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ZenitxB27 Makarnalik Bugday Popiilasyonunun
SSR Markoérleriyle Molekiiler Karakterizasyonu

Molecular Characterization of ZenitxB27 Durum Wheat Population Using SSR Markers

OZET

Aragtirmada, Zenit ile B27 yerel makarnalik bugday cesidi
ve bu cesitlerin melezlenmesi sonucunda elde edilen 11 adet
makarnalik bugday genotipi, 8 adet allel spesifik DNA markorii
kullanilarak bazi hastalik ve kalite ile ilgili allellerin tespiti
yapilmistir. Molekiiler tarama sonucunda kullanilan 8 DNA
markorii 25 adet allel tretirken, calismada kullanilan DNA
markérlerinin ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degeri
0.9775 olarak tespit edilmistir. En yiiksek polimorfizm bilgi
icerigi degeri 0.99 olarak hesaplanirken, en diisiik polimorfizm
bilgi igerigi degeri 0.95 olarak hesaplanmistir. Calismada DNA
markorleri tarafindan {iretilen 25 allel kullanilarak olusturulan
dendrogramda, ebeveynlere gore iki ana grup meydana
gelmigtir. ZenitxB27-7, ZenitxB27-9 ve ZenitxB27-11 ile
ZenitxB27-5, ZenitxB27-6, ZenitxB27-8, ZenitxB27-10
melez kombinasyonlari % 100 benzer bulunmustur. Arastirma
sonuglarina gére ZenitxB27-1, ZenitxB27-2 ve ZenitxB27-3
genotiplerinde Waxy (Wx-A1) 6zelligine ait genler belirlenirken,
ZenitxB27-3 ve ZenitxB27-5 genotiplerinde yiiksek proteine
(Gpe-B1) ait gen bolgesinin yer aldig saptanmustur.

Anahtar Kelimeler: Makarnalik bugday, SSR, DNA
markérii

ABSTRACT

In this study, 11 durum wheat genotypes obtained from

Zenit and B27 parents used to determine some disease and




quality related alleles using eight DNA markers durum
wheat genotypes. As a result of molecular screening, 8 DNA
markers produced 25 alleles and the average polymorphism
information content (PIC) value of the DNA markers
used in the study was 0.9775. The highest polymorphism
information content value was 0.99, while the lowest
polymorphism information content value was 0.95. In
the dendrogram created by using 25 alleles produced by
DNA markers in the study, two main groups were formed
according to the parents. ZenitxB27-7, ZenitxB27-9
and ZenitxB27-11 and ZenitxB27-5, ZenitxB27-6,
ZenitxB27-8 and ZenitxB27-10 cross combinations were
found 100% similar. According to the results of the research,
genes belonging to Waxy (Wx-Al) trait were determined in
ZenitxB27_1, ZenitxB27_2 and ZenitxB27_3 genotypes,
while the gene region belonging to high protein (Gpc-B1)
was found in ZenitxB27_3 and ZenitxB27_5 genotypes.

Key Words: Durum wheat, SSR, DNA marker
GIRIS

Makarnalik bugday (77iticum durum Dest.), kiiresel
bugday iretiminin %5’inden azini olusturan bir tahil
tiriidiir. Diinyada 9 milyon hektar alanda tiretimi yapilan
makarnalik bugday, oncelikle yari kurak bolgelerde
yetistirilir. Akdeniz iklim kugagina sahip bolgelerin
geleneksel bitkisi olan makarnalik bugday, yaklasik on bin
yil 6nce Giineydogu Anadolu'nun da igerisinde yer aldig:
verimli hilal olarak tanimlanan alanda kiiltiire alinmis
ve daha sonra Kuzey Akdeniz ve Kuzey Afrika tilkelerine
yaytm gostermistir (Heun vd., 1997). Toplam bugday
tiretimindeki kiigiik payina ragmen, makarnalik bugday
gida zincirinde gok 6nemli bir islev gormektedir. Ozellikle
makarna ve diger unlu mamullerin iiretiminde diinya
genelinde agirlikli olarak kullanilmaktadir. Diinyanin artan
insan niifusunun siirekli artan gida taleplerini karsilamak
ve gelecekeeki iklim degisikligi problemlerini ele almak i¢in
bugday tiretimini arturmayi hedefleyen islah projelerinde
cesitli bugday genetik kaynaklarinin kullanilmasinin 6nemi
vurgulanmaktadir. Yerel makarnalik bugday cesitleri,
meveut gesitlerin genetik varyasyonunun belirlenmesi ve
daha iyi tiretim icin bélgeye 6zgii kogullarin taranmasi icin

cok 6nemlidir (Robbana vd., 2019). Bu yerel ¢esitler genetik
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cesitlilik tizerinde olumlu bir etkiye sahiptir (Alghamdi vd.,
2017).

Geligtirilen yeni gesitler sinirli bir genetik temeli
Islah

calismalarinda biinyesinde daha fazla 6zellik barindiran

paylagsmakta ve benzer o6zellikler sergilemektedir.

ebeveynlerin belirlenmesi, yiiksek verimli ¢esit ile bir melez
kombinasyonu olusturabilir (Sajjad vd., 2018). Verimli
hibritlerin ve yeni cesitlerin gelistirilmesi i¢in, genetik
cesitlilik analizi sadece bugdayda degil, tiim dirtinlerde
giderek daha kritik hale gelmektedir. Bununla birlikee,
soyagact ve ortak akrabalik calismalari genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde ilk adimdir (Kim ve Ward, 2000). Bu
baglamda, morfo-fenolojik 6zelliklerin bugday genotipleri
arasindaki  genetik

cesitliligin  degerlendirilmesinde

etkili oldugu kanitlanmisur. Bu nedenle, fenotipik
karakterizasyon bitki slahcilar1 i¢in 6zellikle bugday
olmak tizere bitki germplazmini gelistirmek icin gerekli
ve faydalidir (Najaphy vd., 2012). Agro-morfolojik
incelemelere ek olarak, molekiiler markér sistemleri genetik
varyasyonu degerlendirmek i¢in saglam bir temel saglar ve
erisilebilen ¢ok sayida cesidin kapsamli bir gériintiistinii

sunar (Afzal vd., 2018).

Molekiiler

haritalamalarinda, kantitatif ve kalitatif 6zelliklerin 1slah

markérlerden;  genetik  ve  linkage
calismalarinda, genotipler arasindaki genetik uzakligin
tespitinde, seleksiyonda, cesit tescili korunmasinda ve
taniminda molekiiler markérlerden faydalanilmaktadir
(Bilgin ve Korkut, 2005). Yonlendirilmis minisatellitli
DNA g¢ogalumi (Directed Amplification of Minisatellites
DNA (DAMD)), Cogalulmis  DNA

Polimorfizmi (Random Amplified Polymorphic DNA

Rastlantisal

(RAPD), basit diziler arasi tekrarlar (Inter Simple Sequence
Repeat (ISSR)) , basit dizi tekrarlari (Simple Sequence
Repeat (SSR)), primerler arast baglanma bolgesi (Inter-
Primer Binding Site (IPBS)) gibi molekiiler markérler
genetik gesitliligin degerlendirilmesi i¢in yararlidir (Giircan
vd., 2017; Demirel, 2020; Yildiz vd., 2021; Karakaya vd.,
2023). Molekiiler markorler daha fazla bilgi elde etme,
cevreden bagimsizlik ve kararlilik gibi gesitli avantajlar
saglar (Bulunuz Palaz vd., 2023).
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Markor teknolojileri arasinda en ¢ok tercih edilenlerden
bir tanesi de mikrosatellit olarak adlandirilan basit dizi
tekrarlaridir. Basit dizi tekrarlarinin tercih edilme sebepleri
arasinda egbaskin markér vermesi, PCR (Polymerase
Chain Reaction) kolayliginin bulunmasi ve polimorfizm
iceriklerinin yiiksek olmasindan dolay1 bitkilerde ¢ok fazla
bilgi sunmast sayilabilir (Roder vd., 1995). Bircok bitki
tiriinde, diinya genelinde birgok laboratuvarda basit dizi
tekrarlart basariyla kullanilmaktadir. Basit dizi tekrarlart
(SSR’ler),

seviyeleri, homojen dagilim ve kodominant kalium

bugday genomunda yiiksek polimorfizm
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Salem vd., 2015;
Uzun vd., 2022).

Aragtirmada, Zenit ile B27 yerel makarnalik bugday
cesidi ve bu ¢esitlerin melezlenmesi sonucunda elde edilen
11 adet makarnalik bugday genotipinin SSR markorleri
kullanilarak bazi hastalik ve kalite ile ilgili allellerin tespiti

amaglanmistir.
MATERYAL VE METOT

Bitki Materyali

Arastirmada, materyal bitki boyu bakimindan kisa ve
protein orani yiiksek olan Zenit ile B27 yerel makarnalik

bugday cesitleri ve bu ¢esitlerin melezlenmesi sonucunda

Tablo 1. Arastirmada kullanilan DNA primerleri
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elde edilen 11 adet melez kombinasyonu (ZenitxB27_1,
ZenitxB27_2, ZenitxB27_3, ZenitxB27_4, ZenitxB27_5,
ZenitxB27_6, ZenitxB27_7, ZenitxB27_8, ZenitxB27_9,
ZenitxB27_10 ve ZenitxB27_11) kullanilmuistir.

DNA izolasyonu ve PCR

DNA cetyl
trimethyl ammonium bromide (CTAB) metodu kullanilmig
(Oliver vd., 2010) ve tiim genotipler sekiz allel spesifik DNA
markérii kullanilarak taranmigtir (Tablo 1). PCR calismast
Yiice ve Dumlupinar (2023)’a gére; 200 pl hacminde 96
kuyucuktan olusan PCR platelerine; 1 pl ANTP karisimi
(10 mM mix (A+T+G+C)), 3 ul 10x buffer, 1.2 ul MgCL,
DNA primer ifti (1 pl F ve 1 ul R), 3 pl (50 ng) genomik
DNA, 9,5 ul ddH, O ve 0,3 ul Tag DNA polimeraz (5 U pl

!, Fermantes) ile toplam 20 ul PCR ¢ozeltisi hazirlanmugtir.

izolasyonunun  gergeklestirilmesinde

PCR  reaksiyonlart “eppendorf” marka thermal cycler
cihazinda; 95 °Cide 5 dakika, 95 °Cide 1 dakika, 55 °Cide
1 dakika ve 72 °Cde 1 dakika ve son asamada 72 °C ile
95 °C arasinda 35 dongii olacak sekilde calistrildiktan
sonra 72 °Cde 10 dakika calistirilarak tamamlanmistir.
PCR islemi sonrasi elde edilen iiriinlerin goriintiilenmesi,
Qiagen firmasinin “QIAxcel Advanced System” fragment
analiz cihazinda gerceklestirilmis ve genotiplere ait DNA

bantlari elde edilmistir.

Beklenen Bant

No Primer Adi1  Primer Dizisi (5'-3') Gen Bolgesi . Marker
Uzunlugu (bg)

| SunlF CGCTCCCTGAAGAGAGAAAGAA Waxy ;(2311277[? 3;2 322 Es-baski
Sunl_R ATAGGCACAACCCCTAAC Wx-Al om0 3-baskin
Sun209 F  AG CTATGAGCTTCGCTATTG

2 Sun209 R GTGATTGGTTCGGATTACTTA Kara pas 5749 148 Es-baskin
Sund79 F  CAAATGAAATGTGATCCTGTT

3 479 R TCATCTAACCAGCAATGGTAT Kara pas Srd9 200 Es-baskin

4 Bx7OF CCTCAGCATGCAAACATGCAGC Gluten s63 Eeback
Bx7°F R CTGAAACCTTTGGCCAGTCATGTC  Mukavemeti 3-baskin

s UHW89_F TCTCCAAGAGGGGAGAGACA Yiiksek Procein Eebackin
UHW89_R TTCCTCTACCCATGAATCTAGCA Gpc-Bl $70A8
Xgwml8_F TTGCTACCATGCATGACCAT

6 Yewml8 R TTCACCTCGATTGAGGTCCT Sart pas 726 411 Ey-baskin
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Xgwml29_F TCAGTGGGCAAGCTACACAG

Fusaryum

7 Xgwml29_R AAAACTTAGTAGCCGCGT Basak Yanikligy 2/ 220 V¢ 223 Es-Baskin
Sar1 Pas Y739,
g XgwmI31F AATCCCCACCGATTCTTCIC ,Sr‘clakhk . Eebaske
Xgwm131_R AGTTCGTGGGTCTCTGATGG oeranst FoasEn
(Klorofil igerigi
ve yogunlugu)
Istatistiksel Analizler BULGULAR VE TARTISMA

Calismada materyal olarak kullanilan genotiplerin
genetik benzerlik iliskileri NTSYSpc 2.21q (Rohlf, 2005)
programinda, Dice indeks (Dice, 1945) kullanilarak
hesaplanmistir. Her bir genotipen elde edilen DNA bantlar:

«

“0” veya “1”7 olarak kodlanmis ve ikili bir veri matriksi
olusturulmustur.  Olusturulan  bu  matriks araciligiyla
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic
Average) yontemi kullanilarak genotiplerin benzerliklerini
gosteren bir dendrogram olusturulmustur. Polimorfizm
bilgi icerigi (PIC), Weir (1996) tarafindan aciklanan
formiil kullanilarak belirlenmistir; PIC = 1-YPi?, burada
Pi, caligtlan 13 makarnalik bugday genotipindeki i. alelin

frekansidir.

Aragtirmada materyal olarak kullanilan 13 adet
makarnalik bugday genotipinin benzerlik iligkisi sekiz DNA
markorii  kullanilarak taranmistir. Molekiiler taramada
kullanilan DNA markérlerinden elde edilen allel sayilari ve
polimorfizm bilgi icerigi degerleri Tablo 2'de gosterilmistir.
Caligma sonucuna gore, sekiz DNA markorii 25 adet
polimorfik bant cogalturken, ortalama allel sayis1 3,125
olarak bulunmugtur. Ortalama PIC degeri 0,9775 olarak
hesaplanirken, en yiiksek PIC degeri 0,99 ile Sun1, Sun479,
Bx79F ve Xgwm129 markérlerinden, en diisiik PIC degeri
ise 0,95 ile Xgwm18 markériinden elde edilmistir. Tsonev
vd. (2021) markér bagina 8,14 alel sayist bildirirken, Yiice
ve Dumlupinar (2023) markdr bagina 15,2 alel sayisi
belirtmistir. Aydemir vd. (2020), Biiytikakkaslar vd. (2020)
ve Kogyigit vd. (2021) calismalarinda PIC degerlerini
strastyla %79, %87 ve %52 olarak bildirmiglerdir.

Tablo 2. DNA markérlerine ait PIC degerleri ve allel sayilar:

No Primer Ad1 Allel Sayist PIC Degeri
1 Sunl 11 0.99
2 Sun209 1 0.98
3 Sun479 1 0.99
4 Bx7°" 3 0.99
5 UHW89 1 0.98
6 Xgwm18 1 0.95
7 Xgwm129 1 0.99
8 Xgwm131 6 0.95
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Sunl primeri, Waxy (Wx-AI) genini tanimlamak i¢in
kullanilan bir primerdir. ZenitxB27_1, ZenitxB27_2
ve ZenitxB27_3 genotiplerinde Waxy 6zelligine ait gen
bolgeleri belirlenmistir (Sekil 1). Sunl primeri kullanarak
calismalar yiiriiten Maryami vd. (2014) 230 ve 265 bp,
Shariflou ve Sharp (1999) 219,233,260,271,275,285 ve
289 bp uzunlugunda alleller elde ettiklerini bildirmislerdir.
Sun209 ve Sun 479 primerleri bugdayda kara pas (5r49)
hastaligina  dayaniklilik gen bélgesini  tespit etmek
icin kullanilan isaretleyicilerdir. Arasturmada kara pasa

dayaniklilik gen bolgesini barindiran bir genotipin

yer almadigi saptanmistr (Sekil 2). Bansal vd. (2015)

—
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ylirtitmiis olduklari ¢alismada, Sun209 primerinde 148 baz
¢ifti uzunlugundaki DNA bandinin ve Sun479 primerinde
ise 200 baz cifti uzunlugundaki DNA bandinin S§r49
dayaniklilik geni ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Bx7°F
primeri, gluten mukavemeti genlerini tanimlamak igin
kullanilan bir belirtectir. Arastirmada gluten mukavemetine
aitgen bélgesine rastlanmamuistir (Sekil 2). Butow vd. (2003)
Bx7°F primerinin tanimladigt bélgenin 750 baz ciftlik
bolimiine denk gelen co-dominant bir primer oldugunu,
Glu-Blal (520 bp) bulundurmayan hatlarin gen dizilimine
43 bazlik bir ekleme ile 563 baz cifti uzunlugunda alleller

elde ettiklerini bildirmislerdir.

Sekil 1. DNA markoérlerine ait jel goriintiileri a- Sunl, b- UHW89

UHW89 primeri, yiiksek proteine (Gpe-BI) ait gen
bolgesini belirlemede kullanilan bir belirtectir. Caligmada
yer alan ZenitxB27_3 ve ZenitxB27_5 genotiplerinde
yiiksek proteine (Gpc-BI) ait gen bélgesinin yer aldig
saptanmistir (Sekil 1). Distelfeld vd. (2006) UHW89
primerini kullanarak elde ettikleri 122 ve 126 bp
uzunlugundaki DNA bantlarinin yiiksek protein (Gpe-BI)
geni ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Xgwm18 primeri
sar1 pasa (Y715) dayaniklilik gen bolgelerini belirlemede
kullanilan bir isaretleyicidir. Calismada yer alan genotipler
arasinda sar1 pasa dayaniklilik gen bolgesi bulunamamigtir
(Sekil 2). Roder vd. (1998) Xgwm18 primerinin 182 baz
cifti uzunlugunda ogaltmis oldugu gen bélgesinin sari

pas hastaligina dayaniklilik geniyle iligkili oldugunu tespit

H—
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etmiglerdir. Xgwm129 primeri, fusarium basak yanikligi
(fusarium head blight) hastaligina ait gen bélgelerini tespit
etmede kullanilan bir belirtectir. Arastirmada yer alan
genotipler arasinda fusarium bagak yanikligina ait genler
saptanamamugstir  (Sekil 2). Xgwm131 primeri sicaklik
toleransi ve sar1 pas (¥739) hastaligina ait gen boélgelerini
belirlemede kullanilan bir belirtegtir. Arastirmada yer alan
genotipler arasinda sicaklik toleranst ve sar1 pas (¥739)
hastaligina ait genler saptanamamustir (Sekil 2). Roder vd.
(1998) Xgwm131 primerini kullanarak yiirtitmiis olduklart
calismada 157 baz cifti uzunlugunda elde ettikleri DNA
bandinin sicaklik toleransi ve sari pas (¥739) hastaligini

belirleyen genler ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 2. DNA markorlerine ait jel goriintiileri a- Sun209, b- Sun479, c- Bx7°F, d- Xgwm18, e-Xgwm129, {- Xgwm131

Sekiz adet allel spesifik DNA markorii kullanilarak
tarama yapilan Zenit ve B27 cesitleri ile bu ¢esitlerin
melezlenmesi sonucunda elde edilen 11 adet makarnalik
bugday genotipinden elde edilen verilerden UPGMA
metodu ile Weir (1996)’nin genetik mesafe matriksi
baz alinarak dendrogram olusturulmugstur (Sekil 3).
Dendrogramin olusturulmasinda Waxy (Wx-A1), Sicaklik
toleransi, yiiksek protein (Gpc-BI) ve gluten mukavemeti

gibi kalite ozellikleri ile sar1 pas (Y715, ¥739), kara pas
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(5749) ve fusarium head blight gibi hastalik tiirlerinden
elde edilen veriler kullanilmigtir. Dendrograma gore
genetik  olarak  Zenit, ZenitxB27_7, ZenitxB27_9,
ZenitxB27_11 ve ZenitxB27_4 genotipleri digerlerinden
ayrilirken, ZenitxB27_7, ZenitxB27_9, ZenitxB27_11
ve ZenitxB27_5, ZenitxB27_6, ZenitxB27_8 ve
ZenitxB27_10 genotipleri ise %100 benzer olduklar: tespit

edilmistir.
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Sekil 3. Genotiplere gore olusturulmus dendrogram

SONUC

Zenit ve B27 yerel makarnalik bugday cesidinin
melezlenmesi sonucunda elde edilen 11 adet makarnalik
bugday genotipi ile Zenit ve B27 ebeveynlerinin 8 adet allel
spesifik DNA markorii kullanarak bazi hastalik ve kalite
ile ilgili allellerin karakterizasyonu yapilmistir. Arastirma
sonucunda, materyal olarak kullanilan ZenitxB27_3 ve
ZenitxB27_5 genotiplerinde yiiksek proteine (Gpe-B1) ait
allellerin bulundugu tespit edilmistir. Protein, makarnalik
bugdayda 6nemli kalite parametrelerinden birisidir. Yiiksek
protein (Gpe-B1) allellerini tastyan genotiplerin makarnalik
bugday islah ¢aligmalarinda ebeveyn olarak kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti

Yazarlarin katkisi esittir.

Cikar Catigmasi Beyani

Yazarlar bu ¢alismada hicbir ¢ikar iligkisi olmadigini

beyan etmektedirler.

—
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