Black Sea Journal of Agriculture 2(4): 194-202 (2019)

Black Sea Journal of Agriculture
Open Access Journal PllbliShel'S

e-ISSN: 2618 - 6578

Arastirma Makalesi (Research Article)

Cilt 2 - Say1 4: 194-202 / Ekim 2019
(Volume 2 - Issue 4: 194-202 / October 2019)

SERI 82 EKMEKLIK BUGDAY M3 MUTANTLARININ
FONKSIYONEL MARKORLERLE
KARAKTERIZASYONU

Hiilya KiRAZ?1, ilker YUCE?!, Ozgiir KEKILLi2, Harun OCAKTAN?, Miinire TOPSAKALL?,
Numan Yildirim GUROCAK?!, Hatice OSANMAZ!, Fatih Mehmet KILINC1, Tugba
BASKONUS?, Ziya DUMLUPINAR*

1Kahramanmarags Siitgli Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, 46100,
Kahramanmaras, Tiirkiye

2Kahramanmaras Siit¢li Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimii, 46100, Kahramanmaras,
Tiirkiye

Gonderi: 07 Agustos 2019; Kabul: 16 Agustos 2019; Yayinlanma: 01 Ekim 2019
(Received: August 07, 2019; Accepted: August 16, 2019; Published: October 01, 2019)

Ozet

Bu calismada Seri 82 ekmeklik bugday cesidi ve 6 mutant hatt1 (Seri 82-Ms-1, Seri 82-Ms-2, Seri 82- Ms-3, Seri 82-M3-4,
Seri 82-Ms-5 ve Seri 82-Ms-6) bazi tarimsal 6zelliklere ait genler bakimindan 17 fonksiyonel DNA markéri kullanilarak
karakterize edilmistir. Calismada Seri 82 ekmeklik bugday cesidi ve 6 mutantini1 karakterize etmek icin, gluten
mukavemeti alleli (Bx79E markorii), sar1 pas dayaniklilik genleri Yr45 (Xwgp115 markort) ve Yr51 (SUN104 markorii),
kara pas dayaniklilik geni 5r49 (SUN209 ve SUN479 markdrleri), vernelizasyon geni Vrn-A1 (VRN1 markorii), ciicelik
geni Rht-Bla (uzun) (BF-WR1 markért), Rht-B1b (kisa) (BF-MR1 markérii), Rht-D1a geni (uzun) (DF2-WR2 markérii),
Rht-D1b geni (kisa) (DF MR2 markorii), Rht8 geni (WMS261 markorii), yiiksek protein igerigi geni Gpc-B1 (UHW89
markérii), cavdar translokasyonu genleri (RIS, NOR ve SCM9 markdrleri), dane sertligi Pina alleli (Pina-D1 markérii) ve
mumsuluk Wx-A1 geni (SUN1 markoérii)'ne ait markorler kullanilmistir. Arastirma sonuglarina gore, 17 DNA
markoériinden 61 allel elde edilirken, ortalama allel sayisi da 3.58 olmustur. En yiiksek bant sayis1 RIS ve SCM9
markorlerinden 6 adet ile elde edilirken, en diisiik allel sayis1 Bx70E, Xwgp115 ve SUN209 markdrlerinden elde
edilmistir. Ortalama polimorfizmi bilgi icerigi (PIC) degeri 0.79 olarak belirlenirken, en yiiksek PIC degeri BF-WR1
markoriinden 0.99 degeri ile elde dilmistir. Allel spesifik markoérlerden elde edilen bantlar degerlendirildiginde Seri 82,
Seri 82-M3-2, Seri 82-Ms-3, Seri 82-Ms-4 ve Seri 82-M3-6 genotiplerinde kara pas $r49 geninin bulunmus, Seri 82-Ms-2
genotipinde ciicelik (kisa) gen bolgesi tespit edilmis ve Seri 82, Seri 82-M3s-1, Seri 82-Ms-3, Seri 82-M3-4, Seri 82-M3-5 ve
Seri 82-M3s-6 genotiplerinde ciicelik (uzun) gen bolgesi, Seri 82-Ms-1, Seri 82-Ms-4 ve Seri 82-Ms-6 genotipinde clicelik
(Rht8) gen bolgesi ve Seri 82 ve tiim mutantlarinda ¢avdar translokasyonlarina ait gen bolgeleri tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Ekmeklik bugday, Fonksiyonel DNA markérleri, Mutasyon, Mutant
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Characterization of M; Mutants of Seri 82 Bread Wheat Cultivar Using Functional Markers

Abstract: In this study, Seri 82 bread wheat and 6 mutant lines (Seri 82-Ms-1, Seri 82-M3s-2, Seri 82- Ms-3, Seri 82-Ms-
4, Seri 82-M3-5 and Seri 82-M3-6) were screened for some traits using 17 allele specific DNA markers. In the study Seri
82 bread wheat and 6 mutant lines characterized for alleles gluten strength (Bx7°E marker), yellow rust Yr45 (Xwgp115
marker) and Yr51 (SUN104 marker), stem rust Sr49 (SUN209 and SUN479 markers), vernalisation Vrn-A1 (VRN1
marker), dwarfing Rht-Bla (tall) (BF-WR1 marker), Rht-B1b (short) (BF-MR1 marker), Rht-Dla (tall) (DF2-WR2
marker), Rht-D1b (short) (DF MR2 marker), Rht8 (WMS261 marker), high protein content Gpc-B1 (UHW89 marker), rye
translocation (RIS, NOR and SCM9 markers), grain hardness Pina (Pina-D1 marker) and waxy Wx-A1 (SUN1 marker).
According to the results, 61 polymorphic bands obtained from 17 DNA markers and the average allele number was 3.58.
The highest band numbers were obtained from RIS and SCM9 markers with 6 bands, while the lowest band numbers
were obtained from Bx70E, Xwgp115 and SUN209 markers. The average polymorphism information content (PIC) value
was determined as 0.79, while the highest PIC value was obtained from BF-WR1 markers as 0.99. As the allele specific
markers evaluated stem rust Sr49 was determined in Seri 82, Seri 82-Ms-2, Seri 82-M3s-3, Seri 82-Ms-4 and Seri 82-M3-6
genotypes while dwarfing gene (short) screened in Seri 82-Ms-2 genotype and dwarfing gene (tall) determined on the
Seri 82, Seri 82-M3-1, Seri 82-M3-3, Seri 82-M3-4, Seri 82-M3-5 and Seri 82-M3-6 genotypes. Rht8 dwarfing gene was
found in Seri 82-M3-1, Seri 82-M3-4 and Seri 82-M3-6 genotypes and rye translocation was found in all mutant lines.
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1. Giris temelini olusturan ve hemen her bélgemizde yetisebilen
bugday; kullanim alanlarinin g¢esitliligi, tarimin tamamiyla
mekanize olmasi, destekleme alimlarinin olmasi1 ve
yetistiriciliginin kolay olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1
ekilis ve tiretim bakimindan yaklasik 7.2 milyon hektar
alanda 20 milyon ton iiretim yapilarak ilk sirada yer
almaktadir (TUIK, 2019).

Kiltiir bugdaylarinin gen havuzlarinin zenginlestirilmesi
ve iyilestirilmesinde bugdayin yabani akrabalarindan Aeg.
sqarrossa (2n=14 DD) ile Triticum durum (2n=28 AABB)
veya Triticum dicococcum (2n=28 AABB) tiirleri arasinda
melezlemeler yapildiktan sonra embriyo kurtarma teknigi

Insanlarin eski caglardan giiniimiize kadar tiikettikleri
besin maddelerinin basinda tahillar gelmektedir. Tahil
terimi "Graminae" familyasina ait tohumlari olan bugday,
misir, arpa, ¢avdar vb. gibi tanelerin tiimiini ifade etmek
icin kullanihr (Altan, 1990). Graminae (Bugdaygiller)
familyasina ait olan ekmeklik bugdayin (Triticum
aestivum L.), insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir
bitkileri arasinda ekim alaninin genisligi ve {retim
miktar1 bakimindan gerek diinyada gerekse iilkemizde
olduke¢a 6nemli bir yeri vardir (Yagdi, 2004). Diinyanin en
o6nemli kiltir Dbitkilerinden biri olan bugdayin
yeryliziinde farkli cografik alanlara yayilmasi, insanlarin
beslenmesinde temel gida maddesi olmasi, besinlerden
alian kalorinin yaklasik % 2’sini tek basina karsilamasi
gibi o6zelliklerinden dolay1 1slah ¢alismalarinda ilk

kullanilarak primer sentetik hekzaploid ekmeklik
bugdaylar (2n=42 AABBDD) elde edilmektedir (Mujeeb-
Kazi ve ark., 1996). Ekmeklik bugday, farkli akrabalardan
elde edilmis A, B ve D genomunu bulunduran bir kiiltiir
bitkisidir ve genom uzunlugu 16 x 109 baz ciftinden
olusmaktadir (Gebologlu ve Furan, 2017). Ekmeklik
bugdayin tarimsal agidan dnemli karakterleri icermesi ve

siralarda yer almaktadir (Toklu ve Yagbasanlar, 2005).
Bugdayin gelisme hizinin yiiksek olmasi, genis
adaptasyon yetenegine sahip olmasi, verimli bir bitki
olmast ve bir¢ok ilkenin beslenme, ticari, sosyo-
ekonomik ihtiyaglarini karsilama gibi nedenlerinden
dolay1 diinya ¢apinda yaklasik 770 milyon ton iiretimi
yapilmaktadir (FAO, 2019). Ulkemizde ise tarla tariminin

insan beslenmesinde en c¢ok tercih edilen tahil bitkisi
olmasi nedeniyle ¢ok fazla molekiiler haritalama
calismalarina tabi tutulmus ve bu haritalarin ¢ogunlugu
yabani ve interspesifik melezlerden gelistirilmistir
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(Messmer ve ark., 1999). Gelistirilen yeni genotiplerin
gelecekte olusabilecek iklimsel degisikliklere yonelik,
hastalik ve zararlilara karsi diren¢ kazandirilmasi gibi
amaca uygun olarak kullanilabilmesi i¢in 1slah ¢alismalar1
gerceklestirilmektedir. Bugday tanesinde karbonhidrat,
yag ve proteinin yaninda insan ve hayvan beslenmesinde
onemli derecede rol oynayan vitaminler de bulunmakta
(Kiin, 1988) ve diger bitkilerde oldugu gibi, bugday 1slah
programlarinda da hem tane hem de kalite 6zellikleri
bakimindan yiiksek potansiyele sahip bitkilerin
gelistirilmesi hedeflenmektedir (Ozbay, 2014).

Islah galismalarimin temel amaci; bitkilerin genotiplerinde
yapilacak degisiklikler ile ortaya ¢ikan varyasyona
seleksiyon calismalar1 yapilarak kalitelisi iyilestirilen,
yliksek verime sahip, hastaliklara ve zararli etmenlere
daha dayanikli, gelismis adaptasyon yetenegine sahip
olabilen yeni ¢esitlerin, olabildigince daha kisa siirede ve
maliyetle elde etmeye c¢alismaktir.
Gergeklestirilen bitki 1slah calismalarinda melezleme
yapilarak genetik bitki
gelistirilmeye calisilsa da bu islemler ¢ok zaman isteyen,
yorucu ve maliyeti yiliksek olan calismalardir. Bitkilerin
genetik o6zelliklerinin degerlendirilmesi
amacina yonelik olarak ¢alismalar yapilmasi géz éniinde
bulundurularak son zamanlarda DNA,
protein markori gibi molekiiler markorler arastirma ve
uygulama alanlarinda kullanimlar1 olduk¢a 6nem tegkil
etmekle birlikte bu markérler 1slah ¢alismalarinda
kullanilma olanagi sunmaktadir (Halward ve ark. 1992).
Klasik 1slah ¢alismalarini kolaylastirip, basarisini artiran
ve hizim1 artiracak olan tekniklerden markoér destekli
seleksiyon (MAS) ilk sirada gelmektedir (Yildirim, 2005)
ve MAS ile bugday i1slah c¢alismalarinda geleneksel

daha az

analizler ve seleksiyonu

ve kullanim

izoenzim ve

yontemler ile seleksiyonu zor veya miimkiinii olmayan
karakterlerin  seleksiyonu  gergeklestirilebilmektedir
(Yildirrm, 2009). Son zamanlarda c¢alismalarda
kullanimlar1 yayginlasan molekiiler markdrler; bitkilerin
genetik teshisinde, transformant karkterizasyonunda,
kalitatif ozellik ve kantitatif o6zelliklere ait 1slah
calismalarinda, filogenetik ¢alismalarda (Rafalski ve ark,
1996), tiirlerin taksonomik tanmimlanmasi yapilarak
filogenetik akrabalarinin saptanabilmesinde, linkage
haritalamalarinda ¢esit tanimlanmasinda, genotipler arasi
genetik uzakligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Lowe
ve ark, 1996; Ates Sonmezoglu, 2006; Dede, 2007).
Markér sistemleri; polimorfik, az maliyetli, kolay ve hizli
tespit edebilmesi,
genoma uniform dagilis gostermesi, on-sekans bilgisi
icermeyen genomlarda bile uygulanabilir olmasi gibi
ozelliklerine gore farklilik gostermektedir (Gupta ve ark.,
1999; Atak, 2004).

Molekiiler diger
giivenilir sonuglar elde edilmesi, ¢evre faktorlerinden

es-baskin kalitima sahip olmasi,

markorlerin markorlere nazaran
etkilenmemeleri, bitkilerin her doneminde kullanilabilir
olmasi, bitkilerde olgunlasmalari
uygulanabilmeleri ve genis varyasyona sahip olmalari gibi
avantajlarindan dolay1 kullanimlar1 olduk¢a yaygindir

(Ozcan ve ark, 2001). Ozellikle bugdayda ¢ok zaman

beklenmeden

alacak olan 1slah calismalari molekiiller markérler
kullanilarak daha kisa siirede gerceklestirilerek sari pas,
kara pas ve Kkiilleme gibi hastaliklara dayaniklilik
genlerinin aktarimi yaninda, mumsuluk (Waxy genleri),
vernelizasyon, cilicelik ve gluten mukavemeti gibi
ozelliklere ait 6nemli genlerin de yeni ¢esitlere aktarimi
gerceklestirilmistir (Sonmezoglu ve ark.2010).

Bugday 1slah ¢alismalarinda kullanilan molekiiler DNA
markorlerinden en ©nemlileri hibridizasyona dayal
Sinirll bant uzunlugu polimorfizmi (RFLP), PCR bazh
cogaltilan DNA dizileri (RAPD), basit dizi
tekrarlar1 (SSR) veya mikrosatellitler, ¢ogaltilmis bant
uzunluklar1 polimorfizmi (AFLP) ve etiketlenmis dizi
bolgeleri (STS) markorleridir.

Arastirmada, iilkemizin yazlik dilimi ekmeklik bugday
tretim alanlarinda genis bir ekim alanina sahip, tane
verimi yiiksek, beyaz kil¢ikli, protein orani yiiksek olan ve
sarl pasa hassasiyetinden dolay1 artik ekimi tercih
edilmeyen Seri 82 ekmeklik bugday cesidi ve bu ceside ait
6 adet M3 mutant populasyonu kullanilmis ve Seri 82
ekmeklik bugday ¢esidinin M3 mutantlarinin fonksiyonel
DNA markarleri ile karakterizasyonu amaglanmistir.

tesadfi

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki Materyali

Arastirmada, tlkemizin yazlik dilimi ekmeklik bugday
tiretim alanlarinda genis bir ekim alanina sahip, tane
verimi yiiksek, beyaz kil¢ikli, protein orani yiiksek olan ve
sarl1 pasa hassasiyetinden dolay1 artik ekimi tercih
edilmeyen Seri 82 ekmeklik bugday ¢esidi ve bu ¢eside ait
6 adet M3 mutant populasyonu kullanilmistir. Seri 82
mutant hatlarinin  DNA’larinin  elde edilmesi igin
genotiplere ait tohumlar torf+kum+toprak karisimini
iceren viyollere ekilmis ve bitki biliylime kabininde 25 °C
sicaklikta 2 yaprakli ddneme kadar yetistirilmistir.

2.2. DNA izolasyonu

Ekmeklik bugday genotiplerine ait yaprak o6rnekleri
laboratuvar ortaminda 2 ml’lik ependorf tiipler igerisine
alinmistir. Alinan bu o6rnekler sivi azot yardimiyla
ogutilmiis ve sonrasinda DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.  DNA izolasyonu cetyl trimethyl
ammonium bromide (cTAB) metoduna gore (Oliver ve
ark, 2010) asagidaki gibi yapilmistir.

Bugday genotiplerinden alinan o&rnekler, siwv1 azot
kullanilarak steril ¢ubuk yardimiyla 2 ml'lik eppendorf
tiipler icerisinde pargalanarak ogitilmiistiir. Tiiplerin
icerisine 1 ml izolasyon soliisyonu (1 M Tris-HCl (pH:8),
0.5 M EDTA (pH:89, 5 M NaCl, % 2 w/v cTAB, % 2
polyvinyl-pyrolidone-40, % 5 sarcosyl) eklenerek 65
°C'de 1 saat su banyosunda bekletilmistir (20 dakikada
bir alt st edilerek). Sicak su banyosundan alinan
ornekler lizerine ceker ocak igerisinde 1 ml chloroform:
izoamil alkol (24:1) eklenerek 10000 (rpm) devirde 30
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij bittikten sonra listte
kalan siv1 kisim yaprak pargalariyla karistirilmadan pipet
yardimiyla steril yeni tiiplere alinmistir. Yeni tiiplere
°C'de bekletilen

alinan sivi lzerine 1'er ml -20
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isopropanol eklenerek 10000 (rpm) devirde 30 dakika
santrifiij yapilarak DNA’larin tiiplin dibine ¢oktiiriilmesi
saglanmis ve siwvi kisim DNA'lardan uzaklastirilmistir.
DNA’larin iizerine 1 ml % 70’lik etanol eklenerek 13000
(rpm) devirde 2 dakika santrifiij yapilmis ve sonrasinda
sivi  kisim uzaklastirilarak
Santrifiij bittikten sonra 1 ml % 96’lik etanol eklenerek
13000 (rpm) devirde 2 dakika santrifiij yapilarak DNA’lar
temizlenmis ve sonrasinda kurumaya birakilmistir.
Kuruyan DNA’lara 250 pl RNAse soliisyonu (10mM Tris-
HCl (pH: 7-7.5) DNA izolasyonu

islem tekrar edilmistir.

eklenmis ve

Tablo 1. Arastirmada Kullanilan DNA primerleri

tamamlanmustir. izole edilen DNA’larin Nanodrop
spektrofotometre (Thermo Nanodrop 2000
spektrofotometre) cihazi ile DNA konsantrasyonlar1 ve
safliklar1 belirlenmistir. Daha sonra molekiiler markor
calismalarinda kullanilmak iizere DNA konsantrasyonlari
50 ng/ul olacak sekilde seyreltilmistir.

2.3. DNA Primerleri

Calismada toplamda 17 adet allel spesifik DNA markéri
kullanilarak genotipler molekiiler olarak karakterize
edilmistir. Arastirmada kullanilan DNA markérlerine ait
bilgiler Tablo 1'de gosterilmistir.

Beklenen bant uzunlugu

No Primer Primer Dizisi (5'-3") Gen Bolgesi (bo) Marker
¢
1 Bx7%%_F CCTCAGCATGCAAACATGCAGC Gluten 563 Es-baskin
Bx70% R CTGAAACCTTTGGCCAGTCATGTC Mukavemeti
Xwgp115_F AGTGTCTTGTAGGGTATC
2 XwgplisR TCAGGCCGTGAAAAATAT Sar1pas Yr45 492 Baskin
SUN104_F TGCTATGTGCGTGATGATGA
3 SUN104_R TTACATGCTCCAGCGACTTG Saripas Yr51 225 Baslan
SUN479_F CAAATGAAATGTGATCCTGTT
4 SUN479_R TCATCTAACCAGCAATGGTAT Kara pas Sr49 200 Eg-baskin
SUN209_F AG CTATGAGCTTCGCTATTG
5 SUN209_R GTGATTGGTTCGGATTACTTA Kara pas Sr49 148 Eg-baskn
484 (vrn-A1 kishk veya Vrn-
VRN1A F Alcyazhik
6 VRN1- GAAAGGAAAAATTCTGCTCG Vernelizasyon 715-624 iki bant Vrn-Ala Baskin
INTL R GCACGAAATCGAAATCGAAG Vin-Al 464 Vrn-A1b yazlik
- 452 Vrn-Ald yazlik
430 Vrn-Ale yazhk
; BF- GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG Citcelik (Uzun) 273 Baskin
WR1 CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTG Rht-Bla
8 BF- GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG Ciicelik (Kisa) 273 Baskin
MR1 CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTA Rht-B1b
9 DF2- GGCAAGCAAAAGCTTCGCG Ciicelik (Uzun) 264 Baskin
WR2 GGCCATCTCGAGCTGCAC Rht-Dla
10 DF- CGCGCAATTATTGGCCAGAGATG Ciicelik (Kisa) 954 Baskin
MR2 CCCCATGGCCATCTCGAGCTGCTA Rht-D1b
WMS261_F CTCCCTGTACGCCTAAGGC Ciicelik
T wMs261R CTCGCGCTACTAGCCATTG Rht8 165-204 Eg-baskin
,,  UHWB8Y-BF TCTCCAAGAGGGGAGAGACA Yiiksek Protein 129 Es-baskin
UHW89-R TTCCTCTACCCATGAATCTAGCA Gpe-B1
13 RIS_F TAATTTCTGCTTGCTCCATGC Cavdar 110 Baskin
RIS_R ACTGGGGTGCACTGGATTAG Translokasyonlar1
NOR_F GCATGTAGCGACTAACTCATC Cavdar
14 NOR_R CCCAGTTTTCCATGTCGC Translokasyonlar 400, 600, 700, 800 Baskin
is SCM9_F TGACAACCCCCTTTCCCTCGT Cavdar 220 Es-baskin
SCM9_R TCATCGACGCTAAGGAGGACCC Translokasyonlar1
1 PinaDLF CCCTGTAGAGACAAAGCTAA Dane Sertligi 330 Baskin
PinaD2_R TCACCAGTAATAGCCAATAGT Pina
17 SUN1_F CGCTCCCTGAAGAGAGAAAGAA Waxy Xsun-74, 219,233, 260,271, p oy oo
SUN1R ATAGGCACAACCCCTAAC Wx-Al 275, 285 ve 289
2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR) ve eslesmesi)'de 1 dakika ¢alisarak, 95 °C ile 72 °C arasinda

Fragment Analizleri

PZR; 0.02 ml hacminde 96’k platelerine; 1ul dNTP
karigimi (10 mM karsim (A+T+G+C)), 3ul 10x buffer, 1.2
ul MgCl2, DNA primer cifti (1pul F ve 1pl R), 3 pl (50 ng)
genomik DNA, 9.5 pul dH20 ve 0.3 pl Taq DNA polimeraz
(5U0/ul, Fermantes) olacak sekilde toplam 20 pl PZR
soliisyonu hazirlanmstir.

PZR reaksiyonlar1 "eppendorf' marka thermal cycler
cihazinda; 95 °C’'de 5 dakika ¢alistirilmis ve sonrasinda 95
°C (DNA iplikgiklerinin ayrismas1) 1 dakika, 55 °C
(primerlerin yapismasi (tavlama)) 1 dakika ve 72 °C (DNA

35 dongii yapmasi saglanmis ve son asamada 72 °C’de 5
dakika calistirillarak islem tamamlanmistir. Elde edilen
PZR iiriinleri kullanilana kadar -20 °C’ye birakilmistir.
Fragment analizleri i¢cin PZR isleminden sonra elde edilen
tirtinler, Qiagen firmasina ait "QIAxcel Advanced System"
fragment analiz cihazinda yiiritilmiis ve genotiplere ait
DNA bantlari elde edilmistir.

2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Yedi adet ekmeklik bugday genotipine ait fragment analizi
sonucuna bakilarak okuma aralig1 15 baz ¢ifti ile 5000 baz
¢ifti arasinda seg¢ilmistir. Skorlama islemi esnasinda
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hassasiyet +4 baz cifti kabil edilmis ve buna gore alleller
degerlendirilmistir.
Calisma soucunda elde edilen genetik veriler ile
arastirmada kullanilan ekmeklik bugday genotipleri
arasindaki benzerlikler ve genotipe ait alleller hakkinda
bilgi edinilmistir. Ekmeklik bugday genotiplerinin genetik
benzerlikleri NTSYSpc 2.21q (Rohlf, 2005) programinda
Dice indeks (Dice, 1945) kullanilarak hesaplanmistir. Her
bir genotipe ait DNA bantlar1 "0" veya "1" olarak kodlanip
ikili (binary) veri matriksi olusturulmustur. Olusturulan
bu matriks yardimiyla UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Arithmetic Average) kullanilarak, genotiplerin
birbiri ile benzerliklerini gosteren dendogram elde
edilmisgtir.
2.6. Polimorfizm Bilgi iceriklerinin Hesaplanmasi
Molekiiler analizlerde kullanilan her bir DNA markéri
icin polimorfizm bilgi icerikleri Weir (1996)’e gore
asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

PIC=1-)Pi2
Pi; arastirmada c¢alisilan 7 ekmeklik bugday genotipinde
(6 mutant hat ve Seri 82 genotipi) i’inci allelin frekansidir.

3. Bulgular ve Tartisma
Calismada kullanilan 7 adet Seri 82 ekmeklik bugday
genotipinin bazi 6zellikler bakimindan 17 allel spesifik
DNA markérlerleri taranmis, ayrica elde edilen bantlar
kullanilarak genotipler arasindaki genetik benzerlikleri
belirlenmistir. Calismada polimorfik bant veren 17 adet
DNA markéri ile 7 adet Seri 82 ekmeklik bugday genotipi
taranmis ve 61 adet polimorfik bant bulunmustur. Primer
basina ortalama allel sayisi 3.58 olurken, en fazla allel
tireten markorler 6 adet bant ile RIS ve SCM9 markorii
olmus, en az allel iireten markorler ise 2 adet bant ile
SUN209, Xwgp115 ve Bx79E markorleri olmustur.
Arastirmada ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PIC)
degeri 0.79 olarak hesaplanmistir. En ytiksek PIC degeri
0.99 (BF-MR1) olarak hesaplanirken, en diisiik PIC degeri
0.24 (SUN204) olarak hesaplanmistir. Genotiplerin
taranmasinda kullanilan DNA markérlerinin allel sayilari
ve polimorfizm bilgi icerigi degerleri Tablo 2’'de
gosterilmistir. Furan ve Yiice (2009) gerceklestirdikleri
66.7
Furan

olarak
(2017)
calismalarinda, polimorfizm yilizdesini tiim genotipler
arasinda % 96.07 olarak tespit etmislerdir. Olgun ve ark.
(2015) c¢alismalarinda, polimorfizm oranini RAPD
markdrlerinde % 80 olarak saptarken, ISSR da % 99.5
olarak saptamislardir. Lima-Brito ve ark. (1996) ekmeklik
bugday x tritordeum F: hibritlerininde morfolojik ve

arastirmada, polimorfizm oranm %

hesaplamiglardir.  Gebologlu  ve

verim karakterlerini degerlendirmek icin RAPD ve ISSR
markorlerini kullanmislar ve RAPD polimorfizm oranini
% 41.2 olarak hesaplarken, ISSR polimorfizm oranini ise
% 81.51 olarak hesaplamislardir.

Arastirmada kullanilan allel spesifik markoérlerden
SUN479’a ait gorintii Sekil 1’de verilmis ve diger
markorlere ait veriler ise Tablo 3’te gosterilmistir.
Bununla birlikte, Seri 82 ekmeklik bugday cesidi ile 6 adet

Seri 82 M3 mutant hatlar1 17 adet DNA markor ile
tarandiktan sonra elde edilen verilere gore filogenetik
agac olusturulmustur (Sekil 2).

Sekil 1. SUN479 primerine ait jel goriintiisti (C1: Seri 82,
C2: Seri 82-Ms-1, C3: Seri 82-Ms-2, C4: Seri 82-Ms-3, C5:
Seri 82-Ms-4, C6: Seri 82-Ms-5, C7: Seri 82-Ms-6).

Seri 82
Seri_82 M.-1

Seri_82_M_-2

Seri_82_M,-4

Seri_82_M,-6

Seri_82_M.-3

Seri_82_M,-5
0.22 0.36 0.49 0.63 0.76
Coefficient

Sekil 2. DNA markér verilerine goére olusturulmus
filogenetik agac

Bx70E primerinin, gluten mukavemetine ait genlerle
iliskili oldugu belirtilmektedir. Arastirmada, Seri 82
ekmeklik bugday ve mutantlarinda gluten mukavemetine
ait gen bolgesi tespit edilememistir. Butow ve ark. (2004)
yaptiklar1 ¢alisma ile Bx79 markoriiniin, kodlanan
bolgenin 750 bg¢ kismina karsilik gelen egs-baskin bir
markoér oldugunu, Glu-Blal (520 bg) icermeyen hatlarin
genine 43 bazlik bir fazlalikla 563 b¢ uzunlugunda allel
bildirmislerdir (Tablo 3). Xwgpl15
primerinin, sar1 pas (Yr45 geni) hastaligina dayaniklilik
genlerini belirlemede kullanilmaktadir. Seri 82 ekmeklik

elde ettiklerini

bugday ve mutantlarinda sar1 pasa dayanikliik gen
bolgesi (Yr45) tespit edilememistir Li ve ark. (2011),
yazlik ve kishk ekmeklik bugday hatlarinda Xgwp115
markoériiniin - 492 baz uzunlugunda DNA bandi
olusturdugunu ve sar1 pas hastaligl ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir (Tablo 3). SUN104 primeri, sar1 pasa
dayaniklilik geni Yr51 gen bélgesini taramaktadir. Seri 82
ve mutantlarinda sar1 pas (Yr51) dayanikhlik gen bolgesi
tespit edilememistir. Randhawa ve ark. (2014) tarafindan
yapilan c¢alismada SUN104 markoriiniin kodladigr gen
bolgesinde 225 bg¢ uzunlugunda allel tespit ettiklerini ve
bu allelin sar1 pas hastaligina dayaniklilik geni ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3).
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SUN479 primerinin, kara pasa dayaniklilik geni 5r49 ile
iligkilidir. Seri 82 ve mutantlarinda, Seri 82-M3s-2, Seri 82-
Ms-3, Seri 82-M3-4 ve Seri 82-Ms3-6 hattinda kara pas
(Sr49 geni) dayaniklilik geninin bulundugu tespit
edilmistir. Bansal ve ark. (2015) tarafindan yapilan
calismada SUN479 markoriiniin kodladig1 gen bélgesinde
200 bg¢ uzunlugunda DNA band: olusturdugunu ve kara
pas hastalign dayaniklilk geni ile iligkili
bildirmislerdir. (Tablo 3). SUN209 primerinin, kara pasa

oldugunu

dayaniklilk geni Sr49 gen bolgesi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Seri 82 ve mutantlarinda sadece Seri 82
ekmeklik bugday genotipinde kara pasa dayaniklilik gen
bolgesi tespit edilmistir. Bansal ve ark. (2015) tarafindan
yapilan c¢alismada SUN209 markériiniin kodladigi gen
bolgesinde 148 b¢ uzunlugunda DNA  bandi
olusturdugunu ve kara pas hastalig ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir (Tablo 3).

Tablo 2. Genotiplerin Taranmasinda Kullanilan DNA Primerlerine Ait Allel Sayilar1 ve PIC Degerleri

No Primer Ad1 Allel Sayis1 PIC Degeri
1 Bx70E_F 2 0.84
Bx79E_R
2 Xwgpl15_F 2 0.96
Xwgp115_R
3 SUN104_F 3 0.63
SUN104_R
4 SUN479_F 4 0.93
SUN479_R
5 SUN209_F 2 0.24
SUN209_R
6 VRN1AF 3 0.95
VRN1-INT1R
7 BF- 4 0.99
WR1
8 BF- 4 0.95
MR1
9 DF2- 5 0.92
WR2
10 DF- 4 0.93
MR2
11 WMS261_F 3 0.97
WMS261_R
12 UHW89-BF 3 0.90
UHW89-R
13 RIS_F 6 0.57
RIS_R
14 NOR_F 4 0.57
NOR_R
15 SCMO9_F 6 0.41
SCM9_R
16 PinaD1_F 3 0.90
PinaD2_R
17 SUN1_F 3 0.90
SUN1R
Tablo 3. Seri 82 ekmeklik bugday ve mutant hatlarina ait alellik varyasyonlari
Genotipler, Markorler Seri82  Seri82-Ms-1 Seri 82-Ms-2 Seri 82-M3-3 Seri 82-M3-4 Seri 82-Ms-5  Seri 82-M3-6
Bx70E - - - - -
Xwgpl15 - - - - -
SUN104 - - - - -
SUN479 - - + + + +
SUN209 + - - - -
VRN1 - - - - -
BF-WR1 - - - - -
BF-MR1 - - + - -
DF2_WR2 + + - + + + +
DF-MR2 - - - - -
WMS261 - + - - + +
UHW89 - - - - - -
RIS + + + + + + +
NOR - - - - -
SCM9 - - - - -
Pina - - - - -
SUN1 - - - - -
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VRN1 primerinin, vernelizasyon geni Vrn-A1 gen bdlgesini
belirlemede kullanildig: 82 ve
mutantlarinda, vernelizasyon o6zelligine ait gen bolgesi
tespit edilememistir. Yan ve ark. (2004)
gerceklestirdikleri ¢alismada bugday genotiplerinde 484
b¢ uzunlugunda bant elde edilmesi halinde kishk bugday
Vrn-A1 allelini, 715-624 bg¢ uzunlugunda iki bant elde
edilirse Vrn-Ala allelini, 464 bg¢ uzunlugunda bant elde
yazllk bugday Vrn-A1b allelini, 452 bg
uzunlugunda bant elde edilmesi halinde yazlik bugday
Vrn-A1d ve 430 bg¢ uzunlugunda bant elde edilmesi
halinde ise yazlik bugday Vrn-Ale allelini tasidigini
bildirmislerdir (Tablo 3). BF-WR1 primerinin, ciicelik
(uzun) o6zelligine ait gen bolgesini belirlemede kullanildig:
bilinmektedir. Seri 82 ve mutantlarinda, ciicelik (uzun)
ozelligine ait herhangi bir gen bolgesi tespit
edilememistir. Ellis ve ark. (2002) gergeklestirdikleri
calisma ile BF-WR1 markorini kullanarak 273 bg
uzunlugunda allel tespit etmisler ve bu allelin ciicelik
(uzun) gen bolgesi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir
(Tablo 3). BF-MR1 primerinin, ciicelik (kisa) gen
bolgelerini belirlemede kullanilmaktadir. Seri 82 ve
mutantlarinda, Seri 82-Ms3-2 hattinda ciicelik (kisa)
ozelligine ait gen bolgesi tespit edilmistir. Ellis ve ark.
(2002) gergeklestirdikleri ¢alisma ile BF9-MR1
markoriini kullanarak 273 bg¢ uzunlugunda allel tespit
etmisler ve bu allelin ciicelik (kisa) gen bolgesi ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3).

DF2_WR2 primerinin, ciicelik (uzun) 6zelligine ait genleri
belirlemede kullanildigi bilinmektedir. Seri 82 ve
mutantlarinda, Seri 82, Seri 82-Ms-1, Seri 82-Ms-3, Seri
82-Ms-4, Seri 82-Ms-5 ve Seri 82-Ms-6 hattinda clicelik
(uzun, Rht-Dla) o6zelligine ait gen bolgesi tespit edilmistir.
Ellis ve ark. (2002) gergeklestirdikleri calisma ile
DF2_WR2 markériinii kullanarak 264 bg¢ uzunlugunda
allel tespit etmisler ve bu allelin ciicelik (uzun) gen
bélgesi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3). DF-
MR2 primerinin, clicelik (kisa/Rht-Dlb) 6zelligine ait gen
bolgesini tespit etmede kullanildig bilinmektedir. Seri 82
ve mutantlarinda, ciicelik (kisa) 6zelligine ait gen bolgesi
tespit  edilememistir.  Ellis ve  ark (2002)
gerceklestirdikleri ile DF2_MR2 markoérini
kullanarak 254 b¢ uzunlugunda allel tespit etmisler ve bu
allelin clicelik (kisa/Rht-DIb) gen bolgesi ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3).

WMS261 primerinin, clicelik (Rht8) gen bolgelerini
belirlemede kullanilmaktadir. Seri 82 ve mutantlarinda,
Seri 82-Ms-1, Seri 82-Ms-4 ve Seri 82-Ms-6 hatlarinda
clicelik (Rht8) genine ait gen bdlgesi tespit edilmistir.

bilinmektedir. Seri

edilirse

calisma

Korzun ve ark. (1998) gerceklestirdikleri ¢alismada
WMS261 markoriinii kullanarak 165-204 bg¢ uzunlugunda
allel tespit ettiklerini ve bu allelin ciicelik (Rht8) geni ile
iligkili oldugunu bildirmislerdir. (Tablo 3). UHW89
primerinin yiiksek protein geni Gpc-BI gen bolgesini tespit
etmektedir. Seri 82 ve mutantlarinda, yiiksek protein

(Gpc-Bl) ozeligine ait herhangi gen bolgesi tespit
edilememigstir. Distelfeld ve ark. (2006)
gerceklestirdikleri  calismada UHW89  markoériini

kullanarak 122 ve 126 bg¢ uzunlugunda bant elde
ettiklerini, bu 4 b¢’lik polimorfizmin ACTT duplikasyonu
sonucunda oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3).

RIS primerinin, c¢avdar translokasyonlarina ait gen
bolgelerini belirlemede kullanilmaktadir. Seri 82 ve
mutantlarinin tiimiinde ¢avdar translokasyonuna ait gen
bolgeleri tespit edilmistir. Koebner ve ark. (1995)
gerceklestirdikleri ¢alismada RIS markérinii kullanarak
110 bg¢ uzunlugunda allel elde ettiklerini ve bu allelin
cavdar translokasyonuna ait genlerle iliskili oldugunu
bildirmislerdir (Tablo 3). NOR primerinin, ¢avdar
translokasyonlarina ait gen bolgesini belirlemede
kullanildig1 tespit edilmistir. Seri 82 ve mutantlarinda,
cavdar translokasyonuna ait gen bolgesi tespit
edilememistir. Koebner ve ark. (1995) gerceklestirdikleri
calismada NOR markdriinii kullanarak 400, 600, 700, 800
b¢ uzunlugunda allel elde ettiklerini ve bu allellerin
cavdar translokasyonuna ait genlerle iliskili oldugunu
bildirmislerdir (Tablo 3). SCM9 primerinin, ¢avdar
translokasyonlarina ait gen bdlgelerini tespit etmede
kullanildig1 bilinmektedir. Seri 82 ve mutantlarinda,
cavdar translokasyonuna ait herhangi bir bolgesi gen
tespit  edilememistir.  Saal ve  Wricke (1999)
gerceklestirdikleri calismada SCM9 markoérini
kullanarak 220 b¢ uzunlugunda allel elde ettiklerini ve bu
allelin ¢avdar translokasyonuna ait genlerle iligkili
oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3). Pina primerinin, dane

sertligi 0Ozelligine ait gen bolgelerini belirlemede
kullanilmaktadir. Seri 82 ve mutantlarinda, dane
sertligine ait herhangi bir gen bolgesi tespit

edilememistir. Gauiter ve ark. (1990) gerceklestirdikleri
calismada kullanarak 330 bg
uzunlugunda allel elde ettiklerini ve bu allelin dane
sertligine ait genlerle iligkili oldugunu bildirmislerdir
(Tablo 3). SUN1 primerinin, Waxy geni Wx-Al gen
boélgesini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Seri 82 ve
mutantlarinda, mumsuluk o6zelligine ait herhangi bir gen
bolgesi tespit edilememistir. Sharoflou ve Sharp (1999)
gerceklestirdikleri calismada SUN1 markorini
kullanarak 219, 233, 260, 271, 275, 285 ve 289 bg
uzunlugunda allel elde ettiklerini, Maryami ve ark. (2014)

Pina markoriini

calismalarinda ise 230 ve 265 b¢ uzunlugunda allel elde
ettiklerini bu allellerin mumsuluk 6zelligine ait genlerle
iligkili oldugunu bildirmislerdir (Tablo 3).

Filogenetik agac ilk olarak 2 ana gruba ayrilmaktadir. ilk
grubu Seri 82 ekmeklik bugday ¢esidi olustururken, ikinci
grubu Seri 82 mutant hatlar1 olusturmaktadur. ikinci grup
da kendi i¢inde iki alt gruba ayrilmaktadir ve Seri 82_M3-5
hatt1 digerlerinden ayrilmistir. Genetik benzerlik, Weir
1996'ya gore
benzerlik katsayis1 yilizde (%) olarak hesaplanmistir.
Dendogrami inceledigimizde tiim genotipler arasinda en
az genetik benzerlik % 22 ile Seri 82 ile diger hatlar
arasinda olmustur.

hesaplanarak, 7 genotip arasindaki

En benzer genotipler ise % 76
benzerlik orani ile Seri 82-Ms-4 ve Seri 82-Ms-6
genotipleri olmustur (Sekil 2). Bilgin ve Korkut (2005)
calismalarinda, 6rnek olarak o bolgede yaygin bir bigimde
ekimi yapilmakta olan ekmeklik bugday cesitleri ile
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CIMMYT'den temin edilen hatlar1 kullanarak toplamda 20
adet genotipte genetik benzerlik ve uzaklign RAPD
markéri  kullanarak belirlemeye ¢alismislardir ve
benzerlik oranimi en diisiik 0.36 olarak bulurken, en
ylksek benzerlik oranim1 0.946 olarak saptamigslardir.
Kircalioglu (2001), gerceklestirdigi ¢calismada SDS-PAGE
teknigi kullanarak glutenin bantlar1 elde etmis ve bugday
genotiplerinin tanimlamalarin1 gergeklestirmistir. Genel
olarak glutenin bantlarinin cesitlere 06zgii bir desen
olusturdugu gozlemlenmis ve bu calisma ile genotiplerin
genetik benzerlik degerinin 0.08-0.98 arasinda oldugu
tespit  edilmistir.  Gebologu ve (2017)
calismalarinda Tirkiye'nin farkli cografik bolgelerinden
temin ettikleri 23 adet ekmeklik bugday ¢esidini SSR
primeri kullanarak bu genotipler arasindaki farklilik
oranini 0.39-0.58 olarak saptamislar ve cesitler arasi
genetik farklihigin toplandiklari bolgelerden
kaynaklandigini bildirmislerdir.

Furan

4. Sonug ve Oneriler

Calismada 17 adet DNA markori ile 7 adet Seri 82
ekmeklik bugday ve mutant hatti taranmis ve 61 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Filogenetik agag
incelendiginde Seri 82 ¢esidine uygulanan mutasyonun
basarili oldugu ve mutantlarin ebeveynlerinden oldukea
farklilastig1 tespit edilmistir. Bu sayede mutasyon 1slahi
ile genetik varyasyonun artirilabilecegi de bir kez daha
ortaya konmustur. Arastirmada kullanilan genotiplerden
Seri 82-M3-2, Seri 82-M3-3, Seri 82-M3-4 ve Seri 82-Ms-
6'da kara pas (5r49), Seri 82 ekmeklik bugdayda kara pas
(5r49), Seri 82-Ms-2 genotipinde ciicelik (kisa) gen
boélgesi tespit edilmis ve devaminda Seri 82, Seri 82-Ms-1,
Seri 82-M3-3, Seri 82-M3-4, Seri 82-M3-5 ve Seri 82-M3-6
genotiplerinde ciicelik (uzun) gen bolgesi, Seri 82-Ms-1,
Seri 82-M3s-4 ve Seri 82-Ms-6 genotipinde ciicelik (Rht8)
gen bolgesi, Seri 82 ve tiim mutant hattinda c¢avdar
translokasyonlarina ait gen bdlgeleri tespit edilmistir.

Cikar iliskisi
Yazarlar bu calismada higbir ¢ikar iliskisi olmadigini
beyan etmektedirler.

TesekKkiir ve Bilgilendirme

Bu calisma, Hiilya KIRAZ’m 2019 yilinda tamamlanan “Seri
82 Ekmeklik Bugday Ms
Markorlerle

Mutantlarinin

baglikli
tezinden iretilmigtir. Diger yazarlar da materyalin mutasyon
uygulamas1 ve Mo kademesinden M3 kademesine getirilmesi
asamalarinda katki sunmuglardir.
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