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Ekmeklik Bugday Izmir 85 Cesidinde ve Thatcher Yakin
Izogenik Hatlarinda Kahverengi Pas Dayamikhilik Geni
Lr13%iin SSR Markérleriyle incelenmesi'

Fatma AYKUT TONK?> Siier YUCE?

Oz: Bu calismada, kahverengi pas dayaniklihik geni Lr13’e ait SSR (Simple Sequence
Repeat) markorleri, 41 farkli dayaniklilik geni tasiyan Thatcher yakin izogenik
hattinda incelenmistir. Duyarli yerli gesit Izmir 85, Lr13 genini tasiyan yakin izogenik
hat (12 No’lu hat) ve bunlar arasinda yapilan melezlemenin F, generasyonunda ayni
markorler kullanilmistir. Incelenen dort SSR markériinden bir tanesi (GWM630) Lr13
genini tagiyan hatta 6zgiin bir bant deseni vermistir. Bu bant deseni duyarli ebeveyn
ve F, generasyonunda da aym gozlenmistir. Bu sonug, duyarli ebeveyn izmir 85
¢esidinin Lrl3 genini tasiyabilecegine isaret etmektedir. Thatcher yakin izogenik
hatlarindan bireysel DNA ve DNA bulklar1 olusturulmus ve bdyle bir uygulamanin
Thatcher yakin izogenik hatlarinin dahil oldugu molekiiler ¢aligmalarin siiresi ve
maliyeti agisindan faydali olabilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar kelimeler: Ekmeklik bugday, Thatcher yakin izogenik hatlari, SSR, Lr13.

Investigation of Brown Rust Resistance Gene Lrl13 in Bread
Wheat Variety izmir 85 and Thatcher Near Isogenic Lines
with SSR Markers

Abstract: In this research, SSR (Simple Sequence Repeat) markers for brown rust
resistance gene Lrl3 were screened in Thatcher near isogenic lines containing 41
different resistance genes. Same markers were tested in susceptible local variety [zmir
85, near isogenic line (the line of 12 number) containing Lrl13 and F; generation of
the cross between this variety and the line. One of the four SSR markers examined
(GWM630) generated a specific band pattern in the line carrying Lrl3. This band
pattern was observed in the susceptible parent and F; generation, too. This result is
suggested that susceptible parent izmir 85 variety may have Lr13. Individual DNA
and DNA bulks were constructed from Thatcher near isogenic lines and it was
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concluded that such an application can be useful in terms of time and cost of the
molecular researches including Thatcher near isogenic lines.

Key words: Bread wheat, Thatcher near isogenic lines, SSR, Lr13.

Giris

Puccinia recondita Roberge ex Desmaz. f. sp. tritici Eriks. &
E. Henn’in neden oldugu bugday kahverengi pasi, hemen hemen
bugdayin yetistigi her yerde goriilmektedir. Bugdayda goriilen diger iki
pas hastaligryla karsilastirildiginda daha diizenli olarak her yil ortaya
¢ikmaktadir (Chester, 1946; Samborski, 1985). Bugday kahverengi pas
fungusu farkl iklimlere adapte olmus ve diinyada bugday yetisen farkli
alanlarda goriilebilmektedir (Roelfs ve ark. 1992). A.B.D., Kanada,
Bati Avrupa, Dogu Rusya, Sibirya, Cin, Giliney Amerika, Kuzey
Afrika, Hindistan, Japonya, Avustralya ve Iskandinavya en yaygin
oldugu tlkeler ve bolgelerdir. Tiirkiye’de ise basta Trakya olmak iizere
Ege, Marmara, Karadeniz gibi biitiin sahil bolgeleri ile gecit bolgeleri
ve Orta Anadolu’da 6zellikle sulanir alanlarda etkili olmaktadir (Altay,
1980).

Kahverengi pas genellikle yapraklarda olusturdugu piistiiller
ile fotosentez alanmini kisitlamaktadir. Uriin kaybi, bagaktaki tane
sayisinin azalmasi, tane boyutunun kiigiilmesi, 1000 tane ve hektolitre
agirliginin azalmasi seklinde olmakta, protein iceriginin azalmasi ile de
kalite kaybi olugmaktadir (Arslan ve ark. 2002; Lipps, 2006).
Kahverengi pasin olusturdugu kayiplar genellikle ¢ok fazla degildir (<
% 10) fakat ¢ok biiylik kayiplar da (% 30’dan daha fazla) gozlenebilir
(Roelfs ve ark. 1992).

Gliniimiizde kahverengi pasa dayaniklilik saglayan 50’nin
istiinde farkli gen bilinmektedir (McIntosh ve ark. 2003). Bu
dayaniklilik genleri arasinda, biiyiik olasilikla Lrl3 diinya ¢apinda
ekmeklik bugdayda en c¢ok goriilen gendir (Mclntosh ve ark. 1995;
Seyfarth ve ark. 2000a). Ornegin CIMMYT (Centro Internacional de
Me-joramientode Maizy Trigo) bugday varyetelerinin biiyiik bir kismi1
Lrl3 genini tasimaktadirlar (Rajaram ve ark. 1988; Seyfarth ve ark.
2000a). Normal sartlar altinda bu dayaniklilik geni, ergin dénem
dayanikliligimin karakteristigi olan ergin bitki doneminde dayaniklilik
saglamaktadir (Mclntosh ve ark. 1995; Seyfarth ve ark. 2000a).

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,
PCR)’na dayali DNA markorleri arasinda yer alan SSR (Simple
Sequence Repeat) markorleri, genomdaki basit sekans tekrarlarindan
yararlanarak, bir lokusun iki allelindeki tekrarlarin sayisindaki
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farkliliga bagli polimorfizmi belirlemektedir (Jones ve ark. 1997).
Kahverengi  pas  dayamiklililk  genlerine  ait  markorlerinin
belirlenmesinde SSR ve diger DNA markorleri basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Seyfarth ve ark. (2000a) SSR markorlerini iki farkli
ekmeklik bugday populasyonunda kullanarak Lrl3 genine ait markorii
belirlemiglerdir. Greganova ve ark. (2003) Slovakya kiglik bugday
cesitlerinde Lr13 genini SSR markdrleriyle arastirmislardir. Blaszezyk
ve ark. (2005) Lrl3 genine ait markorii belirlemek igin PSUAFLP
teknigini kullanmislardir.

Yakin izogenik hatlar (Nearly Isogenic Lines, NIL)
markdérlerin belirlenmesinde kullamlan ilk materyallerden birisidir. Iki
yakin izogenik hat arasinda DNA seviyesinde belirlenen herhangi bir
polimorfizmin, ilgilenilen hedef gen ile siki bir linkage durumunda
olma olasiligi c¢ok yiiksektir. Ciinkii yakin izogenik hatlar sadece,
ilgilenilen gendeki ve komsu kromozomal bdlgedeki allel gruplar
bakimindan farklidirlar (Masojc, 2002). Lr dayaniklilik genlerini
tastyan yakin izogenik hatlar yazlik bugday c¢esidi Thatcher
kullanilarak  olusturulmustur. Thatcher yakin izogenik hatlari
dayaniklilik genlerini saptamada oldugu kadar patojen viriilent
kombinasyonlarinin belirlenmesinde de ¢ok yararlhidirlar (Winzeler ve
ark. 2000).

Bu ¢alismanin amaci, Lrl3 genine ait SSR markdrlerinin,
Thatcher yakin izogenik hatlarinda, duyarli ebeveyn olarak yerli bir
cesitte, Lrl3 genini tastyan dayanikli ebeveyn olarak yakin izogenik bir
hatta ve bunlarin melezinin F; generasyonunda incelenmesidir.

Materyal ve Yontem

CIMMYT ten temin edilmis her biri farkli bir kahverengi pas
dayaniklilik geni tasiyan yakin izogenik hatlar, Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’'nden temin edilmis kahverengi pasa duyarl izmir 85 cesidi
ve Lrl3 genini tasiyan 12 No’lu dayanikli hat (Tc*6/Frontana) ve
bunlar arasinda yapilan melezlemenin (izmir 85 x 12 No’lu dayamkl
hat) F; generasyonu c¢alismanin materyalini olusturmustur. Thatcher
yakin izogenik hatlarinin pedigrileri ve tasidiklar1 kahverengi pas
dayaniklilik genleri Cizelge 1’°de verilmistir.

Calismanin  DNA  analizleri Almanya Justus Liebig
Universitesi, Agronomi ve Bitki Islah1 Enstitiisii I, Bitki Islah1 Boliimii
laboratuarlarinda ytirtitiilmiistiir.

10-15 cm boyunda olan bitkilerden yaklagik 100 mg taze
yaprak Ornekleri alinmig ve sivi nitrojen igerisinde dondurulmustur.
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Doyle and Doyle (1987) metoduna gére CTAB mini izolasyon yontemi
kullanilarak genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen DNA

ckstraklar1 kullanima kadar -20’de saklanmustir.

Calismanin baslangi¢c asamasinda Lrll ve Lrl3 genlerine ait
markorlerin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu nedenle Thatcher yakin
izogenik hatlar1 DNA’larindan Cizelge 2’de verildigi gibi bulklar
olusturulmustur. Lrll ve Lrl3’ii tasiyan hatlar ayri degerlendirilmis,
ancak bu genlerin lokalize oldugu kromozomlarda yer alan diger
dayaniklilik genlerini tasiyan hatlarin DNA’lar1 esit oranda bir araya
getirilmigtir. S6z konusu kromozomlar diginda lokalize olmus genleri
tagtyan diger hatlardan ise herhangi bir ortak oOzellik goézetmeden
bulklar olusturulmustur.

Cizelge 1. CIMMYT’den temin edilen Thatcher yakin izogenik hatlar1.

Hatlar
1
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Pedigrileri

Tc*6 / Centenario

Tc*6 / Webster

Tc*6 / Carina

Tc*6 / Loros

Tc*6 / Democrat

Bage / Tc*8

Tc*6 / Aniversario

Transfer / Tc*6

Tc*6 / Exchange

Tc*2 / Hussar

Exchange / Tc*6 APRes.
Tc*6 / Frontana

Selkirk / Tc*6

Tc*6 / Mario Escobar

Tc*6 / Kental 483 (RL6052)
Tc*6 / Exchange

Klein Lucero / Tc*6

Tc*7 / Africa 43

Tc*7 / Transl. 4-A. elongatum

Tc*6 / Jimmer

Tc*6 / RL 5406 T.C.xAe. squ...

Lr genleri
Lrl
Lr2a
Lr2b
Lr2c
Lr3
Lr3bg
Lr3ka
Lr9
Lr10
Lrll
Lrl12
Lrl3
Lrlda
Lrl4b
Lrl5
Lrl6
Lrl7
Lrl8
Lr19
Lr20
Lr21



Cizelge 1’in devamu.

22 Tc*6 / RL 5404 T.C.xAe. squ... Lr22
23 Lee 310/ Tc*6 Lr23
24 Tc*6 / Agent Lr24
25 Tc*6 / Transec. Lr25
26 Tc*6 / St-1-25 Lr26
27 Tc*6 / C-77-1 Lr28
28 Tc*6 / CSTD-Ag#l1 Lr29
29 Tc*6 / Terenzio Lr30
30 Tc*6 /3 / Ae. squarrosa Lr32
31 Tc*6 / PI 58548 (1+gene) Lr33
32 Tc*6 / PI 58548 (2+gene) Lr34
33 Tc*6 /RL5711 Lr35
34 Tc*6 / VPM Lr37
35 Tc*6 / T7 Kohn Lr38
36 Tc*6 / TMR-514-12-24 Lr38
37 Tc*6 / T. spelt. Lrd4
38 Tc*6 / 8404 Lr44
39 Tc*6 / Carina LrB

40 Tc*6 / P1268316 LrB

41 Tc*6 / V336 Lrw

PCR isleminde Somers ve ark. (2004)’nin yontemi modifiye
edilerek kullanilmigtir. Toplam 15 pl reaksiyon hacminde; 50 ng DNA,
1 X PCR buffer (Eppendorf Brinkmann Ins. USA), 0.2 mM dNTP
(PeQlab Biotech. GmbH), 0.7 mM Mg(OAc), (Eppendorf Brinkmann
Ins. USA), 0.75 ng F-Primer, 0.75 ng R-primer, 0.75 ng M13 (IRD700
veya IRD800 ile isaretlenmis, MWG Biotech.) ve 0.5 {inite Taq
Polimeraz enzimi (Eppendorf Brinkmann Ins. USA) yer almistir.
Floresan boya IRD700 veya IRDS800 ile isaretlenmemis F-Primerler
kullanildig: i¢in standart bir sekanslama primeri olan M13, F-Primerin
S5-ucuna eklenecek sekilde PCR bilesenleri arasinda yer almistir
(Oetting ve ark. 1995).

Lrl3 geni i¢in SSR primerleri Seyfarth ve ark. (2000a)’un
calismasindan yararlanilarak kullanilmistir (Cizelge 3). Lrll geni ile
ilgili olarak doyurucu sonuglar elde edilemediginden degerlendirmelere
devam edilmemistir.
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Cizelge 2. Thatcher yakin izogenik hatlarindan olugturulan bireysel DNA ve bulklar.

Bireysel DNA Olusturan hat ve dayaniklilik Kromozom
ve Bulklar genleri lokasyonlar1
1-DNA 10 No’lu hat- Lr11 2A
2-DNA 17 No’lu hat - Lr17 2AS
Bulk1 34 No’lu hat - Lr37 2AS
3-DNA 12 No’lu hat - Lr13 2BS
4-DNA 16 No’lu hat - Lr16 2BS
Bulk1 23 No’lu hat - Lr23 2BS
33 No’lu hat - Lr35 2B
5-DNA 1 No’lu hat - Lrl 5DL
Bulki 2 No’lu hat - Lr2a 2DS
3 No’lu hat - Lr2b 2DS
4 No’lu hat - Lr2c 2DS
5No’lu hat - Lr3 6BL
6 No’lu hat - Lr3bg 6BL
7 No’lu hat - Lr3ka 6BL
8 No’lu hat - Lr9 6BL
9 No’lu hat - Lr10 1AS
6-DNA 11 No’lu hat - Lr12 4BS
Bulk1 13 No’lu hat - Lrl4a 7BL
14 No’lu hat - Lr14b 7BL
15 No’lu hat - Lr15 2DS
18 No’lu hat - Lr18 5BL
19 No’lu hat - Lr19 7DL
20 No’lu hat - Lr20 TAL
21 No’lu hat - Lr21 1DS
22 No’lu hat - Lr22 2DS
7-DNA 24 No’lu hat - Lr24 3D
Bulki 25 No’lu hat - Lr25 4BS
26 No’lu hat - Lr26 1BL
27 No’lu hat - Lr28 4AL
28 No’lu hat - Lr29 7DS
29 No’lu hat - Lr30 4AL
30 No’lu hat - Lr32 3DS
31 No’lu hat - Lr33 1BL
32 No’lu hat - Lr34 7DS
8-DNA 35 No’lu hat - Lr38 6DL
Bulk1 36 No’lu hat - Lr38 -
37 No’lu hat - Lr44 1B

38 No’lu hat - Lr44 -
39 No’lu hat - LB -
40 No’lu hat - LrB -
41 No’lu hat - LrW -
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PCR amplifikasyonu thermocycler (GeneAmp PCR System
9700, Perkin Elmer) cihazinda, baglangi¢ denatiirasyonundan (95°C’de
3 dak.) sonra 94°C’de 40 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 45 saniye
olacak sekilde 35 dongiiden ve son sentez devresinden (72°C’de 10
dak.) olusmustur.

PCR amplifikasyonundan sonra oOrneklere esit hacimde
formamide yiikleme tamponu [% 96 formamide (v/v), 10 mM EDTA
pH 8.0, % 0.1 fuchsin] eklenmis ve 94 °C’de 1.5 dakika
denatiirasyonlar1 saglanmistir. 25 cm % 8’lik poliakrilamid jele (Long
Ranger, FMC Biozym) 0.5-1.5 pl miktarlar1 arasinda ornekler
yiiklenmis ve standart DNA olarak IRDye 50-350 b¢ (MWG Biotech.)
kullanilmistir. Elektrot tampon ¢dzeltisi olarak 10 X TBE tamponundan
seyreltilen 1 X TBE kullanilmistir. 1500 V, 40 W, 35 mA ve 48°C
degerlerinde LI-COR DNA GeneReadir 4200 (MWG Biotech.
Ebersberg/Germany) cihazinda elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen bant sablonlari Saga™* yazilim programi kullamlarak
dogrudan bilgisayara aktarilmistir.

Cizelge 3. SSR primer kombinasyonlar1 ve baz dizilisleri.

S . Lokas-
SSR Ileri Primer Geri Primer
yonu
GWM
120 GATCCACCTTCCTCTCTCTC GATTATACTGGTGCCGAAAC 2B
GWM
319 GGTTGCTGTACAAGTGTTCACG CGGGTGCTGTGTGTAATGAC 2B
GWM
388 CTACAATTCGAAGGAGAGGGG CACCGCGTCAACTACTTAAGC 2B
GWM
630 GTGCCTGTGCCATCGTC CGAAAGTAACAGCGCAGTGA 2B

Arastirma Bulgulan

Calismada Lr13 geni icin kullanilan primerler éncelikle izmir
85, 12 No’lu hat, bunlarin F; generasyonu ile bireysel DNA ve DNA
bulklarinda incelenmistir. Ayni1 primerler Thatcher yakin izogenik
hatlarinda da tekrar arastirilmistir.

Incelenen 4 SSR primerinden GWM120 primerinin vermis
oldugu bantlar 145-175 bg (baz c¢ifti) arasinda saptanmistir. Duyarli
cesit Izmir 85 ile F; ayn1 bant desenini sergilerken, Lr13 genini tastyan
12 No’lu hattin farkli bir banda sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak 12
No’lu hattin bant deseni dayanikli hatlardan olusturulan bireysel DNA
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ve DNA bulklari ile ayn1 gézlenmistir. Sadece 4. siradaki bulk farkl bir
bant vermistir (Sekil 1).

GWM120 primerinin Thatcher yakin izogenik hatlarinda
incelenmesi sonucu 18 ve 33 No’lu hatlarin digindaki tiim hatlarin ayni
bant desenine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 2). 18 ve 33 No’lu
hatlarin bantlarinin molekiiler agirliklar1 diger hatlarin bantlarindan
daha biiyiik gozlenmistir. 12 No’lu hatta bakildiginda diger dayanikli
hatlardan farkli bir bant deseni sergilememistir.

8 [ 12F 12 345678 5

~ -

Sekil 1. GWM120 primerinin ebeveynler, F; ve bireysel DNA ve DNA bulklarinda
sonuglar1. St: Standart DNA, I: Izmir 85, 12: 12 No’lu hat, F: Izmir 85 x 12 No’lu
dayanikli hat, 1-8: bireysel DNA ve DNA bulklar (Cizelge 2’ye gore).

12 34 52 67T 859 WMIZIEHIEISITIE IS0 I I8 1428 26 27181930 30132 33 34 35363738 3904041 3
=%
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ol - ———
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—
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Sekil 2. GWM120 primerinin yakin izogenik hatlarda sonuglari. St: Standart DNA, 1-
41: Thatcher yakin izogenik hatlar1 (Cizelge 1’e gore).

GWM319 primeri 175-230 b¢ degerleri arasinda iki bant
vermistir. Sadece 4. siradaki bulk hari¢ ebeveynler, F; ve bireysel DNA
ve DNA bulklarinda monomorfik bant sablonunu gostermistir. 4.
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stradaki bulkin ilk bandinin molekiiler agirligi daha kiiciik gézlenmistir.
GWM319 primeri ebeveynler, F; ve bulklarda oldugu gibi yakin
izogenik hatlarda da iki farkli bant vermistir. Incelenen hatlardan 18, 26
ve 33 No’lu hatlar hari¢ diger hatlarin bant deseni monomorfik olarak
gozlenmistir. 12 No’lu hatta monomorfik bant gosteren hatlar arasinda
yer almistir.

Incelenen diger bir primer GWM388’in iki adet bant verdigi,
Izmir 85 ile 12 No’lu hattin bant desenlerinin farklt oldugu, F;’in bant
deseninin duyarli ebeveyn Izmir 85 ile aym oldugu gozlemlenmistir.
Ancak 12 No’lu hat ile bireysel DNA ve DNA bulklarinin monomorfik
bant desenine sahip oldugu belirlenmistir. GWM388 primeri dayanikli
yakin izogenik hatlarda da iki adet bant vermis ve bu bantlar 145-200
b¢ standart DNA segmentleri arasinda gozlenmistir. Elde edilen
bantlarin tim yakin izogenik hatlarda monomorfik oldugu tespit
edilmistir.

GWM630 SSR primerinin vermis oldugu bantlar 120-145 bg
standartlar1 arasinda saptannustir. Duyarli ebeveyn Izmir 85, 12 No’lu
hat ve bunlarin F;’inde bant desenlerinin ayni oldugu, diger bireysel
DNA ve DNA bulklarinda ise farkli oldugu gozlenmistir (Sekil 3).
GWMG630 primeri ebeveynler ile F;’de iki adet bant vermis, bireysel
DNA ve DNA bulklarinda ise tek bant vermistir. GWM630 primerinin
Thatcher yakin izogenik hatlarinda incelenmesi sonucu; 12 No’lu hatla
birlikte 18 ve 26 No’lu hatlarin bant desenlerinin diger hatlardan farkli
oldugu ve bu hatlarin ikiser adet banda sahip oldugu gozlenmistir
(Sekil 4). Ayrica 12, 18 ve 26 numarali hatlarin diger hatlarla ortak
olan birinci bantlarina bakildiginda; 18 ve 26 No’lu hatlarin birinci
bantlar1 diger hatlarla ayn1 goriilmektedir. 12 No’lu hattin diger tiim
hatlardan tek farki ise diger hatlarla ortak olan birinci banttaki bir DNA
segmentinin olmamasidir.

Incelenen primerlerin hepsinde, bireysel DNA ve DNA
bulklarindan elde edilen bant desenleri bu bulklarin olusturuldugu
yakin izogenik hatlarda da aym sonucu gostermistir. Ornegin;
GWMI120 primeri 4. ve 6. bulkta diger bireysel DNA ve DNA
bulklarindan ¢ok belirgin olarak farkli bir bant vermis (Sekil 1) ve aynm
primer yakin izogenik hatlarda incelendiginde sirasiyla 4. ve 6. bulkta
yer alan 33 ve 18 No’lu hatlarda da ayn1 bant ¢ok net bir sekilde elde
edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 3. GWM630 primerinin ebeveynler, F; ve bireysel DNA ve DNA bulklarinda
sonuglar1. St: Standart DNA, I: Izmir 85, 12: 12 No’lu hat, F: Izmir 85 x 12 No’lu
dayanikli hat, 1-8: bireysel DNA ve DNA bulklar1 (Cizelge 2’ye gore).

21 I 343 6§T8 9 DU ITI3HI5161T718 1920 2122 33 4 25 26 27 1515 30 31 3333 34 35 3637 38304041 54

Sekil 4. GWM630 primerinin yakin izogenik hatlarda sonuglari. St: Standart DNA, 1-
41: Thatcher yakin izogenik hatlar1 (Cizelge 1’e gore).

Tartisma ve Sonug¢

Incelenen  mikrosatelit  primerlerinden GWMI20  ve
GWM388’in vermis oldugu bantlar ebeveynlerde polimorfik sonuglar
vermis, F1’in bant deseni Izmir 85 ¢esidiyle ayn1 elde edilmistir. Ancak
bu primerler kullanilarak bireysel DNA ve DNA bulklar ile birlikte
yakin izogenik hatlarda 12 No’lu hatt1 ayirt edici bir bant sablonu elde
edilememistir.

GWM319 ve GWMO630 primerleri ebeveynler ve F;’de
monomorfik bant sablonu sergilemistir. Ayni primerler Thatcher yakin
izogenik hatlarinda incelendiginde; GWM319’un hatlarda monomorfik
bant verdigi, GWM630 primerinin 12 No’lu hatla birlikte 18 ve 26
No’lu hatlarda farkli bant deseni sergiledigi saptanmistir. Ancak 18 ve
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26 No’lu hatlarda elde edilen bant segmentlerinden bir tanesi 12 No’lu
hatta gézlenmemis ve ayirici bir 6zellik olusturmustur.

Incelenen mikrosatelit primerlerinden GWM 120, GWM388 ve
GWM319’un Lrl3 genini tagiyan 12 No’lu hatt1 diger yakin izogenik
hatlardan ayirt edici bir bant deseni sergilemedigi ve bu nedenle de
incelen materyalde Lrl3 geni ile bir iliskilerinin olmadigi
diisiiniilmektedir. Nitekim Seyfarth ve ark. (2000a) ThLrl3 x Frisal
melezinin F, populasyonunda Lrl3 geni ile GWMI120, GWM319,
GWM388 ve GWMO630 primerlerinin linkage durumda oldugunu
belirlemigler ancak ThLrl3 x Thatcher melezinin F, populasyonunu
kullandiklarinda ayni primerlerin farkli sonuglar verdigini ve sadece
GWM630 primerinin Lrl3 geni ile linkage durumunda oldugunu
saptamislardir. GWM630 ile Lrl3 geninin arasinda uzakligi 10.7 cM
olarak belirlemislerdir. Ikinci populasyonda elde ettikleri bu farkliligin
melezlenen ebeveynlerin yakin akraba olmalarindan kaynaklandigini,
¢linkii bunlarin yakin izogenik hatlar oldugunu ve genomlarinin %
99°nun ortak oldugunu vurgulamislardir.

Yapilan SSR analizleri sonucu farkli kahverengi pas
dayaniklilik genleri tagiyan Thatcher yakin izogenik hatlari arasinda 12
No’lu hattin farklilik gosterdigi tek primer GWM630 primeridir.
GWM630 primeri ekmeklik bugdayin 2B kromozomunun kisa kolunda
lokalize olmustur (Roder ve ark. 1998). Kullanilan ebeveynler arasinda
bu primer monomorfik bant deseni vermistir. Duyarli ebeveyn olarak
kullanilan Izmir 85 ¢esidinin Lr13’ii tasima olasilig1 yiiksektir. Ciinkii
Izmir 85 ¢esidi Lr13’ii tasiyan diger ebeveyn 12 No’lu hatla ayn1 bant
sablonuna sahip olmustur. McIntosh ve ark. (1995) ve Seyfarth (2000b)
kahverengi pas dayaniklilik genleri arasinda Lrl3’iin ekmeklik
bugdayda en sik goriilen gen oldugunu bildirmislerdir.

Xgwm630 markoriinii kullanarak 8 cesitte Lrl3 genini kontrol
eden Greganova ve ark. (2003) elde ettikleri sonuglar1 fide doneminde
yaptiklar1 inokiilasyon sonuglar1 ile karsilastirmiglar ve Lrl3
markoriinii  saptadiklart bir ¢esitte hastalifin da ortaya c¢iktigini
belirtmiglerdir. Bu farkliligi 2 nedene baglamislardir; ergin dénem
dayaniklilig1 saglayan bir geni fide doneminde yapilan inokiilasyonla
belirlemenin zor oldugunu, Lrl3 geni ile kullanilan markér arasinda
10.7 cM uzaklik bulundugunu ve bu mesafenin ileriki ¢alismalarda
markdrler yardimiyla seleksiyonda optimal olmadigini
vurgulamiglardir. Mohan ve ark. (1997)’a gore bir markoriin markorler
yardimiyla seleksiyonda basarili bir sekilde kullanilabilmesi i¢in; ya
gen ile o genin markorii birlikte agilma gostermeli ya da aralarindaki
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uzaklik 1 cM’dan az olmalidir. Greganova ve ark. (2003) Xgwm630
markdriinii gen bankasindaki bugday genetik kaynaklarinin incelenmesi
icin kullanilabilecegini belirtmistir.

Her biri farkli kahverengi pas dayaniklilik geni tasiyan
Thatcher yakin izogenik hatlarinda yapilan DNA analizleri, bu
hatlarinda monomorfizm seviyesinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir.
Bu nedenle bu hatlar igerisinde, Lrl3 genini tasiyan 12 No’lu hatta
Ozgiin bantlarin elde edilmesi, bu bantlarin Lrl3 markorii olma
olasiligimi arttirmaktadir. Seyfarth (2000b), yakin izogenik hatlarin
disiik seviyede polimorfizm gdstermelerine ragmen arzu edilen
ozelliklere bagli molekiiler markérlerin saptanmasinda kullanilan en iyi
materyalden birisi oldugunu vurgulamistir.

Ayrica bu calisma ile yakin izogenik hatlardan olusturulan
bireysel DNA ve DNA bulklarinin vermis oldugu bant sablonlarinin
yakin izogenik hatlardan elde edilen sonuglarla ayni oldugu
belirlenmistir. Boyle bir uygulama, yakin izogenik hatlarin dahil
oldugu molekiiler g¢aligmalarda kisa siirede ¢ok sayida markoriin
aragtirtlmasina olanak verebilir. Dolayisiyla, bu tir caligmalarin
siiresini kisaltacagi ve maliyetini diisiirecegi nedenleri ile pratikte
Onemi biiytiktiir.
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