A-1/Lr 34
Saban/Lr9 Tina/Lr9 Nina/Lr9
Saban/Lr 14 Tina/Lr 14 Nina/Lr 14
Saban/Lr 19 Tina/Lr 19 Nina/Lr 19
Saban/Lr 22 Tina/Lr 22 Nina/ Lr 22
Saban/Lr 24 Tina/Lr 24 Nina/Lr 24
Saban / Lr 34 Tina/ Lr 34 Nina/Lr 34
F85/Lr9 Tekirdag / Lr 9 Gelibolu/Lr 9
F85/Lr 14 Tekirdag / Lr 14 | Gelibolu/ Lr 14
F85/Lr 19 Tekirdag /Lr 19 | Gelibolu/Lr 19
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F85/Lr 22
F85/Lr 24
F85/Lr 34

Tekirdag / Lr 22 | Gelibolu/ Lr 22
Tekirdag / Lr 24 | Gelibolu/ Lr 24
Tekirdag / Lr 34 | Gelibolu/Lr 34

3.2. Arastirma Yerinin Ozellikleri

Yapilan bu calismada g¢esitlerin ve dayaniklt genlerin yetistirilmesi, melezleme
calismalar1 2016-2017 yillarinda Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii deneme tarlasinda gergeklestirilmistir.

3.2.1. Toprak Ozellikleri

Aragtirmanin yliritildiigli deneme alanina ait topragin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Deneme alanina ait toprak analiz sonuglari

Toprak Ozellikleri Tekirdag

0-20 cm 20-40 cm
Su ile doymusluk (%) 40 41
pH 6.25 6.52
Kireg (%) 0.01 0.01
Bitkilere yarayishi fosfor (1.39-3.26) (ppm) 16 15
Bitkilere yarayish kalsiyum (1150-3500)(ppm) 2807 2406
Bitkilere yarayisli magnezyum (160-480) (ppm) 429 386
Bitkilere yarayigh potasyum (140-370) (ppm) 169 164
Bitkilere yarayisli demir (2-4.5)(ppm) 27 25
Bitkilere yarayisli mangan (14-50)(ppm) 25 20
Bitkilere yarayish ¢inko(0.7-2.4) (ppm) 0.32 0.41
Organik madde (%) 1.08 1.11

Kaynak : Toprak analizi Tekirdag Ticaret Borsasinda yaptiriimistir.
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3.2.2. iklim Ozellikleri

Aragtirmanin yiiritiildiigii 2016-2017 bugday yetistirme donemine ait ortalama sicaklik,

toplam yagis ve oransal nem degerleri ile uzun yillar ortalamalar1 Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. 2017/2018 déneminde deneme yerine ait iklim degerleri

2017/2018 Uzun Yillar

Aylk | Sicaklik °C Ayhk Sicaklik °C

Top En En Ortala | Aylik Top En En Ortala
Aylar Yagis | disiik | yiiksek | ma toplam | Yagis | disiik yiiksek | ma

(mm) Nisbi % | (mm)
EKIM 111.2 |41 24.2 14.9 77.0 55.2 -0.2 32.0 15.2
KASIM 85.2 3.4 20.9 11.7 83.3 81.3 -6.9 27.9 114

ARALIK | 9438 -0.3 19.3 9.5 80.9 86.2 -10.9 21.6 7.2

OCAK 76.5 -0.6 13.9 6.6 85.4 69.9 -13.5 215 4.4

SUBAT 95.3 -1.8 19.7 7.2 86.0 54.7 -13.5 22.2 5.3

MART 63.7 3.5 23.2 10.2 86.5 55.6 -9.0 28.1 6.8

NISAN 10.6 6.3 25.3 14.0 76.3 42.9 -1.0 34.3 115

MAYIS 37.6 2.7 33.8 16.6

HAZIRAN | 75.4 140 |304 224 73.8 37.8 9.2 34.0 28.9
612.7

Kaynak : Tekirdag Meteroloji MidUrlGg

3.3. Yontem

Yapilan ¢alismada kullanilan materyali, CIMMYT (International Maize and Wheat
Improvement Center)’den temin edilmis kahverengi pasa dayanikli genleri iceren izogenik
hatlar (Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24, Lr 34) ve Pehlivan, Sana, Tina, Tekirdag, Gelibolu,
Nina, F-85, Saban, Kate A-1 ekmeklik bugday ¢esitleri arasinda yapilan melezlerin erken

generasyonlari olugturmaktadir.

Belirtilen Lr dayaniklilik genleri iceren izogenik hatlar ve ekmeklik bugday cesitleri

2016 yili Kasim ayinda 6 m uzunlugundaki siralara farkli parsellerde olacak sekilde
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ekilmistir. Parsellere ekim sirasinda dekara 6 kg/da azot ve 6 kg/da fosfor, sapa kalkma
baslangicinda dekara 7 kg/da azot ve basaklanmadan 6nce 5 kg/da azot uygulanarak
giibreleme yapilmistir. 2017 yili Mayis aymnda gergeklestirilen melezleme isleminde ana
olarak ekmeklik bugday cesitleri ve baba olarak ise Lr dayaniklilik genleri kullanilmistir. Ana
olarak secilen basaklardan anterler uzaklastirilmistir (emaskiilasyon). Emaskiilasyon islemini
takiben 1-2 giin i¢inde tozlayict olarak belirlenen bitkilerden alinan basaklar ile tozlama
yapilmistir. Hasat islemi Haziran ayinda melezlerde tek basaklar halinde, dayanikli gen ve

cesitlerde ise siralar halinde yapilmistir.

Sekil 3.1. Melezleme islemi uygulanan basak

Hasat yapilan melez basaklar elde ayiklanarak tohumlar1 elde edilmistir. Elde edilen
melezlerin 2017 Kasim aymda 5 m uzunlugundaki siralara ekimi yapilmistir. Her 10 siradan
sonra kahverengi pasa hassas olan Morocco ¢esidi kontrol (yayici) ¢esit olarak 2 sira olacak
sekilde ekim yapilmistir. Ayrica, hastalik etmeninin homojen yayilmasi i¢in deneme alaninin
cevresine hassas ¢esitler ekilmistir. Ekim sonrasi c¢ikis gosteren bitkilerin 7 giinliik
fidelerinden DNA izolasyonu i¢in yaprak érnekleri alinmigtir. Her genotipten ayr olarak steril
bisturi yardimiyla saglikli ve geng¢ bitki yapraklarindan oOrnek alimmistir. Arastirmanin
ilerleyen agsamalarinda herhangi bir nedenden dolay1r 6rnek kaybini engellemek amaciyla
ornek alinan bitkilerden yedek olarak yaprak ornegi alinmistir. Alinan yaprak ornekleri sivi

azotta dondurularak -80 °C dondurucuda DNA izolasyonu yapilincaya kadar muhafaza
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edilmistir. Her bir melez kombinasyonu i¢in 10 ayri bitkiden 6rnek alinmistir. Calismada

molekiiler arastirmalar i¢in 187 bitki kullanilmastir.

3.3.1. Morfolojik Tanimlama

Arastirmada ekmeklik bugday genotipleri, Lr genleri iceren izogenik hatlar ve bunlarin
melezlenmesi sonucu elde edilen F, populasyonlari deneme alanina her genotip igin 2 sira
olmak tiizere 5 metrelik siralara 3 tekrarlamali olarak ekilmistir. Ekim sirasinda denemenin
bagmna, sonuna ve her 10 sirada bir olmak iizere kahverengi pasa hassas olan Morocco
genotipi ekilmistir. Deneme alanindaki bitkilerde hastalik degerlendirmeleri 2 donemde
(erken- ge¢) Modifiye edilmis Cobb skalasi (Peterson et al. 1948) baz alinarak yapilmustir.
Modifiye edilmis Cobb skalasi kullanilarak yapilan hastalik okumalarinda hastalik (pas)
siddeti ve enfeksiyon tipi belirlenmistir. Hastalik siddeti belirlenirken bayrak yapaginda
bulunan pas piistiilleriyle kapli olan alanin yaprak alanina olan orani (%) hesaplanmistir. Pas
siddeti degerlendirmeleri gozleme dayanmaktadir ve 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 kademeleri kullanilarak hastalik degerlendirmeler yapilmaktadir. Modifiye edilmis Cobb
skalasina gore yapilan hastalik degerlendirmelerinde pas piistiilleri yaprak alaninin %37 sini

kapladiginda enfeksiyon siddeti %100 olarak kabul edilmektedir.

A 037 1.85 37 7A mna 148 18.5
B8 1 5 10 20 0 a0 50

Sekil 3.2. Pas siddetinin belirlenmesinde kullanilan Modifiye edilmis Cobb skalasinin (Peterson
et al. 1948) sematik gdsterimi (A: Pas piistiillerinin yaprak tizerinde kapladigi gercek alan B: Modifiye
edilmis Cobb skalasina gore belirlenen % pas siddeti)
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Hastalik degerlendirmeleri sirasinda bitkilerde gozlenen kahverengi pas enfeksiyon

tipinin belirlenmesi Cizelge 3.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Pas hastalik siddeti ve enfeksiyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Modifiye
edilmis Cobb skalas1 (Peterson et al. 1948)

Enfeksiyon | Konuk¢u Tepkisi Hastalik Belirtisi

Tipi

R Dayanikli Nekrotik ve klorotik alanlar goriilmekte,
pustiiller yok

MR Orta Dayanikl Nekrotik ve klorotik alanlar goriilmekte,
pustiller ¢ok kiiciik

MS Orta Duyarl Kiigiikten  orta  biiytikliige  kadar

pustiiller goriilmekte, nekrotik alan yok
fakat  belirgin  klorotik  alanlar
bulunabilir.

S Duyarh Orta biyiikliikte pistiiller goriilmekte,
nekrotik alan yok, kiigiik klorotik
alanlar goriilebilir.

Sekil 3.3. Bugdayda kahverengi pas hastaliginin degerlendirilmesi (Roelfs ve ark 1992)

3.3.2. Molekiiler Karakterizasyon

Yapilan calismada kahverengi pasa dayanikliligin molekiiler karakterizasyonunu
belirlemek amaciyla Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) analizleri kullanilarak Pehlivan, Saban,

Flamura-85 ekmeklik bugday genotipleri ve Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24 ve Lr 34
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dayaniklilik genleri igeren izogenik hatlar ile melezlenmesi sonucu elde edilen F;
populasyonlarinin molekiiler tanimlamalar1 yapilmis ve genotipik farkliliklart belirlenmistir.
Yapilan ¢alismada molekiiler genetik calismalar Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Tarla Bitkileri Boliimii Bitki Islah1 ve Genetik Laboratuvari’ nda gercgeklestirilmistir.
3.3.2.1. Sterilizasyon

DNA izolasyonu sirasinda kullanilan santrifuj, hassas terazi, pipetler, pipet uglar1 gibi
kullanilan malzemeler olusabilecek kontaminasyonu engellemek amaciyla usuliine uygun

olarak sterilize edilmistir.
3.3.2.2. DNA izolasyonu

1. Bu calismada DNA izolasyonu modifiye edilmis cetyl trimethyl ammonium bromide
(CTAB) yontemine gore tarla kosullarinda yetistirilen bitki materyallerine ait 7 giinliik
fidelerden alinan yaprak ornekleri ile yapilmistir.

2. Tarladan alinan yaprak dokular1 2 ml ependorf tlip icine alinarak -20 °C’ de
bekletildikten sonra iyice toz haline gelene kadar parcalanir.

3. Parcalanan yaprak dokusu iizerine 600 pul DNA ekstraksiyon soliisyonu ve PVP

eklenir vorteks yapilarak tamamen karigmasi saglanir.

Cizelge 3.5. DNA ekstraksiyon solusyonu bilesenleri

Ekstraksiyon solusyonu 15x Konsantrasyon
TRIS- HCI (1M) 1.5ml 100mM

EDTA (0.5M) 0.75 ml 25mM

NaCl (5M) 4.5 ml 1.5M

%10 CTAB 4.5 ml %3 (w/v)
B-mercaptoethonol (14,3 M) 0,045ml %3 (V/V)
Distile su 3.705 ml

Son Konsantrasyon 15ml
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Sekil 3.4. Oziitleme tamponu eklenerek parcalanan yaprak érnekleri

4. Ornekler 65 °C’ de 15 dakikada bir vorteks yapilarak 1 saat inkiibasyon yapilir ve
inkiibasyon yapilan 6rnekler 5 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Sekil 3.5. Orneklerin 65 °C’ de inkiibasyon yapilmasi
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. Her 6rnege 600 pl soguk kloroform:isoamilalchol eklenerek vorteks yapilir.

. Ornekler 13000 rpm’de 10 dakika santrifuj yapilarak DNA’nin ¢6ziildiigii siv1 fazin

ayrilmast saglanir. DNA’ nin bulundugu {ist sivi faz (slipernatant) yeni 2 ml ependorf

tiiplere aktarilir (750ul).

Sekil 3.6. Santrifuj yapilan 6rneklerde iist fazin ayrimi

. Orneklerin iizerine 50 pl 3M sodyum asetat eklenerek 2-3 kez ters yiiz edilerek
karistirilir ve drneklerin tizerine 1000 pl soguk ethanol eklenerek tekrar karistirilir.

. Ornekler -20 °C’ de gece boyu bekletilerek DNA’ larin yogunlagsmasi saglanur.

Sekil 3.7. Soguk etanol icerisinde yogunlasan DNA molekiilleri
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9. 13000 rpm’de 20 dakika santrifuj yapilir.

10. Bu asamada DNA’lar ependorf tiiplerin dip kisminda ¢okelerek pellet halini aldig1 i¢in
tist s1v1 dokiiliip 1ml %96 etanol eklenerek 13000 rpm’de santrifuj yapilir.

11. Ust s1v1 faz tekrar dokiilerek 1 ml %70 alkol eklenir 13000 rpm’de santrifuj yapilir {ist
stv1 faz tekrar dokiilerek pelletler yikanir.

12. Yikanan pelletler tiiplerin i¢indeki tiim alkol ugana kadar kurutulur.

13. Tiiplerin tizerine 100 pl Tris/Edta tamponu eklenerek DNA’larin ¢dziinmeleri saglanir.

14. 5 ul RNazA enzimi eklenerek 37°C’ de 20 dakika inkiibasyon yapilir.

15. Ornekler 65 °C’ de 10 dakika inkiibasyon yapilarak RNaz A enziminin inaktivasyonu
saglanir.

16. DNA ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’ de saklanir.

3.3.2.3. DNA Konsantrasyonu ve Safliklarinin Belirlenmesi

DNA izolasyonu tamamlanmis olan drnekler spektrofotometre (Nanodrop1000) cihazi
kullanilarak DNA konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Her tlipten 1ul 6rnek alinarak cihazin
okuma bolgesine yerlestirilmis ve her drnegin pl’sinde bulunan ng cinsinden DNA miktari

belirlenmistir.

Sekil 3.8. DNA miktarinin belirlenmesinde kullanilan spektrofotometre cihazi
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3.3.2.4. PCR Uygulamasi

Yapilan ¢aligmada belirlenen Lr dayaniklilik genleri i¢in 6 SSR markir kullanilmistir.
Kullanilan markirlar literatiirde bulunan c¢alismalar incelenerek belirlenmistir. Calismada

kullanilan markirlar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.6’ da verilmistir.

Cizelge 3.6. Caligmada kullanilan Lr genleri, SSR primerleri ve baz dizilimleri

Gen Genomik | Markir Forward Primer Dizisi | Reverse Primer Dizisi (5’-
Lokasyon (5°-3%) 3)
TCCTTTTATTCCGCAC | CCACATACCCCAAAGA
Lr9 6BL J13 GCCGG GACG
TCTTCATGCCCGGTCG | GGGCAGGCGTTTATTCC
Lr14 | 7BL Xgwml46 | GGT AG
CATCCTTGGGGACCTC | CCAGCTCGCATACATCC
Lr19 | 7DL Gb A
AATTCAACCTACCAAT | GCCTAATAAACTGAAA
Lr 22a | 2DS Xgwm296 | CTCTG ACCAG
TCTAGTCTGTACATGG | TGGCATGAACTCCATAC
Lr24 | 3DL J09 GGGC G
GTTGGTTAAGACTGGY | TGCTTGCTATTGCTGAA
Lr 34 | 7DS csLv34 GATGC TAGT

1. Spektrofotometre cihazi ile DNA miktarlar1 olgiilen 6rnekler 2-3 saniye 500-1000
rpm’de santrifuj edildi.

2. DNA miktar dl¢limii yapilan orneklerin DNA miktarlarina gére DNA yogunluklar
esitlendi.

3. Orneklerin PCR yiikleme tampon c¢dzeltisi hazirlandi. Hazirlanan PCR yiikleme

tampon ¢ozeltisi bileseni Cizelge 3.7° de verilmistir.

Cizelge 3.7. PCR yiikleme tampon ¢6zeltisi bilesenleri

1x 15x
(10x) Buffer 1l 15 ul
MgCl, (2.5mM) 0.3 ul 4.5l
dNTPs (5SmM) 0.3 ul 4.5l
Primer-Forward (5mM) 1l 15 ul
Primer-Reverse (5mM) 1wl 15 ul
Taq Polimeraz (5Su/pl) 0.4 ul 6 ul
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DNA (50ng) 2 ul -
Distile su 4 ul 60 pl
Total 10 pl -

4. Hazirlanan kalip DNA 06rnekleri PCR tiiplerine dagitilarak {izerine hazirlanan PCR

yiikleme tampon ¢ozeltisi eklendi.

5. Toplam 10 pl reaksiyon hacminde olusturulan drneklerin PCR amplifikasyonu thermal

cycler cihazinda gergeklestirildi.

6. PCR islemi kullanilan her Lr dayaniklilik geni i¢in kullanilan markira bagli olarak

150-210 dk arasinda gerceklesmistir.

Sekil 3.9. Hazirlanan DNA 6rneklerinin PCR uygulamasi

3.3.2.5. Elektroforesis

PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri elektroforez (Cleaver 300V) cihazi kullanilarak
analiz edilmistir. Elektroforez ile DNA bant goriintiilerinin elde edilmesi asamasinda tampon

¢Ozelti olarak Tris-Borik Asit- EDTA (TBE) kullanilmistir.
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3.3.2.5.1. Tris-Borik Asit- EDTA (TBE) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tris-Borik Asit- EDTA (TBE) 10X yogunlukta hazirlanmistir. Borik asit saf su ile
cozdiirtilerek Tris ve ardindan EDTA eklenmistir. Olusturulan ¢o6zeltideki kimyasallarin
tamami ¢Oziindiikten sora ¢dzeltinin son hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir. Olusturulan
cozeltiden 100 ml alinarak saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 1X yogunlukta TBE elde
edilmistir. Elektroforez tanki ve agaroz jel hazirligi i¢in 1X yogunliktaki TBE kullanilmistir.

Cizelge 3.8. 10X TBE tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddeler

ve miktarlari

10X TBE Tampon Cozeltisi | Kimyasal Miktari
Kimyasallari

Borik Asit 559

Tris 108 g

EDTA (0.5M, pH:8) 40 ml

3.3.2.5.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

1. PCR’da elde edilen DNA f{iriinlerini elektroforezde birbirinden ayirmak i¢in agaroz jel
kullanmilmistir. 1.5 gram agaroz tartilarak erlene koyulmus ve lizerine hazirlanan 1X
yogunluktaki TBE tampon eklenmistir.

2. Mikrodalga firinda 3-4 dakika kaynatilarak agaroz seffaf bir hale gelene kadar
eritilmistir ve sicakligi diistiigiinde {izerine PCR sonucu olusan bantlarin goriintiileme
cithazinda goriintiilenebilmeleri i¢in 3 pl redseyf boya eklenmistir.

3. Elektroforez tanki hazirlanarak jel dokiilerek taraklar yerlestirilmis ve jelin donmast
beklenmistir.

4. Jel dondugunda taraklar ¢ikarilarak tank i¢ine yerlestirilmistir.

5. Elektroforez tanki jel iistiinii kapatacak sekilde TBE ile doldurulmustur.

6. Her jel basia 2 pl leader yiiklenmistir.
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7. Yiiklenecek her 6rnek icin PCR tiipleri i¢ine 2 pl yiikleme boyasi (loading dye)
dagitilmig ve 8 pl PCR firiinii toplam 10 pl olacak sekilde pipet yardimiyla jele
yiiklenmistir.

8. Elektroforez cihazina baglh giic kaynagi ile 70 voltta 2-3 saat arasinda elektrik akimi
verilmigtir.

9. Gii¢ kaynagi kapatilarak jel UV transilluminatérde incelenmistir.

Sekil 3.10. PCR iiriinlerinin yiirtitiildiigii elektroforez cihazi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan c¢alismada incelenen ekmeklik bugday F, hatlarinda kahverengi pasa
dayanikliligin hizli ve giivenilir sekilde se¢ilmesi amaglanmis olup bu dogrultuda secgilen
genotiplerde kahverengi pasa dayaniklilifin morfolojik ve molokiiler karakterizasyonu
belirlenmistir. Calismada incelenen ekmeklik bugday F; hatlarinda dogal kosullarda yapilan
hastalik gozlemleri ve SSR markirlarin kullanilmasi sonucunda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir.
4.1. Dogal Kosullar Altinda Kahverengi Pasa Dayamikhhk

Melez popiilasyonlarda F, bitkilerinde kahverengi pas hastalik okumalarinda Modifiye
edilmis Cobb skalas1 kullanilmis ve yapilan degerlendirmede ekmeklik bugday genotiplerinin

hastaliga kars1 farkl tepkiler gosterdigi gézlenmistir.

Cizelge 4.1. Ekmeklik bugday genotiplerinde hastalik okumalari sonucu dayaniklilik degerleri

Melez Hatlar1 | Hastahk| Melez F, | Hastalik | Melez Hastalik

Hatlan

Hatlan

Pehlivan/Lr 9 5MR F85/Lr 9 10R Sana/Lr 9 10R
Pehlivan/Lr 14 | 10S F85/Lr 14 10S Sana/Lr 14 10S
Pehlivan/Lr 19 | 10S F85/Lr 19 10S Sana/Lr 19 10S
Pehlivan/Lr 22 | 10S F85/Lr 22 10S Sana/Lr 22 10S
Pehlivan/Lr 24 | 5SMR F85/Lr 24 5MR Sana/Lr 24 5MR
Pehlivan/Lr 34 | 10MS | F85/Lr 34 10MS Sana/Lr 34 5MS
Saban/Lr 9 10R Gelibolu/Lr9 | 10R Tina/Lr 9 10R
Saban/Lr 14 10S Gelibolu/Lr 14 | 10S Tina/Lr 14 10S
Saban/Lr 19 10S Gelibolu/Lr 19 | 10S Tina/Lr 19 10S
Saban/Lr 22 10S Gelibolu/Lr 22 | 10S Tina/Lr 22 10S
Saban/Lr 24 5MS Gelibolu/Lr 24 | 5SMR Tina/Lr 24 10MR
Saban/Lr 34 10MS | Gelibolu/Lr 34 | 10S Tina/Lr 34 10S
Tekirdag/Lr 9 10R Nina/Lr 9 10R Kate A-1/Lr9 | 10R
Tekirdag /Lr 14 | 10S Nina/Lr 14 10S Kate A-1/Lr 14 | 10S
Tekirdag /Lr 19 | 10S Nina/Lr 19 10S Kate A-1/Lr 19 | 10S
Tekirdag /Lr 22 | 10S Nina/Lr 22 10S Kate A-1/Lr 22 | 10S
Tekirdag /Lr 24 | 1I0MR | Nina/Lr 24 5MR Kate A-1/Lr 24 | 10MR
Tekirdag /Lr 34 | 10S Nina/Lr 34 10S Kate A-1/Lr 34 | 10S
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Pehlivan 10S Sana 5MR Saban 10S
Tina 5MS Tekirdag 10S Nina 10MR
Morocco 30S Gelibolu 10S Kate A-1 10MS
Cumbhuriyet 10S Flamura-85 5S

Tarla kosullarinda yapilan okumalarda Pehlivan ¢esidi ile 6 izogenik hat arasinda
yapilan melez populasyonlarinda sadece Pehlivan/Lr 9 ve Lr 24 melezleri R ya da MR
grubunda dayaniklilik gostermistir. Lr 22 izogenik hatti ile yapilan melezlerde ise Lr 22 geni
tastyan genotipler bulunmamuistir. Pehlivan/Lr 14, 19 ve 34 melez dollerinde ise dayaniklilik

genleri bulunmakla birlikte hastalik okumalar: S diizeyinde yiiksek olmustur.

Saban ¢esidi ile 6 izogenik hat arasinda yapilan melez popiilasyonlarinda sadece
Pehlivan/Lr 9 melezleri R ya da MR grubunda dayaniklilik gostermistir. Lr 22 izogenik hatti
ile yapilan melezlerde ise Lr 22 geni tagyigan genotipler bulunmamistir. Saban/ Lr 14, 19, 24
ve 34 melez dollerinde ise dayaniklilik genleri bulunmakla birlikte hastalik okumalar1 S ya da

MS diizeyinde yliksek olmustur.

Tekirdag c¢esidi ile 6 izogenik hat arasinda yapilan melez popiilasyonlarinda sadece
Pehlivan/Lr 9 ve Lr 24 melezleri R ya da MR grubunda dayaniklilik gostermistir. Lr 22
izogenik hatt1 ile yapilan melezlerde ise Lr 22 geni tastyan genotipler bulunmamuistir.
Tekirdag/Lr 14, 19 ve 34 melez dollerinde ise dayaniklilik genleri bulunmakla birlikte
hastalik okumalari S diizeyinde yiiksek olmustur.

Flamura-85 ve Tekirdag cesitleri ile 6 izogenik hat arasinda yapilan melez
popiilasyonlarinda sadece Flamura/Lr 9 ve Lr 24 melezleri R ya da MR grubunda dayaniklilik
gostermistir. Lr 22 izogenik hatti ile yapilan melezlerde ise Lr 22 geni tasigan genotipler
bulunmamistir. Flamura-85/Lr 14, 19 ve 34 melez dollerinde ise dayaniklilik genleri

bulunmakla birlikte hastalik okumalar1 S diizeyinde yiiksek olmustur.

Nina ve Sana c¢esitleri kahverengi pasa MR diizeyinde tepki gosterirken 6 izogenik hat
arasinda yapilan melez popiilasyonlarinda sadece Nina/Lr 9 ve Lr 24 melezleri R ya da MR
grubunda dayaniklilik gostermistir. Lr 22 izogenik hatt1 ile yapilan melezlerde ise Lr 22 geni
tastyan genotipler bulunmamistir. Nina/Lr 14, 19 ve 34 melez doéllerinde ise dayaniklilik
genleri bulunmakla birlikte hastalik okumalari S diizeyinde yiiksek olmustur.
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Tina ve Kate A 1 ¢esitleri kahverengi pasa MS diizeyinde tepki gosterirken 6 izogenik
hat arasinda yapilan melez popiilasyonlarinda sadece Tina/Lr 9 ve Lr 24 melezleri R ya da
MR grubunda dayaniklilik gostermistir. Lr 22 izogenik hatt1 ile yapilan melezlerde ise Lr 22
geni tasigan genotipler bulunmamustir. Nina/Lr 14, 19 ve 34 melez déllerinde ise dayaniklilik
genleri bulunmakla birlikte hastalik okumalar1 S diizeyinde yiiksek olmustur.

Tarla kosullarinda yapilan hastalik okumalarina gore ekmeklik bugday cesitleri ve Lr
9 ve Lr 24 izogenik hatlar1 arasindaki tim melez kombinasyonlarinin kahverengi pasa
dayaniklilik 6zelligi gosterdigi belirlenmistir. Buna karsin bu ii¢ ekmeklik bugday cesidi ile
Lr 14, Lr 19, Lr 22 ve Lr 34 tastyan ziogenik hatlar arasinda yapilan melez dolleri ise
kahverengi pasa karsi hassas ozellik gostermistir. Elde edilen veriler Trakya Bolgesi igin
ozellikle Lr 9 ve Lr 24 dayaniklilik geninin Onemli seleksiyon kriteri oldugunu
gostermektedir. Ekmeklik bugday cesitleri ile Lr 22 geni bulunan izogenik hat arasindaki
melez kombinasyonlarda Lr 22 geninin bulunmamasi bu gen yoniinden daha ayrintili
caligmalar yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Lr 14, Lr 19, ve Lr 34 kahverengi pasa

dayaniklilik genleri Trakya Bolgesi’ nde hastalik irklari yoniinden 6nem tagimamaktadir.

4.2. Molekiiler Analizler

Yapilan c¢alismada bolgede yetistiriciligi yapilan Pehlivan, Saban, Flamura-85
ekmeklik bugday cesitleri ile Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24, Lr 34 dayaniklilik genlerini
iceren izogenik hatlarin melezlenmesi sonucu elde edilen F; hatlarinin Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr
22, Lr 24, Lr 34 dayaniklilik genlerini tasiyip tasimadiklari belirlenmistir. Calismada
CIMMYT-Meksika’ dan temin edilen izogenik hatlar standart olarak kullanilmistir.

Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24 ve Lr 34 olmak iizere kahverengi pas dayaniklilik
genlerinin ekmeklik bugday F, hatlarinda bulunup bulunmadiklarini belirlenmesi ile elde

edilen sonuclar agsagida verilmistir.

4.2.1. Lr 9 Geni I¢in Elde Edilen SSR Sonuclari

J13 markir1 ile yapilan PCR sonuglarinda olusan DNA fragmentlerinde, literatiir

arastirmalar1 sonucu mevcut caligsmalar ile belirlenen ve olusmasi gereken baz ¢ifti biiyiikligi
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1110 bg’ dir. J13 markirt ile yapilan PCR sonuglarinda 1110 bg biiyiikliinde olusan DNA

fragmentlerine ait genotipler Lr9 genini tasiyan dayanikli genotipler olarak belirlenmistir.

Sekil 4.1. Flamura-85/Lr 9 F, hattina ait Lr 9 geni i¢in SSR sonuglari

Flamura-85/Lr 9 hattina ait F, dollerinde 4 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 3 bitkinin Lr 9 genini tasidig1 belirlenmis olup Flamura-

85/Lr 9 hattinin genel olarak Lr 9 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Pehlivan/Lr 9 F; hattina ait Lr 9 geni i¢in SSR sonuglari

Pehlivan/Lr 9 hattina ait F, dollerinde 6 farkli bitkiden olusturulan Orneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 6 bitkide Lr 9 genini tagidig1 belirlenmis olup Pehlivan/Lr 9

hattinin Lr 9 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.3. Saban/Lr 9 F; hattina ait Lr 9 geni i¢in SSR sonuglari
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Saban /Lr 9 hattina ait F, dollerinde 6 farkli bitkiden olusturulan orneklerde elde edilen
jel goriintiileri sonucunda 6 bitkinin de Lr 9 genini tasidigi belirlenmis olup Saban/Lr 9

hattinin Lr 9 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

4.2.2. Lr 14 Geni icin Elde Edilen SSR Sonuclar

Xgwml146 markir ile yapilan PCR sonuglarinda olusan DNA fragmentlerinde, literatiir
arastirmalar1 sonucu mevcut caligmalar ile belirlenen ve olusmasi gereken baz ¢ifti biiyiikligi
174 bg’ dir. Xgwm146 markiri ile yapilan PCR sonuglarinda 174 bg biiyiikliinde olusan DNA

fragmentlerine ait genotipler Lr 14 genini tasiyan dayanikli genotipler olarak belirlenmistir.

Sekil 4.4. Flamura-85/Lr 14 F; hattina ait Lr 14 geni i¢in SSR sonuglari

Flamura-85/Lr 14 hattina ait F, d6llerinde 9 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 9 bitkinin de Lr 14 genini tagidig1 belirlenmis olup Flamura-

85/Lr 14 hattinin Lr 14 geni igin dayanikli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Pehlivan/Lr 14 F;, hattina ait Lr 14 geni i¢in SSR sonuglar1

Pehlivan/Lr 14 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 10 bitkinin de Lr 14 genini tasidig belirlenmis olup

Pehlivan/Lr 14 hattinin Lr 14 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.6. Saban/Lr 14 F; hattina ait Lr 14 geni i¢in SSR sonuglar1
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Saban/Lr 14 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan Orneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 6 bitkinin Lr 14 genini tagidigi belirlenmis olup Saban/Lr 14

hattinin Lr 14 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

4.2.3. Lr 19 Geni i¢in Elde Edilen SSR Sonuclar

Gb markirt ile yapilan PCR sonuglarinda olusan DNA fragmentlerinde, literatiir
arastirmalar1 sonucu mevcut caligmalar ile belirlenen ve olusmasi gereken baz ¢ifti biiyiikligi
130 b¢’ dir. Gb markir1 ile yapilan PCR sonuglarinda 130 bg biiyiikliinde olusan DNA

fragmentlerine ait genotipler Lr 19 genini tasiyan dayanikli genotipler olarak belirlenmistir.

Sekil 4.7. Flamura-85/Lr 19 F; hattina ait Lr 19 geni igin SSR sonuglari

Flamura-85/Lr 19 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 10 bitkinin de Lr 19 genini tasimadigi belirlenmis olup

Flamura-85/Lr 19 hattinin Lr 19 geni i¢in dayanikli olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Pehlivan/Lr 19 F; hattina ait Lr 19 geni i¢in SSR sonuglar1

Pehlivan/Lr 19 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 10 bitkinin de Lr 19 genini tasimadig: belirlenmis olup

Pehlivan/Lr 19 hattinin Lr 19 geni i¢in dayanikli olmadig tespit edilmistir.

Sekil 4.9. Saban/Lr 19 F; hattina ait Lr 19 geni i¢in SSR sonuglar1
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Saban/Lr 19 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan Orneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 9 bitkinin Lr 19 genini tasimadigi belirlenmis olup Saban/Lr

19 hattinin Lr 19 geni i¢in dayanikli olmadigi tespit edilmistir.

4.2.4. Lr 22 Geni Icin Elde Edilen SSR Sonuclar

Xgwm?296 markiri ile yapilan PCR sonuglarinda olusan DNA fragmentlerinde, literatiir
arastirmalar1 sonucu mevcut caligmalar ile belirlenen ve olusmasi gereken baz ¢ifti biiyiikligi
120-130 bg’ dir. Xgwm?296 markir ile yapilan PCR sonuglarinda 120-130 bg biiyiikliinde
olusan DNA fragmentlerine ait genotipler Lr 22 genini tasiyan dayanikli genotipler olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.10. Flamura-85/Lr 22 F, hattina ait Lr 22 geni i¢in SSR sonuglari

Flamura-85/Lr 22 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 5 bitkinin Lr 22 genini tasidigi belirlenmis olup Flamura-

85/Lr 22 hattinin Lr 22 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Saban/Lr 22 F; hattina ait Lr 22 geni i¢in SSR sonuglar1

Saban/Lr 22 hattina ait F, d6llerinde 7 farkl bitkiden olusturulan drneklerde elde edilen

jel goriintiileri sonucunda 6 bitkinin Lr 22 genini tasidigi belirlenmis olup Saban/Lr 22
hattinin Lr 22 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

4.2.5. Lr 24 Geni i¢in Elde Edilen SSR Sonuclari

JO9 markir1 ile yapilan PCR sonuglarinda olusan DNA fragmentlerinde, literatiir
arastirmalar1 sonucu mevcut ¢aligmalar ile belirlenen ve olusmasi gereken baz cifti biiyiikligii
350 bg’ dir. JO9 markirt ile yapilan PCR sonuglarinda 350 bg biiyiikliinde olusan DNA

fragmentlerine ait genotipler Lr 24 genini tasiyan dayanikli genotipler olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Flamura-85/Lr 24 F; hattina ait Lr 24 geni i¢in SSR sonuglari

Flamura-85/Lr 24 hattina ait F, dollerinde 4 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 4 bitkinin de Lr 24 genini tasidig: belirlenmis olup Flamura-

85/Lr 24 hattinin Lr 24 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.13. Saban/Lr 24 F; hattina ait Lr 24 geni i¢in SSR sonuglari
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Saban/Lr 24 hattina ait F, dollerinde 11 farkli bitkiden olusturulan Orneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 4 bitkinin Lr 24 genini tasidig1 belirlenmis olup Flamura-

85/Lr 24 hattinin Lr 24 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir

4.2.6. Lr 34 Geni Icin Elde Edilen SSR Sonuclari

cSLV34 markirt ile yapilan PCR sonuglarinda olusan DNA fragmentlerinde, literatiir
arastirmalar1 sonucu mevcut ¢aligmalar ile belirlenen ve olusmasi gereken baz cifti biiytikliigii
150 b¢’ dir. c¢SLV34 markir ile yapilan PCR sonuglarinda 150 bg biiyiikliinde olusan DNA

fragmentlerine ait genotipler Lr 34 genini tasiyan dayanikli genotipler olarak belirlenmistir.

ke

Sekil 4.14. Flamura-85/Lr 34 F, hattina ait Lr 34 geni i¢in SSR sonuglari

Flamura-85/Lr 34 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 4 bitkinin Lr 34 genini tasidigi belirlenmis olup Flamura-

85/Lr 34 hattinin Lr 34 geni igin dayanikli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Pehlivan/Lr 34 F, hattina ait Lr 34 geni i¢in SSR sonuglari

Pehlivan/Lr 34 hattina ait F, dollerinde 11 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 2 bitkinin Lr 34 genini tasidig1 belirlenmis olup Pehlivan/Lr

34 hattinin Lr 34 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.16. Saban/Lr 34 F; hattina ait Lr 34 geni i¢in SSR sonuglari

40



Saban/Lr 34 hattina ait F, d6llerinde 9 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen
jel goriintiileri sonucunda 2 bitkinin Lr 34 genini tasidigi belirlenmis olup Saban/Lr 34

hattinin Lr 34 geni i¢in dayanikli oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Arastirma, 2016-2017 yetistirme déneminde Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Deneme Alani’nda tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yiiriitilmiistiir. 2016
yilinda ekimi yapilan Pehlivan, Sana, Tina, Tekirdag, Gelibolu, Nina, F-85, Saban, Kate A-1
bugday genotiplerine Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24, Lr 34 kahverengi pas dayaniklilik

genlerini igeren izogenik hatlardan baba olarak kullanilarak melezleme yapilmistir.

Arastirmada ekmeklik bugday genotipleri, Lr genleri iceren izogenik hatlar ve bunlarin
melezlenmesi sonucu elde edilen F, populasyonlar1 hastalik degerlendirmeleri 2 donemde

(erken- ge¢) Modifiye edilmis Cobb skalasi (Peterson et al. 1948) baz alinarak yapilmustir.

Kahverengi pasa dayanikliligin molekiiler karakterizasyonunu belirlemek amaciyla
Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) analizleri kullanilarak Pehlivan, Saban, F85 ekmeklik bugday
genotipleri ve Lr 9, Lr 14, Lr 19, Lr 22, Lr 24 ve Lr 34 dayaniklilik genleri igeren izogenik
hatlar ile melezlenmesi sonucu elde edilen F, populasyonlarinin molekiiler tanimlamalari

yapilmis ve genotipik farkliliklar belirlenmistir.

Flamura-85/Lr 9 hattina ait F, do6llerinde 4 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel gortintiileri sonucunda 3 bitkinin Lr 9 genini tasidigi, Pehlivan/Lr 9 ve Saban/Lr 9
hattina ait F, dollerinde 6 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri

sonucunda tiim bitkilerin Lr 9 genini tasidig1 belirlenmistir.

Flamura-85/Lr14 hattina ait F, dollerinde 9 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 9 bitkinin de Lr 14 genini tagidigi, Pehlivan/Lr 14 hattina ait
F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda
10 bitkinin de Lr 14 genini tasidig1 belirlenmistir. Saban/Lr 14 hattina ait F, dollerinde 10
farkl1 bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda ise 6 bitkinin Lr14

genini tasidigi belirlenmistir.

Flamura-85/Lr 19 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 10 bitkinin, Pehlivan/Lr 19 hattina ait F, dollerinde 10 farkli
bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda 10 bitkinin, Saban/Lr 19
hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri

sonucunda 9 bitkinin de Lr 19 genini tasimadig1 belirlenmistir.
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Flamura-85/Lr 22 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 5 bitkinin Lr 22 genini tasidigi, Saban/Lr 22 hattina ait F,
dollerinde 7 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda 6

bitkinin Lr 22 genini tasidig1 belirlenmistir.

Flamura-85/Lr 24 hattina ait F, d6llerinde 4 farkli bitkiden olusturulan orneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 4 bitkinin de Lr 24 genini tasidigi, Saban/Lr 24 hattina ait F»
dollerinde 11 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda 4

bitkinin Lr 24 genini tasidig1 belirlenmistir.

Flamura-85/Lr 34 hattina ait F, dollerinde 10 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde
edilen jel goriintiileri sonucunda 4 bitkinin Lr 34 genini tasidigi, Pehlivan/Lr 34 hattina ait F,
dollerinde 11 farkli bitkiden olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda 2
bitkinin Lr 34 genini tasidigi, Saban/Lr 34 hattina ait F, dollerinde 9 farkli bitkiden
olusturulan 6rneklerde elde edilen jel goriintiileri sonucunda 2 bitkinin Lr 34 genini tagidigi

belirlenmistir.

Elde edilen veriler ekmeklik bugday genotipleri ile izogenik hatlar arasinda yapilan
melezlemeler sonucunda Lr 9 genini tasidiklari, Flamura 85 ve Pehlivan ¢esidi ile Lr 14
tasityan izogenik hatlarin melezinde tiim bitkiler Lr 14 genini tasirken Saban melezinde bu %
60 oraninda goriilmiistiir. Lr 19 tasiyan izogenik hat ile melezlemede 3 ¢esidin tim F,
bitkilerinde Lr 19 geni bulunmamustir. Lr 22 izogenik hatt1 ile yapilan melezlemelerde
Flamura-85 melezinde % 50, Saban melezinde ise % 86 oraninda aktarilmistir. Lr 24 tasiyan
izogenik hat ile 3 ekmeklik bugday cesidi arasinda yapilan melezlemelerde Flamura-85
melezinin tiimiiniin, Saban melez bitkilerinin ise % 36 oraninda tasidiklar1 belirlenmistir. Lr
34 bulunan izogenik hat ve 3 bugday ¢esidi melezinde Flamura-85 melezinin % 40 oraninda,
Pehlivan melezinin % 18 oraninda ve Saban melezinde ise % 22 oraninda tasidiklari

belirlenmistir.
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