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Oz

Hasat donemindeki yagislar bugdayda hasat dncesi basakta ¢imlenmeye neden olabilmektedir. Bugday
kalitesini ve pazar degerini olumsuz yonde etkileyen hasat oncesi basakta ¢imlenme i¢in alinabilecek nlemlerin
basinda dormant gesitlerin gelistirilmesi gelmektedir. Calismada, Nevzatbey, Adana-99 ve Tosunbey x Tahirova-
2000 melezi sonucu elde edilen 127 kodlu bugday genotipleri ve genitdr olarak Rio Blanco bugday ¢esidi
kullanilmustir. Genotiplerin tamami beyaz tanelidir. Bitkiler, hizli 1slah teknolojisi kullanilarak yetistirilmis ve
1slah yontemi olarak markdr destekli geriye melez yontemi kullanilmistir. Bitkiler glinde 21 saat LED 151k
altinda ve 25 °C’de 151kl1 periyotta, 3 saat karanlik ve 18 °C’de yetistirilmistir. Generasyon siiresi vernalizasyon
stiresi hari¢ 53-80 giin arasinda degismistir. Biitiin melez kombinasyonlarda toplam 90 adet bitki yetistirilmistir.
GM/F, generasyonundaki tohumlardan 54 tanesi hedef geni heterozigot olarak tasimaktadir. Bu tohumlar GM;F,
generasyonunun bitkilerini tiretmek i¢in kullanilmigtir. GM;F, generasyonundaki 27 adet genotipin hedef geni
homozigot olarak tagidigr molekiiler olarak saptanmustir. Hizli 1slah teknolojisi bugdayda generasyon siiresini
kisaltabilir ve geriye melez hatlar hasat Oncesi basakta ¢imlenmeye toleransli beyaz taneli g¢esitlerin
gelistirilmesinde kullanilabilir.
Anahtar Kelimeler: Beyaz taneli ekmeklik bugday, Hizl 1slah teknolojisi, Hasad 6ncesi bagakta ¢gimlenme

Development of Bread Wheat Genotypes Tolerant to Pre-Harvest Sprouting by Speed
Breeding Technology and Marker-Assisted Backcross Method

Abstract

The rainfall during the harvest period may cause the pre-harvest sprouting in wheat. The development
of dormant varieties is one of the most important precautions for pre-harvest sprouting, negatively affecting the
wheat quality. Nevzatbey and Adana-99 cultivars, and 127 coded wheat, a line obtained from Tosunbey x
Tahirova2000 crossing were used in study. Rio Blanco, a white winter wheat cultivar, was used as a genitor for
pre-harvest sprouting. All genotypes used in the research had white grain. The plant grew under speed breeding
technology conditions, and the marker-assisted backcross method was used as the breeding method. Growing
conditions were 25 °C under LED light for 21 hours as the lighted period, the remaining 3 hours at 18 °C with
the lights off. The duration of backcross generations varied from 53 to 80 days, excluding the vernalization
period. All backcrosses included a total of 90 plants. Fifty-four of the seeds in the GM/F, generation carried the
target gene heterozygously. These seeds were grown to produce plants of the GM4F, generation. Twenty-seven
lines with target gene homozygously in the GMF, generation existed. Speed breeding technology could shorten
the generation time in wheat, and the backcross lines could be used to develop white-grain wheat cultivars to
tolerant pre-harvest sprouting.
Keywords: White grain bread wheat, Speed breeding technology, Pre-harvest sprouting

Giris

Gida ihtiyacinin karsilanmasinda Onemli bir yere sahip olan tahillar, insan ve hayvan
beslenmesindeki 6nemi ve genis adaptasyon yetenegi nedeniyle yaygin olarak tarimi yapilan bir bitki

369


https://orcid.org/0000-0003-4098-1723
https://orcid.org/0000-0002-1755-1082
https://orcid.org/0000-0002-0966-9216
https://orcid.org/0000-0002-8892-2282
https://orcid.org/0000-0002-1465-3630
https://orcid.org/0000-0003-3251-6880

COMU Zir. Fak. Derg. (COMU J. Agric. Fac.)
2021: 9 (2): 369-377

ISSN: 2147-8384 / e-ISSN: 2564-6826

doi: 10.33202/comuagri.927986

grubudur. Bugday diinyada giinliik kalori ve protein ihtiyacinin yaklasik %20’sini karsilamasi yaninda
(Peng ve ark., 1999; Atak, 2017), besin icerigi zengin bir tahil tiiriidiir (Oktem, 2020).

Yasanmas1 ongoriilen iklim degisikligi, giivenli gida temini yaninda ekosistemi ve tiirleri
tehdit etmektedir (Brambilla ve ark., 2018). 1860-2008 yillar1 arasindaki verilere gore kiiresel
sicaklikta 0.5-0.8 °C arasinda bir artis gbzlenmistir (Andrady ve ark., 2008). Bu durum 6zellikle kurak
bolgelerde asir1 yagisin ve sert riizgarlarin olusmasina sebep olmaktadir (Baysal, 2014). Bunun
sonucunda bir¢ok iilkede bugday iiretimi yapilan alanlar hasat doneminde yogun yagmur yagisi
alabilmektedir. Siddetli yagis ve nem, olgunlasmis bugday tanesinde hasat 6ncesi ¢imlenmeye neden
olabilmektedir (Fakthongphan ve ark., 2016).

Bugdayda hasat dncesi basakta ¢imlenmenin yasanmasi hem bitkinin genetik yapisina hem de
tane gelisimi donemindeki hava sartlarina baghdir (Fakthongphan ve ark., 2016). Hasat dncesi basakta
cimlenme, diinya iizerinde bir¢ok bugday yetistirme alanlarinda, bugday tanelerinin verim ve
kalitesinde 6nemli azalmaya sebep olmaktadir (Flintham, 2000; Kottearachchi ve ark., 2006). Hasat
Oncesi basakta ¢cimlenme nedeniyle yasanan ekonomik kayiplarin dnlenmesinde en hizli ve ekolojik
yontem hasat sonrasi dormansi 6zelligine sahip genotiplerin gelistirilmesidir.

Tohumlarin ¢imlenme yetenegine sahip oldugu halde cimlenmesini engelleyen o6zellik
dormansi olarak bilinmektedir (Bewley, 1997). Dormansi gerek c¢evre sartlarinin etkisiyle gerekse
genotipik ozelliklerin etkisiyle tohumun g¢imlenmesini engellemektedir (Bewley ve Black, 1994;
Vleeshouwers ve ark., 1995). Dormansi, dogada tohumun canli kalmasini saglarken, ayni zamanda
hasat dncesinde yasanabilecek ¢imlenmeleri de engellemektedir (Thomason ve ark., 2019). Tohumun
dormansi 6zelligi tasimamasi hasat dncesi basakta ¢imlenmenin en 6nemli nedenlerinden biridir (Li ve
ark., 2004).

Tohum dormansisi yaninda basagin morfolojik 6zellikleri, 6zellikle ¢igeklenme sonrasindaki
iklim sartlar1 ve tohum rengi de bugdayda hasat 6ncesi basakta ¢imlenmeyi etkilemektedir (Flintham,
1999). Yapilan arastirmalar, tohum rengi ile hasat sonrasi dormansi arasinda pleiotropik bir etki
oldugunu ve genel olarak beyaz taneli bugdaylarin kirmizi taneli bugdaylara oranla basakta
cimlenmeye daha hassas oldugunu gostermistir (Morris ve Paulsen, 1992; Mares ve ark., 2005).
Tohum kabugunun kirmizi pigmentasyonu uzun zamandir hasat oncesi basakta ¢imlenmeye tolerans
icin morfolojik markor olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte tane renginden bagimsiz olarak hasat
Oncesi basakta ¢imlenmeye tolerans saglayan genotipik kaynaklar da bulunmaktadir (Vetch ve ark.,
2019).

Hasat Oncesi basakta ¢imlenmeye toleransin kantitatif olarak kontrol edilen ve g¢evreden
etkilenen karmasik bir 6zellik olmasi nedeniyle toleransh genotiplerin gelistirilmesi zorlu bir 1slah
hedefi olarak goriilmektedir. Genetik calismalar hasat Oncesi bagakta c¢imlenmeye tolerans ile
baglantili genlerin ¢ogunlukla 2B, 3A ve 4A kromozomunda bulundugunu gostermektedir (Graybosch
ve ark., 2013). Fenotipik analizlerin zahmetli ve deneme hatasinin yliksek olmasi nedeniyle 6zelligin
secimi ve arastirilmasinda markor destekli seleksiyon énemli bir yere sahiptir (Kulwal ve ark., 2005;
Kottearachchi ve ark., 2006).

Markor destekli seleksiyon, 1slah i¢in 6nemli olan kantitatif karakterlerin etkin ve hizli bir
sekilde aktarilmasini saglamaktadir. Markor destekli seleksiyon islah ¢aligmalar1 ¢ogunlukla geriye
melezleme yontemiyle birlikte kullanilmaktadir (Yildirnm ve Kandemir, 2001). Kulwal ve arkadaglari
(2005) yaptiklan aragtirmada 3A kromozomu {izerinde hasat Oncesi basakta ¢imlenmeyle iligkili bir
QTL tespit etmis (Qphs.ccdu3A.1) ve bu 6zellik i¢in ortaya ¢ikan varyasyonun %78’inin bu QTL’den
kaynaklandigini saptamislardir. Ayn1 zamanda alt1 farkli ¢evrede etkili olabilen bu QTL markor
destekli seleksiyon yontemi ile beyaz taneli bugdaylara aktarilabilecegi belirlenmistir. Kanada’da
yapilan bir arasgtirmada, yazlik bugday gen kaynaklar1 hasat Oncesi basakta ¢imlenme oOzelligi
bakimindan incelenmis ve genotipik varyansin arastirmada kullanilan materyal i¢in diisme sayisi,
¢imlenme indeksi ve basakta ¢imlenme indeksi bakimindan fenotipik varyansa oranla daha fazla
oldugu belirlenmistir (Rasul ve ark., 2012). Bu sonuglar mevcut materyalin basakta ¢imlenmeye
dayaniklilik 1slahinda kullanilabilecegini gostermistir. Bir baska calismada, hasat oncesi basakta
¢imlenmeye toleransli Rio Blanco isimli beyaz taneli bugday ile hasat 6ncesi basakta ¢imlenmeye
duyarli olan NW97S186 cesidinin melezlenmesi sonucu 171 hattin yer aldigi bir haritalama
popiilasyonu gelistirilmistir. Ebeveyn ve tiim hatlar 1430 ¢ift SSR primer ile taranmistir. Bu
¢alismanin sonucunda 3A kromozomunun kisa kolunda hasat 6ncesi basakta ¢imlenmeyle iligkili bir
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QTL tamimlanmis (QPhs.pseru-3AS) ve bu QTL’in fenotipik varyasyonun %58’ini agikladigi
saptanmistir (Liu ve ark., 2008).

Bitki 1slahinda generasyon siiresinin kisaltilmasi1 amaciyla yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda son
olarak hizli 1slah teknolojisi gelistirilmigtir. Normal sera sartlarinda 2-3 generasyon bugday
yetistirilirken, hizli 1slah teknolojisi kullanilarak ekmeklik bugday, makarnalik bugday, cavdar, arpa
ve nohut bitkilerinde yilda 6 generasyona kadar iiriin alinmistir (Watson ve ark., 2018). Hizli 1slah
teknolojisi, 1siklandirma siiresinin uzatilmasi, tohumlarinin olgunlagmadan 6nce hasat edilmesi ve
tohum dormansisinin kirilmasi i¢cin soguk uygulamasi olmak iizere iic temel uygulama icermektedir
(Ghosh ve ark., 2018). Hizli 1slah teknolojisi, yiliksek verimli genotipleme, genom diizenleme ve
genomik seleksiyon gibi modern iiriin yetistirme teknolojileriyle entegre edildiginde biiyiik bir
potansiyele sahiptir (Watson ve ark., 2018). Hizli 1slah teknolojisi yazlik bugdayda dormansi, sar1 pas
ve kahverengi pas hastaliklarini konu alan aragtirmalarda kullanilmistir (Hickey ve ark., 2010; Riaz ve
ark., 2016; Alahmad ve ark., 2018). Hizli islah teknolojisinin diinyada ve Tirkiye’de kullanimi
yayginlagsmaktadir.

Bu calisma kapsaminda hizli 1slah teknolojisi ve markdr destekli geriye melez yontemi
kullanilarak ekmeklik bugday genotiplerine hasat oncesi basakta ¢imlenmeye dayaniklilik saglayan
PHA XBarc321 gen bolgesi molekiiler olarak tanimlanarak transfer edilmis ve ilgili bolgeyi tasiyan
geriye melez hatlar gelistirilmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada Rio Blanco X Nevzatbey, Rio Blanco x Adana-99 ve Rio Blanco x 127
melezlerinden elde edilmis GMF, ve GMF, populasyonlar1 genotiplere ait bitki materyali
gelistirilmistir. Rio Blanco ¢esidi beyaz taneli bir bugday cesididir ve hasat oncesi ¢imlenmeye
dayaniklidir. Bu ¢esidin dayaniklilik kaynagi genotipik aragtirmalar sonucunda tespit edilmistir (Liu
ve ark., 2008). Bununla birlikte, Nevzatbey, ve Adana-99 c¢esitleri ve127 kodlu genotip hasat 6ncesi
cimlenmeye karsi toleranslar1 belirlenmistir ve bu genotipler yiiksek seviyede toleransli genotipler
degildir. Her bir melez populasyonunda yaklasik olarak 30’ar adet melez tohum kullanilmigtir. Hedef
geni heterozigot olarak tagiyan bu tohumlardan GMiF, generasyonuna ait tohumlar yetistirilmis ve
hedef geni homozigot olarak tagiyan bireylerin se¢imi ger¢eklestirilmistir.

Bitkilerin hizli 1slah yontemiyle yetistirilmesi

Bitkiler, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi’nde bulunan hizli 1slah ¢alismalart icin tesis
edilen bitki biiyiitme odasinda yetistirilmistir. Tohumlar 6nce 4 °C’de 30 giin siireyle vernalize
edilmistir. Bitki biiylitme odasinda LED lambalar1 farkli lux siddetlerinde ayarlanmistir. Bitkiler
LED’den 40 c¢m uzaklikta iken 11800 lux, 50 cm uzaklikta iken 9800 lux, 60 cm uzaklikta iken 8300
lux, 70 cm uzaklikta iken 7300 lux, 80 cm uzaklikta iken 6400 lux, 90 cm uzaklikta iken 5700 lux ve
100 cm uzaklikta iken 5000 lux 1sik altinda kalmiglardir. Farkli yiiksekliklerde saglanan 1s18in lux
degerleri Trotec BF06 Luxmeter ile olgiilmiis ve LED iireticisi firma tarafindan verilen katsay ile
carpilarak PPFD (Photosynthetic Photon Flux Density) degeri pmol/m”/s olarak belirlenmistir. PPFD
degeri metrekareye saniyede diisen foton miktarini1 gdstermektedir.

Tohumlar bitki biiyiitme odasinda LED lamlalar1 altinda 21 saat 1s1ikli periyot ve 3 saat
karanlik periyot kullanilmigtir.Isikli periyotta oda sicakligi 25 °C, karanlik periyotta ise 18 °C derece
olarak ayarlanmistir. Bitki gelisme donemleri olarak birinci yaprak cikis siiresi, {iclincii yaprak c¢ikis
stiresi, gebecik, basaklanma siiresi, ciceklenme siiresi ve hasat tarihi gozlenmistir. Hizli 1slah
yonteminde tohumlar ¢igeklenmeden 15-20 giin sonra hasat edilmis ve inkiibatdrde 37 °C’de yedi giin
siireyle kurutulmustur. Kurutulan tohumlar buzdolabinda 4 °C’de bes giin tutulmustur. Calismada
kullanilan tohumlar dormansi genlerini tasiyacagi i¢in ¢imlendirme isleminde %0.005’lik giberallik
asit kullanilmustir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Thermo Scientific Gene JET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit ile
iki-li¢ yaprakli donemde bitki gen¢ yapragindan alinan Orneklerde yapilmistir. DNA o6rnekleri
%0.8’lik agaroz jele yiiklenmistir. Jele yiiklenen 6rnekler 100 voltta (V) 60 dakika yiiriitilmiistir.

Molekiiler Analiz

Arastirmada kullanilan primer dizilerine iliskin bilgiler Cizelge 1°de verilmistir. Aragtirmada
hasat Oncesi bagakta cimlenmeye toleransin genotipik olarak belirlenmesi i¢in ‘PHA XBarc321’
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primeri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) protokolii Liu ve ark. (2008)’nin belirttigi
sekilde yapilmustir.

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan primer sekanslari

Pozitif Bant  Negatif Bant

Primer Primer dizisi Uzunluklar Uzunlugu Referans
PHA 5' TGCACTTCCCACAACACATC54 3 Liu ve ark.,
XBarc321 5 TTGCCACGTAGGTGATTTATGA 3 185 be 198 be 2008

Agronomik ozelliklerin belirlenmesi

Calismada ii¢ farkli melez kombinasyonu kullanilmigtir. Rio Blanco kislik bir bugday olup
Nevzatbey ve Adana-99 cesitleri ve 127 kodlu hatla (Tosunbey x Tahirova2000) melezlenmis ve F;
tohumlart elde edilmistir. Nevzatbey ve Adana-99 c¢esitleri ve 127 kodlu hat tekrarlanan ebeveyn
olarak kullanilmis ve GM|F| generasyonuna ait tohumlar elde edilmistir. F; ve GM|F; generasyonuna ait
tohumlar kontrollii arastirma serasinda elde edilmistir. GM F, ve GM|F;, generasyonlarina ait bitkiler
hizli 1slah igin tesis edilen bitki biiylitme odasinda yetistirilmistir. GM,F; generasyonundaki tohumlar
molekiiler olarak taranarak hedef geni heterozigot durumda tasiyanlar GMF, generasyonundaki
bitkilerin yetistirilmesi amaciyla kullanilmigtir. Her bir generasyondan 30’ar adet tohum secilmistir.
Tohum se¢imi yapilan RioBlanco x Nevzatbey, RioBlanco x Adana-99 ve RioBlanco X 127 melez
kombinasyonlarindan secilen tohumlar yaklasik melez kombinasyonlara gore degismek iizere farkli
stirelerde 4°C’de cam petri kaplar1 igerisinde vernalize edilmistir. Tohumlar vernalizasyon isleminden
sonra 0.3 litre hacmindeki plastik saksilara ekilmistir. Vernalize edilen bu tohumlar hizli 1slah
calismalarinin yiriitildiigi bitki biiyiitme odasinda yetistirilmistir. Calismada, birinci yaprak ¢ikisi,
ticlincli yaprak ¢ikisi, gebecik, basaklanma siiresi, ¢igeklenme siiresi ve hasat zamanlarmna iliskin
veriler alinmistir. Ugiincii yapragi ¢ikaran bitkilerin yapraklarindan 6rnek alinip DNA izolasyonu ve
molekiiler taramalar gergeklestirilmistir. Molekiiler tarama sonucunda hedef geni heterozigot olarak
tagityan tohumlar belirlenmis ve bu tohumlar ¢i¢eklenme siiresinden yaklagik 17-20 giin sonra hasat
edilmistir. Hasat edilen basaklar bir hafta boyunca inkiibatérde 37 °C’de kurutulmustur.

Hedef geni heterozigot olarak tasiyan bitkilerden elde edilen GM;F, tohumlarindan her bir
melez kombinasyonu i¢in yaklasik 20°ser adet segilen tohumlar hizli 1slah sartlarinda tekrar
yetistirilmis ve molekiiler analizler sonucunda hedef geni homozigot olarak tasiyan bitkiler
saptanmistir.

Bulgular ve Tartisma

GM/F; generasyonundaki bitkilerin yetistirilmesi

GMF; generasyonundaki bitkilerin ekimi ve hasat zamani arasinda gegen gelisim donemlerine
iligkin veriler Cizelge 2’de verilmistir. Melez kombinasyonlar farkli vernalizasyon siiresine gore iki
farkli zamanda ekilmistir. U¢ melez kombinasyonda hem 40 giin hem de 48 giin siireyle vernalize
edilen bitkilerde birinci ve {igiincii yaprak ¢ikarma siireleri aynidir. Birinci ve li¢iincii yapraklarin ¢ikis
stiresi sirasiyla 5 ve 8 giinde tamamlanmistir. Bagaklanmanin en erken yagsandigi melez kombinasyonu
Rio Blanco x Adana-99 melez kombinasyonudur. Benzer sekilde bu kombinasyon en erken hasat
edilen melez kombinasyonu olmustur. Bu durumun Adana-99 ¢esidinin yazlik olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedirdir. Rio Blanco x Adana-99 melez kombinasyonunun vernalizasyon
stiresi 40 ve 48 gilin oldugunda sirasiyla 58 ve 55 giinde hasat edilmistir (Cizelge 2).

Calismada, Rio Blanco x Nevzatbey melez kombinasyonunin en uzun basaklanma ve
generasyon siiresine sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2). Bu kombinasyonda 40 giin siireyle
vernalize edilen bitkiler 71 giinde hasat edilirken, 48 giin vernalize edilen bitkiler 65 giinde hasat
edilmistir. Rio Blanco x Nevzatbey melez kombinasyonunun diger iki kombinasyona oranla daha geg
hasat edilmesinde her iki ¢esidin de mutlak kislik olmalarinin Onemli etkisinin oldugu
disiiniilmektedir. Cizelge 2’de goriildiigii lizere Rio Blanco x 127 melez kombinasyonunun GM;F;
generasyonuna ait bitkilerinde basaklanma siiresi vernalizasyon siirelerine gore 40 ve 36 giinde
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gergeklesmistir. Bitkilerin ¢igeklenmeleri ise basaklanmadan sonra 3-5 giin igerisinde olmustur. Bu
kombinasyonda, generasyon siiresi 40 giin vernalize edilen bitkilerde 62 giinde, 48 giin vernalize
edilen bitkilerde ise 60 giinde tamamlanmustir.

Cizelge 2. GM/F, generasyonundaki hatlarinin gelisim siireleri (giin)

Gelisim donemleri

Rio Blanco x Nevzatbey Rio Blanco x Adana-99 Rio Blanco x 127
Vernalizasyon 40 48 40 48 40 48
suresi

Ekim tarihi 12.12.2018 20.12.2018 12.12.2018 20.12.2018 12.12.2018 20.12.2018
1. yaprak ¢ikis1 5 5 5 5 5 5
3. yaprak ¢ikis1 8 8 8 8 8 8
Gebecik 37 33 30 25 36 30
Basaklanma siiresi 45 41 33 32 40 36
Ciceklenme stliresi 50 44 38 35 43 40
Hasat tarihi 71 65 58 55 62 60

Kislik (Rio Blanco) x kislik (127 kodlu) melezi olan bu kombinasyonda generasyon siiresi
yazlik X kiglik melezi olan Rio Blanco x Adana-99 kombinasyonuna yakin siirelerde tamamlanmuistir.
Biitiin melez kombinasyonlar dikkate alindiginda melez kombinasyonlarin hasat siireleri hizli 1slah
yontemini ilk gelistiren ve uygulayan arastiricilarin sonuglari ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Ghosh
ve ark., 2018; Watson ve ark., 2018).

GM/F, generasyonundaki bitkilerin molekiiler analizleri

DNA izolasyonu yapilan bitkilerin hasat 6ncesi basakta ¢imlenmeye dayaniklilik saglayan
hedef genlerinin molekiiler olarak belirlenmesi i¢cin PZR yontemi kullanilmistir. PZR isleminde
primere ait belirlenen sicakliklara uygun bir prosediir uygulanmig ve gen bolgesini tasiyan heterozigot
geneotipler agaroz jel iizerinde cift bant tagiyor olmalarina gore secilmistir (Sekil 1). Hasat oncesi
basakta c¢imlenmeye dayaniklilik saglayan QTL’in varligi 185 bg bdolgesinde bant vermesi, bu
bolgenin bulunmamasi ise 198 bg bolgesinde bant vermesi ile belirlenmistir (Sekil 1). GMF,
generasyonundaki heterozigot hatlar bu iki gen bolgesinde bant tiretmesiyle belirlenmistir

Rio Blanco x Nevzatbey melez kombinasyonunun GMF; bitkileriyle ger¢eklestirilen PZR
islemleri sonucunda 17 adet heterozigot hat belirlenmistir (Sekil 1). RioBlanco x Adana-99 melez
kombinasyonunun GMF; bitkilerinden 20 adet heterozigot hat ve Rio Blanco x 127 melez
kombinasyonunun GM/F; bitkilerinden 15 adet heterozigot hat belirlenmistir. Hedef geni tasiyan
bitkilerden elde edilen tohumlar GM/F, generasyonunun yetistirilmesi igin se¢ilmistir.

L RIO NB 1 9 10 11 12 13 14 15 NB RiO

P —

198bp

Sekil 1. GM/F, generasyonundan bazi 6rneklerin %2.5’luk agaroz jel goriintiisii (RIO: Rio Blanco, NB:
Nevzatbey)

373



COMU Zir. Fak. Derg. (COMU J. Agric. Fac.)
2021: 9 (2): 369-377

ISSN: 2147-8384 / e-ISSN: 25646826

doi: 10.33202/comuagri.927986

GM/F; generasyonundaki bitkilerin yetistirilmesi

Rio Blanco bugday cesidi ile melezlenen Nevzatbey, Adana99 ve 127 genotiplerinin hedef gen
bolgesini heterozigot olarak tasiryan GM;F, generasyonundaki tohumlar1 hizli 1slah biiyiitme odasinda
yetistirilmistir. GM;F, generasyonundaki uygulanan yetistirme islemlerinin tamam GM;F,
generasyonundaki bitkilerin yetistirilmesinde de uygulanmistir (Sekil 2). GM;F, tohumlarinin
yetistirilme siireleriyle ilgili veriler Cizelge 3’de verilmistir.

Sekil 2. RioBlanco x Adana-99 melez kombinasyonu GM/F, bitkileri.

GM;F, generasyonundaki tohumlarin vernalizasyon islemi bir dnceki generasyondan farkli
olarak genis spektrumlu LED lambalarm bulundugu iklim dolabinda gerceklestirilmistir. Ozellikle Rio
Blanco x Nevzatbey melez kombinasyonunda basaklanmanin oldukca gec¢ baslamasi nedeniyle bu
kombinasyonun vernalizasyon siiresi uzatilmistir. Bununla birlikte Adana-99 ¢esidinin yazlik olmasi
nedeniyle bu ¢esidin yer aldig1 melez kombinasyonunda vernalizasyon siiresi azaltilarak 30 ve 37 giin
olarak uygulanmistir. Rio Blanco x 127 melez kombinasyonunda ise vernalizasyon siiresi bir 6nceki
generasyona benzer sekilde yapilmstir.

Cizelge 3. Melezlerin GM/F, hatlarimin gelisme siiriileri (giin).

Gelisim donemleri

Rio Blanco x Nevzatbey  Rio Blanco x Adana-99 Rio Blanco x 127

Vernalizasyon 52 54 30 37 37 44
Sures1

Ekim tarihi 19.04.2019 21.04.2019 28.03.2019 04.04.2019 04.04.2019 11.04.2019
1. yaprak ¢ikist Var Var Var Var Var Var
3. yaprak ¢ikisi 10 11 7 6 6 6
Gebecik 55 53 25 20 25 29
Bagaklanma siiresi 59 58 30 28 36 37
Cigeklenme siiresi 61 61 35 33 41 41
Hasat tarihi 80 80 55 53 60 60

Cizelge 3’te goriilecegi tlizere GMF, generasyonundaki bitkilerde 1s1kli sartlarda
vernalizasyon yapilmis olmasi nedeniyle birinci yapraklarin c¢ikisi gerceklesmistir. Melez
kombinasyonlarin ii¢iincii yaprak cikig siireleri Rio Blanco x Adana-99 ve Rio Blanco x 127
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melezlerinde aymiyken Rio Blanco x Nevzatbey melez kombinasyonunda ise daha uzun siirede
gerceklesmistir. Basaklanma siiresi Adana-99 ¢esidinin yer aldigr melezlerde farkli vernalizasyon
stirelerine gore 28 ve 30 gilinde olmustur. Bu melez kombinasyonunda hasatlar 53 ve 55 giinde
yapilmustir.

Nevzatbey cesidinin bulundugu melez kombinasyonu bir dnceki generasyonda oldugu gibi en
gec¢ basaklanan kombinasyon olmustur ve bagaklanma siireleri farkli ekim zamanlarina gére 58 ve 59
giinde tamamlanmistir. Bu melez kombinasyonunun hasadi her iki vernalizasyon siiresinde de 80
giinde gergeklestirilmistir. Bu kombinasyon ge¢ basaklanmasiyla dikkat ¢ekmektedir. Bu melez
kombinasyonunda basaklanma stiresi diger iki kombinasyona gore iki kat daha fazla siirede
gerceklesmistir.

Rio Blanco x 127 melez kombinasyonunda bitkiler gebecik donemine ekim zamanlarina goére
25 ve 29 giinde ulasirken, bitkilerin basaklanma siireleri 36 ve 37 giinde tamamlanmistir. Bu melez
kombinasyonunda hasat islemi her iki vernalizasyon zamaninda da ekimden 60 giin sonra yapilmistir.
Biitiin melez kombinasyonlar dikkate alindiginda basaklanma ile cigceklenme siiresi arasinda gecen
stire, geriye melez kombinasyonlara gore degismekle birlikte 2-5 giin arasinda degistigi goriilmiistiir.

GM/F; generasyonundaki bitkilerin molekiiler analizleri

GM,F, generasyonundaki hatlarin PZR taramalar1 sonucunda hedef geni homozigot olarak
tagtyan genotipler belirlenmistir. Rio Blanco c¢esidinin tasimis oldugu hasat Oncesi basakta
cimlenmeye dayaniklilik saglayan gen kaynagi geriye melez yoluyla Nevzatbey, Adana-99 ve 127
cesitlerine tekrarlanan ebeveyn olarak kullanildig1 geriye melez bitkilere aktarilmis ve bu islem agaroz
jelde genotiplerinl185 bg bolgesinde bant vermesiyle belirlenmistir.

GM/F, bitkileriyle gerceklestirilen PZR islemi sonucunda Rio Blanco x Nevzatbey melez
kombinasyonlarinda 8 adet, Rio Blanco x Adana-99 melez kombinasyonunda 10 adet ve Rio Blanco x
127 melez kombinasyonunda ise 9 adet homozigot hat belirlenerek toplam melez kombinasyonlarinda
basarili gen aktarimi 27 adet genotipte gerceklestirilmistir. Yapilan molekiiler analizlerinin sonuglari
incelendiginde hedef gen bakimindan heterozigot durumdaki hatlarin varliginin devam ettigi de
gozlenmistir.

Hizl 1slah teknolojisi diinyada 2018 yilinda gelistirilen 6zgiin ve timitvar bir yontemdir. Hizl
1slah yontemi {i¢ uygulama ile 6n plana ¢ikmaktadir. Bu uygulamalar; 1siklanma siiresinin uzatilmasi
sonucu bitkilerin daha uzun siire fotosentez yapmasini saglamak, ciceklenmeden 15-20 giin sonra
basaklar hala yesil iken hasadin yapilmasi ve hasat edilip kurutulan tohumlardaki hasat sonrasi
dormansinin kirtlmasi i¢in tohumlarin sogukta tutulmasidir (Ghosh ve ark., 2018; Watson ve ark.,
2018). Hizli 1slah teknolojisi yetistirme siiresinin kisaltilmasi yaninda 6zellikle molekiiler yontemlerin
kullanilmas1 sonucunda gerek bitki 1slah1 gerekse bilimsel arastirmalarin yiriitiilecegi genetik
materyallerin gelistirilmesinde onemli avantajlar saglamaktadir. Ornegin, klasik 1slahta g¢ok
kullanilmayan inter-cross (melezler arasi melezleme) 0Ozellikle genotiplerin molekiiler olarak
taranmasi sonucu hizli 1slah yonteminde kullanilabilmekte ve hedef 6zellikleri tagiyan genotipler kisa
siirede gelistirilebilmektedir.

Calisma kapsaminda markor destekli geriye melezleme yontemi kullanilarak hasat oncesi
basakta ¢cimlenmeye dayaniklilik genleri tasiyan genotiplerin gelistirilmesi amaglanmistir. GM;F; ve
GM;F; generasyonlari hizli 1slah yontemiyle yetistirilmis ve molekiiler olarak hedef gen bakimindan
taranmigtir. GM;F; generasyonunda hasat siiresi 55 giin ile 71 giin arasinda degismistir. En erken
hasat edilen bitkiler yazlik ¢esit olan Adana99 ¢esidinin yer aldig1 kombinasyondaki bitkilerdir. Yazlik
cesidin tekrarlanan ebeveyn olarak kullanilmasi sonucunda ihtiya¢ duyulan vernalizasyon siiresinin
kisalmas1 ve yetistirme siiresinin kisalmasi beklenen bir durumdur.

En gec hasat Nevzatbey c¢esidinin bulundugu melez kombinasyonunda 71 giin ile
gerceklesmigtir. 127 kodlu hattin yer aldigt melez kombinasyonunda ise yetistirme siiresi
vernalizasyon siirelerine gore degismek iizere 53 ile 80 giin arasinda tamamlanmistir. Nevzatbey
¢esidi ve 127 kodlu hattin kighik genotipler olmasi nedeniyle yetistirme siiresi uzamis olabilir.
Calismada hizl 1slah yontimindeki bu yetistirme siireleri bulgulari, yontemi gelistiren arastirmacilarn
sonuglariyla benzer olmustur (Ghosh ve ark., 2018; Watson ve ark., 2018).

Arastirmada hedef, yetistirme siirelerinin hizli 1slah yontemini kullanilarak kisaltilmasi oldugu
icin GM;F; generasyonunda elde edilen bilgilere gére Adana-99 ve 127 kodlu genotiplerin yer aldigi
melez kombinasyonlarin vernalizasyon siiresi kisaltilirken, Nevzatbey c¢esidinin yer aldigi melez
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kombinasyonunun vernalizasyon siiresi uzatilmistir. Ayrica vernalizasyon islemi genis spektrumlu
LED lambalar kullanilan bitki biiyiitme kabininde gergeklestirilmistir. Bunun sonucu olarak 127 kodlu
genotipin hasat siiresi ayn1 kalirken, vernalizasyon siiresindeki 3-4 giinliik bir kisalma toplam
yetistirme siiresini de kisaltmistir. Adana-99 c¢esidinin yer aldigi melez kombinasyonunda hem
vernalizasyon siiresi 10 giin kisaltilmis hem de yetistirme siiresinde 2-3 giinliik bir kisalma oldugu
gOriilmiistiir.

Nevzatbey cesidinin tekrarlanan ebeveyn oldugu melez kombinasyonunda ise 54 giine kadar
uzatilan vernalizasyon siiresine ragmen yetistirme siiresi de 80 giine uzamistir. Bu sonu¢ bu melez
kombinasyonunun gecgi bireylerden olustugunu gostermektedir. Zira ¢igeklenme 6zelligi tahillarda en
karmasik isleyen ozellikler arasinda yer almaktadir (Whittal ve ark., 2018).

Tahillarda vernalizasyon ¢ok allel ile kontrol edilen bir 6zellik olmasi nedeniyle 6zellikle sera
sartlarinda yiiriitilen geriye melez calismalarinda arastirmacilarin bitkilerin generatif doneme
gecmesinde sorun yasamamak ve 6zellikle molekiiler olarak taranan tohumlar1 kaybetmemek adina
vernalizasyon siiresinin belirlenmesinde ¢ok dikkatli olmalar1 gerekmektedir. Zira her bir geriye melez
kombinasyonunda farkli vernalizasyon gen kombinasyonlarinin bir araya gelme ihtimali vernalizasyon
stiresinin tahmin edilmesini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte hizli 1slah ydnteminde yetistirme
stiresinin kisaltilmasi adina kislik bugdaylarda vernalizasyon siiresinin kisaltilmasi da 6zgiin arastirma
konular1 arasinda yer almaktadir. Vernalizasyon siiresinin kisaltilmasi yaninda saglikli bir
vernalizasyon isleminin gerceklestirilmesi de 6nemlidir. Bu nedenle bu c¢alismada molekiiler olarak
taranan tohumlarin vernalizasyon nedeniyle kaybedilmemesi adina vernalizasyon siireleri uzun
tutulmustur.

Sonuc¢

Hizli 1slah yontemine gore gigeklenmeden 15-20 giin sonra tam olgunlasmadan hasat edilen
tohumlarin inkiibatorde yedi giin siireyle kurutulmasi ve daha sonra 5-7 giin siireyle buzdolabinda
dormansilerinin kirilmasi amaciyla tutulmasi igin gegirilen siirelerde dikkate alindiginda arastirmada
bir generasyon siiresi 100-142 giin arasinda degismistir. Yazlik bugdayda yapilan ¢alismalarda bir
generasyon siiresinin 45-60 giin arasinda degistigi disiiniildiigiinde kislik bugday ic¢in bu siirelerin
uygun oldugu diisiiniilebilir. Hasat oncesi basakta ¢cimlenmeye dayaniklilik 6zellikle sahil bolgeleri
icin onemli bir ozelliktir. Ayrica iklim degisiklikleri nedeniyle bazi yillarda i¢ bolgelerde de hasat
donemlerinde yogun yagislar gozlenebilmektedir. Gergeklemesi durumunda ekonomik olarak énemli
kayiplara neden olan hasat dncesi basakta ¢imlenmeye karsi beyaz taneli bir genitérden dayaniklilik
geninin beyaz taneli genotiplere markdr destekli geriye melez seleksiyon yontemiyle aktarilmis olmasi
Tiirkiye 1slah programlar i¢in énemli bir kazanctir. Bilindigi iizere hasat dncesi basakta ¢imlenmeye
tolerans ile tohum kabugu arasinda pleiotropik bir iliski bulunmaktadir ve kirmizi taneli genotipler
genel olarak hasat dncesi basakta cimlenmeye kars1 daha toleranslidir.

Caligmada diinyada yeni gelistirilen hizli 1slah teknolojisinin kullanilmasi arastirmanin 6zgiin
degerine katki saglamaktadir. Gelistirilen hatlar fenotipik olarak da test edildikten sonra gerek cesit
gelistirmek amaciyla gerekse hasat dncesi basakta ¢imlenmeye dayanikli genitorler olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir. Bu c¢aligma ile Tiirkiye 1slah programlarina 6nemli bir genetik kaynak
kazandirilmisgtir.

Tesekkiir: Bu arastirma, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi BAP Koordinatorliigii tarafindan desteklenen 17
YL 18 numarali proje kapsaminda yiiriitilmiistiir.
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