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Ozet

Bugday insanoglunun yerlesik hayata gectiginden beri en
cok kullandig1 temel besin maddesidir. Bitki slahgilari, artan
diinya niifusuna paralel olarak bugday bitkisinde de verimi
artirmak icin ¢ok biiyiik gayretler ortaya koymaktadirlar. Bu
calismada Karahan-99 ekmeklik bugday cesidi ile BW3 bugday
genotipinin melezlenmesi sonucu elde edilen 22 F, hatt bazt
ozellikler ile iligkili oldugu bilinen 11 fonksiyonel DNA markérii

ile karakterize edilmistir.

Aragturmada kullanilan 11 markérden 7 tanesi (Xgwm18,
Xwgp118, Xgwm131, Xgwm47, Sun479, Sun209 ve UHW89)
Karahan-99 x BW3 ekmeklik bugday popiilasyonunda polimorfik
bant tiretmistir. En fazla allel sayis1 Sun479 markoriinden (18
adet) elde edilirken, en az bant sayist da UHW89 ve Xgwm131
(1 adet) markérlerinden elde edilmistir. Ortalama allel sayist
6.71 olurken, ortalama polimorfizm bilgi igerigi 0.99 olarak
tespit edilmigtir. Xgwm131 markorii Karahan-99_M6_72-10/
BW3_F4_10 genotipinde Y739 sar1 pas geni ile iligkili allele
sahip olurken, Xgwm18 markorii Karahan-99_M,_72-10/
BW3_F,_22 genotipinde Y726 sart pas dayaniklilik geni ile

iliskili beklenen uzunlukta bant vermistir.

Anahtar Kelimeler: Ekmeklik bugday, molekiiler markor,

sar1 pas,

Determination of Allelic Variation of Karahan-99 x BW3
Bread Wheat Population F, Individuals Using DNA Markers




Abstract

Wheat is the main nutrient that mankind has used
since settled life. Plant breeders are making great efforts
to increase the yield of wheat plant in parallel with the
increasing world population. In this study, 22 F, lines
obtained as a result of crossing Karahan-99 bread wheat
variety with BW3 wheat genotypes were characterized with
11 functional DNA markers belong to some agronomic

traits.

Of the 11 markers used in the study, seven worked
(Xgwm18, Xwgpl18, Xgwml31l, Xgwm47, Sun479,
Sun209 and UHWS89) in Karahan-99 x BW3 Bread
Wheat Population. While the highest number of alleles was
obtained from the Sun479 marker (18 bands), the lowest
band number was obtained from the markers UHW89
and Xgwmn131 (1 band). The mean number of alleles was
6.71, while the mean polymorphism information content
(PIC) was 0.99. Xgwm131 marker encoding Yr39 yellow
rust allele was interrogated at Karahan-99_MG6_72-10/
BW3_F4_3 genotype, while Xgwm18 marker amplified
Y726 stripe rust resistant gene at Karahan-99_M6_72—10/
BW3_F,_22.

Keywords: Bread wheat, Molecular marker, Yellow

rust,

1. Giris

Ulkemiz bugday gen merkezi verimli hilalin icerisinde
yer alan ekmeklik bugdayin onemli gen merkezlerinden
bir tanesidir. Ekmeklik bugday (Zriticum aestivum L.)
tilkemizde oldukea genis alanlarda iiretimi yapilan 6nemli
bir tahil bitkisidir. Ekmek ve diger iriinler i¢in oldukea
biiyiik miktarlarda tiiketilmesinin yani sira, iilkemiz

diinyanin en 6nemli un ihracatcisi konumundadir.

Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin 2050 yili
projeksiyonuna gére Diinya niifusunun 12 milyar olacag:
ongoriilmektedir. Bu nedenle de hizla artan niifusun
erigebilecegi yeterli {iretimin yapilmasi gerekmektedir.
Diinya bugday iiretimi 1965 yilinda 216.9 milyon ha
alanda yaklagik 263 milyon ton, 2000 yilinda ise 215 mil
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ha alanda yaklagik 587 milyon ton iken; 2021 yilinda 220
mil ha alanda 770 milyon tona yiikselmistir (FAO, 2021).
Tiirkiye bugday tiretimi 2021 yilinda 6.62 milyon ha alanda
17.65 milyon ton olmus ve bu iiretimin 14.5 milyon tonu
ekmeklik bugdaydir (TUIK, 2021).

Ekmeklik bugday islah ¢alismalar1 6zellikle artan talebi
kargilamak icin, verim ve kalite ile hastaliklara dayaniklilik
konularinda yogunlasmistir. Ulkemizde de hem genetik
tabani genigletmek hem de yukarida belirtilen ozellikleri
bir araya getirmek icin ¢esitli 1slah yontemleri kullanilarak
ekmeklik bugday cesitleri gelistirilmektedir. Melezleme
islaht da, bu slah yontemlerinin en 6nemlilerinden bir

tanesidir.

Bu calismada iilkemizde 6nemli bir alanda ekimi
Karahan-99  ekmeklik  bugday

kalitesini ve hastaliklara dayanikliligint artirmak icin, bu

yapilan cesidinin
ozellikler bakimindan iyi oldugu bilinen BW3 genotipi
ile melezlenerek bir popiilasyon olusturulmustur. F,
kademesine getirilinceye kadar morfolojik olarak segilen
bireylerin F, kademesinde de baz1 hastalik ve kalite ile ilgili
markorlerle karakterize edilmesi icin 11 DNA markérii

kullanilmistir.

Arastirmada, tilkemizin kighk dilim ekmeklik bugday
tiretim alanlarinda yaygin bir ekim alanina sahip, tane
verimi yiiksek, kiglik gelisme tabiatina sahip, kisa ve kuraga
dayanikli, beyaz kilgikli, beyaz taneli, Karahan-99 ekmeklik
bugday cesidi ile hastaliklara dayanikli olarak bilinen BW3
genotipinin melezlenmesi ile elde edilen 22 adet F, bireyinin
bazi kalite ve hastalikla ilgili fonksiyonel DNA markorleri

ile degerlendirilmesi amaglanmistir.
2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Aragtirmada materyal olarak itilkemiz kighk dilimde
onemli bir alanda tiretimi yapilan Karahan-99 ekmeklik
bugday ¢esidinin bazi hastaliklara dayanikliligint artirmak
icin BW3 genotipi ile melezlenmesi ile elde edilen F,

kademedeki 22 hat kullanilmigtir (Tablo 1).
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Tablo 1. Calismada kullanilan Karahan-99 ve BW3 ekmeklik bugday genotiplerine ait bilgiler

Gelisme Tescil

Adi Temin Edildigi Kurulug Orijini | Tabiat | One Cikan Ozellii Durumu

Bahri Dagdas Uluslararasi Soguga dayaniklilig iyi, kuraga ve Tescilli
Karahan-99 | Tarimsal Arastirma Tiirkiye | Kislik yatmaya dayanikliligs iyi, kil¢ikls, beyaz e

e (1999)

Enstitiisti, Konya kavuzlu, beyaz, orta boylu

Kiiciik Taneliler Ulusal Gen Hastaliklara dayanikly, kalite 6zellikleri
BW3 Bankasi, Aberdeen, Idaho ABD Kighle iyi )

2.2. Yontem

2.2.1. Molekiiler Calismalar

DNA Izolasyonu: Bugday genotiplerine ait yaprak
ornekleri, 2 ml'lik tiiplere konularak -80 °C de saklanmustir.
DNA eldesi Setrimid (CTAB) yontemine goére (Oliver
vd. 2010) yapilmustr. Kisaca; -80 °Cde bekletilen yaprak
ornekleri sivi azot eklenerek 4giitiilmiis 2 ml'lik ependorf
tiipler igerisine konulmustur. Orneklerin iizerine 65 °C'de
su banyosunda bekletilen DNA izolasyon ¢ozeltisinden (1
M Tris-HCI (pH:8), 0.5 M EDTA (pH:8), 5 M NaCl, %
2 wiv cTAB, %2 polyvinyl-pyrolidone-40, % 5 sarcosyl)
1 ml birakilmigtir. Tiipler 65 °C su banyosunda bir saat
bekletilmis, 20 dakikada bir yavasca alt tst edilmistir.
Daha sonra orneklerin {izerine ¢eker ocakta 1 ml
kloroform:isoamil alkol (24:1) ilave edilmistir. Sonrasinda,
icerisinde 6rnekler bulunan tiipler 10000 (rpm) devirde

20 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant

yeni tiiplere alinmis ve ayni miktarda -20°C de bekletilmis
isopropanol ilave edilerek hafifce 5-10 kez alt st edilerek
cevrilmisti. DNA’larin  pelete déntismesi igin 10000
(rpm) devirde 30 dakika santrifiij yapilmisur. Santrifij
islemi sonrasinda DNA peletleri 1 ml % 70’lik etanol ile
iki defa durulanmis ve 13000 rpm devirde 2 dakika siire
ile santriftij edilerek etanol uzaklastirilirken DNA peletleri
temizlenmigtir. DNA peletleri 1 gece kurumaya birakilmig
ve ertesi giin 250 pl RNase A soliisyonu (10 mM Tris-
HCI (pH7-7.5), toz RNAse A) eklenerek DNA izolasyonu
tamamlanmustir. Izole edilen DNA’larin kalite ve miktarlart

Nanodrop cihazinda 8l¢iilmiistiir.

DNA Primerleri: Calismada daha o6nce ekmeklik
bugdayda bazi fonksiyonel genlerin belirlenmesinde
kullanilan  ve aym akrabalik  derecelerini
belirlemede de kullanilan 11 DNA markérii
kullanilmistir. Bu DNA primerleri Tablo 2'de gosterilmistir.

zamanda

adet

Tablo 2. Molekiiler karakterizasyonda kullanilan DNA primerleri

Beklenen Bant
No | Primer Ad1 | Primer Dizisi (5’-3") Gen Bolgesi Referans Uzunlugu (bg) | Marker
(baz cifti)
1 igziz_i ??gggé%géi?%é&%ﬁi%g} Sari pas Yr26 Réder vd. 1995 |186-190 Es-baskin
)[Rl FMGTGGMOMECTIACS | ™ oo [ ke
Sari Pas Yr39, Yr26 1;{;) ;l Ser vd.
(YrMY41) Sicaklik R ’d 2015:
3 Xgwm131_F | AATCCCCACCGATTCTTCTC Tolerans: (Klorofil Perlll dv ’ d ’ 153 Es-baskin
Xgwm131_R | AGTTCGTGGGTCTCTGATGG | igerigi ve yogunluguw), | o' 5‘7 e yoas
lS:e{tllftytrelstrorr:: ger;li, Zhou vd. 2005;
opuga toferans ge Guo vd. 2012
Xgwm47_F | TTGCTACCATGCATGACCAT | Kara pas St9, St47 ve |
4 | Xewm47 R | TTCACCTCGATTGAGGTCCT | mor tane rengi Réder vd. 1995 | 186-153 Es-baskin
g

H—
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sun479_F CAAATGAAATGTGATCCTGTT

5 wnd79 R | TCATCTAACCAGCAATGGTAT Kara pas Sr49 Bansal vd. 2015 | 200 Es-baskin
sun209_F  |AG CTATGAGCTTCGCTATTG

6 w209 R | GTGATTGGTTCGGATTACTTA Kara pas Sr49 Bansal vd. 2015 | 148 Es-baskin

5 UHWB89-F | TCTCCAAGAGGGGAGAGACA Yiiksek Protein Distelfeld vd. 122 Es-bask
UHWS89-R | TTCCTCTACCCATGAATCTAGCA | Gpc-B1 2006 $baskin

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR; 0.02 ml hacminde 96’lik PZR platelerine; 1.2 pl
dNTP karigimi (10 mM karisim (A+T+G+C)), 1.2 pl 10x
buffer, 0.1 pl MgCI, SSR primer cifti (5 ul F ve 5 ul R),
5 pl (60 ng) genomik DNA, 2.4 ul dH,0, ve 0.1 pl Taq
DNA polimeraz (5U/pl, Fermantes) gelecek sekilde toplam
20 pl soliisyon hazirlanmigur. Reaksiyonlar 95 °Clde 2
dakika calistiktan sonra 95 °C) 1 dakika, 55 °C 1 dakika
ve 72 °C'de 2 dakika ¢alisurilarak, 95 °C ile 72 °C arasinda
40 dongii yapmast saglanmis ve son asamada 72 °Crde 20
dakika caligtirlarak tamamlanmigtir. Reaksiyon driinleri
kullanima kadar -20 °C bekletilmistir.

Fragment Analizleri: PZR isleminden sonra elde
edilen iiriinler, % 3’liik agaroz jelde, elektroforez tankinda

yuriitiilerek, genotiplere ait DNA bantlari elde edilmistir.

Ekmeklik  bugday
hatlarinin DNA markérlerine gore genetik benzerlikleri
NTSYSpc 2.21q (Rohlf, 2005) yaziliminda Dice indeks’e
(Dice, 1945) gore belirlenmistir. Her bir hatta ait alleller

Bantlarin Degerlendirilmesi:

‘0" veya ‘1’ (bantlarin varligi-yoklugu) olarak okunmus,
ikili (binary) veri matriksi elde edilmis ve bu sayede

de unweighted pair group method arithmetic average

Tablo 3. Calismada kullanilan markorlere ait allel sayilar

(UPGMA) kullanilarak hesaplanmistr.
2.2.3 Polimorfizm Bilgi Igeriklerinin Hesaplanmast

Her bir DNA markériine ait polimorfizm bilgi igerikleri
(PIC) Weir (1996)’in kullandigt formiille hesaplanmistir.

PIC=1-YPi* Pi; arasurmada calisilan 24 ekmeklik
bugday genotipinde 22 hat + Ebeveynlerin {’inci allelinin

frekansidir.
3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Markoér Bagina Diigen Allel Sayist

Arastirmada 7 baskin ve es baskin DNA markorii ile
24 ekmeklik bugday genotipi karakterize edilmistir ve
toplam 47 allel elde edilirken, ortalama allel say1st ise 6.71
olmugtur. Bu markérlere ait bant sayilari ve primer bagina
diisen allel sayisi Tablo 3’te verilmistir. Calismada en ¢ok
allel sayist 18 bant ile Sun479 markoriinden elde edilmis,
bu markérii 9 allel ile Xgwpl118 markorii takip etmistir.
Daha 6nceki calismalarda Yiice ve Dumlupinar (2023),
markor basina ortalama 15.2 adet allel sayisi bildirirken,
Tsonev vd. (2021), 8.14 allel ve Vanzetti vd. (2013), 3.26
adet allel bildirmislerdir.

No Primer Ad1 Allel Sayist
1 Xgwm18 7
2 Xwgpl18 9
3 Xegwm131 1
4 Xgwm47 3
5 Sun479 18
6 Sun209 8
7 UHW89
Toplam 47
Ortalama 6.71
ZIRAAT MUHENDISLIGI | Yil: 2023 | Say:: 378 =o




3.2. Polimorfizm Bilgi Igerigi

Polimorfizm  bilgi icerigi (PIC), markérlerin
polimorfizm degerlerini gosteren onemli bir kriterdir.
Arastirmada elde edilen PIC degerleri Tablo 4’te verilmistir.

Calismada ortalama PIC degeri 0.99 olarak hesaplanmistir.

M
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PIC degeri bakimindan biitiin markérler 0.99 degerine
sahip olmuslardir. Polimorfizm bilgi igerigi ile ilgili literatiir
bilgileri incelendiginde, Kiraz vd. (2019), Aydemir vd.
(2020), Kogyigit vd. (2021) ve Yiice ve Dumlupiar
(2023), ortalama PIC degerini sirastyla 0.79, 0.98, 0.52 ve
0.94 olarak tespit etmislerdir.

Tablo 4. Calismada kullanilan markérlere ait PIC degerleri

No Primer Ad:1 PIC Degeri

1 Xgwml8 0.99

2 Xwegpllg 0.99

3 Xpgwml31 0.99

4 Xgwm47 0.99

5 Sun479 0.99

6 Sun209 0.99

7 UHWSE9 0.99
Ortalama 0.99

3.3. Allel Spesifik Markorler

Bugday sar1 pas dayaniklilik geni Y745 ile iligkili olan
Xwgpl118 markoriiniin beklenen bant uzunlugu 411
b¢ dir (Li vd. 2000). Arastirmada kullanilan Xwgp118

150
100

90

KB F4 8

KB F4 1
KB F4 2
KB F4 3
KB F4 4
KB _F4 5
KB F4 6
KB F4 7

o
o
=1 [l
£ =
s M
o
4

Sekil 1. Xgwm118 markériine ait jel goriintiisii

KB F4 9

—
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markoriinden beklenen 411 b¢ uzunlugundaki allel, 24
ekmeklik bugday genotipinde gozlenmemistir. (Tablo 5).
Ancak, 90, 96, 100 ve 150 bg¢ uzunlugunda bantlar elde
edilmistir (Sekil 1).

KB F4 14

KB F4 10
KB F4 11
KB F4 12
KB F4 13
KB F4 15
KB_F4_16
KB F4 17
KB F4 18
KB F4 19
KB F4 20
KB F4 21
KB F4 22




UHW89 markéris Gpe-BI geni ile iliskili, yiiksek
protein igerigini gostermektedir. UHW89 markériiniin
beklenen bant uzunlugu 122 b¢'dir (Distelfeld vd. 2006).
Aragurmada UHW89 primerinden hem yiiksek protein
icerigi geni ile iligkili hem de diger alleller bakimindan
higbir genotip i¢in bant elde edilememistir (Tablo 5). Daha
once, Giingdr (2019), tarafindan yapilan bir ¢aligmada
Gpc-BI geni ile iliskili genotipler tespit edilmistir.

Réder vd. (1998), tarafindan gelistirilen ve beklenen
bant uzunlugu 186 ve 190 bg olan Xgwm18 markériiniin
bugday sari pas hastaligt dayaniklilik genleri Y775 ve
Y726 ile alakali oldugu tespit edilmistir (Yong vd. 2015).
Aragtirmada kullanilan Xgwm18 markérii 100, 190 ve 250
b¢ uzunluklarinda bant vermis ve Karahan-99_M6_72-10/
BW3_F,_22 genotipinde sar1 pas dayaniklilik Y726 geni
ile ilgili bant uzunlugu elde edilmistir (Tablo 5). Onceki
calismalarda, Giingdr (2019), makarnalik bugday cesidi
Zenitte Xgwm18 primerine ait allel bildirirken, Aydemir
vd. (2020), 15 genotipten sadece 2 genotipte bu allelin
varhigini bildirmiglerdir. Xgwm47 markériintin bugdayda
kara pas hastaligina dayaniklilik geni $r9 ile iligkili ve
beklenen bant uzunlugunun 186 b¢ oldugu bildirilmistir
(Roder vd. 1998). Yine Li vd. (2010), bu markériin 153
b¢ bant uzunlugundaki allelinin 2A kromozomunun kisa
kolunda bulunan mor tane rengi ile iliskili gene 34.7

cM (sentimorgan) uzaklikta oldugunu bildirmislerdir.

Tablo 5. Allel spesifik markorlere ait bantlar

Zn‘ L h q
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Calismada, Xgwm47 markérii 3 allel olustururken, allele
ozgii bantlar higbir genotipten elde edilememistir (Tablo
5). Bansal vd. (2015), tarafindan gelistirilen ve bugdayda
kara pas hastaligina dayaniklilik geni $749 ile iliskilendirilen
Sun209 ve Sun479 markérlerinden sirasiyla 8 ve 18
allel elde edilmistir. Allele 6zgii beklenen bant uzunlugu
Sun209’da 148 bg iken, Sun479°da bu bant uzunlugu 200
b¢dir. Karahan-99 x BW3 popiilasyonunda bu allellere 6zgii
bant elde edilememistir (Tablo 5). Onceki calismalarda,
Giingor (2019), Sun209 ve Sun479 markérlerini kullandig:
calismada makarnalik bugday genotiplerinde 5749 geni ile
iligkili bantlar elde etmistir. Yine Biiyiikakkaslar vd. (2020)
ve Aydemir vd. (2020) yapuklari ¢alismada makarnalik
bugday genotiplerinde Sun209 ve Sun479 markorlerine
ait allele 6zgii bantlar elde etmiglerdir. Xgwm131 markéri
Réder vd. (1995) tarafindan gelistirilmis ve 153 be ile sar1 pas
Y739 geni ile iliskilendirilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda,
Yong vd. (2015) Y726 sar1 pas geninde YrMY41 allelini
belirledigini, yine Zhou vd. (2005) tarafindan yapilan
caligmada fertility restore geni ile iliskili oldugunu ve Guo
vd. (2012)’nin yapug: calismada da soguga tolerans geni
ile iligkili oldugu saptanmistir. Ayrica, Pandey vd. (2015)
Xgwm131 markériiniin sicaklik toleransi, klorofil igerigi
ve yogunlugu ile iliskili oldugunu tespit etmistir. Yapmus
oldugumuz caligmada Xgwm131 markérii, Karahan-99_
M6_72-10/BW3_F4_10 genotipinde Y739 sar1 pas geni ile
iliskili,153 b¢ uzunlugunda bant elde etmistir.

Genotip = g 5 S o o § @
g 2 g g L,..; % g E
B1F 1B 5|2 |8 |B |5

Karahan-99

BW3

Karahan-99_M6_72-10/BW3_F 1

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 2

Karahan-99_M6_72-10/BW3_F )

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 4_4

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F D
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Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 0

Karahan-99_MG6_72-10/BW3_F —/

Karahan-99 _M6_72-10/BW3_F 8

Karahan-99_MG6_72-10/BW3_F 9

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F ~10

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 11

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 12

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F ~13

Karahan-99_M6_72-10/BW3_F 4_14

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 15

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F 16

Karahan-99_MG6_72-10/BW3_F,_17

Karahan-99_MG6_72-10/BW3_F 18

Karahan-99 M6_72-10/BW3_F ~19

Karahan-99_M6_72-10/BW3_F 20

Karahan-99_MG6_72-10/BW3_F,_21

Karahan-99_MG6_72-10/BW3_F 22 +

4. Sonug ve Oneriler

Karahan-99 x BW3 eckmeklik bugday melez
popiilasyonunun 7 polimorfik DNA markéra ile
karakterizasyonunun yapildigt bu ¢alismada, Karahan-99_
M,_72-10/BW3_F,_10  ve Karahan-99 M —72-10/
BW3_F,_22 genotiplerinde Xgwml31 ve
markérlerinden sirastyla Y739 ve Y726 sar1 pas dayaniklilik

Xgwml8

genleri ile iligkili, beklenen uzunluklarda alleller tespit
edilmistir. Aragtirmada kullanilan markorlerin Karahan-99
x BW3 ekmeklik bugday melez popiilasyonunda oldukea
polimorfik oldugu ve Xgwm131 ve Xgwm18 markorlerinin
bu popiilasyon icin allel spesifik bant irettigi tespit
edilmisti. Bu sonuglara goére, bu markérlerin markér
yardimiyla 1slah (MAS) c¢aligmalarinda kullanilabilecegi

degerlendirilmistir.

5. Tesekkiirler
KSU  Bilimsel

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmis olup proje

Bu calisma, Aragtirma  Projeleri

—
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numarast 2020/4-6 M (YLS)dir. Bu projeyi finansal olarak
destekleyen KSU BAP Birimine tesekkiirlerimizi sunariz.
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