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ONSOZ
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OZET

Bu calismada, 7 farkli kislik ekmeklik bugday cesidi kullanilarak sar1 pas hastaligina
dayaniklilig1 incelemek amaciyla 4 farkli dayanikli x hassas melez kombinasyonlar1 [Altay
(dayamkli) x Harmankaya99 (hassas); 1zgi2001 (dayanikli) x ES14 (hassas); Sénmez2001
(dayanikll) x Aytin98 (hassas); PI178383 (dayanikll) x Harmankaya99 (hassas)] yapilmis ve
bu bireylerde Yr5 geni acisindan polimorfizm gosteren molekiiler belirteglerin elde edilmesi
amaciyla rezistant gen analog polimorfizmi (RGAP), dizisi etiketlenmis alanlar (STS) ve
mikrosatellit analizleri yapilmistir. Bitkinin fide doneminde sar1 pas hastaligina dayaniklilik
saglayan genlerden biri olan Yr5 geni bugday B genomu 2. kromozomunun uzun kolunda
(2BL) bulunmaktadir. Kromozom 2BL yer alan ve bu gene belli uzakliklarda bulunan degisik
tipteki belirtegleri cogaltan toplam 46 adet primer ¢ifti (12 ¢ift RGAP, 18 ¢ift STS, 16 ¢ift
mikrosatelit) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) yapilmistir. Kombinasyonlari
olusturan ebeveynler arasinda polimorfizm gosteren molekiiler belirtegler, sar1 pas irklar ile
inokiilasyondan sonra dayanikli ve hassas olarak belirlenecek olan F, bireylerinde analiz
edilecektir. Elde edilmesi hedeflenen Yr5 belirtecleri, fide donemi dayaniklilik genlerine ve
ergin donem dayaniklilik genlerine baglanti gosteren belirtegler ile beraber bitki 1slah
calismalarinda kararli ve etkin bir bi¢imde kullanilarak dayanikli bugday genotiplerinin
secimini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Triticum aestivum L., sar1 pas, Yr5, PCR, DNA, RGAP, STS



ABSTRACT

In this study, seven different bread wheat genotypes were used for obtaining four resistant x
susceptible hybrids [Altay (resistant) x Harmankaya99 (susceptible); 1zgi2001 (resistant) x
ES14 (susceptible); Sonmez2001 (resistant) x Aytin98 (susceptible); P1178383 (resistant) x
Harmankaya99 (susceptible) regarding yellow rust resistance and polymerase chain reactions
(PCR) were performed by using 12 RGAP, 18 STS and 16 microsatellites primers that
amplified molecular markers containing polymorphisms in terms of Yr5 gene, one of the
stripe rust resistance gene located on the centromeric region of chromosome 2BL and
responsible for seedling-stage resistance. Polymorphic markers will be screened on the
resistant and susceptible F, segregation analysis and mapping populations after the
inoculation with the yellow rust races. Linkage of molecular markers to seedling-stage and
adult plant stage resistant genes will be adapted to select durable wheat genotypes in plant
breeding programs with marker assistant selection as a stable and effective method.

Keywords: Triticum aestivum L., yellow rust, Yr5, PCR, DNA, RGAP, STS



1. GIRIS

Bugday (Triticum spp.), bugdaygiller (Poaceae) familyasindan biitiin diinyada 1slah1 yapilmis
tek yillik otsu bir bitkidir ve insan beslenmesindeki onemi nedeniyle giiniimiizde tarimi
yapilan kiiltiir bitkileri icerisinde ilk sirada yer almaktadir. Biitiin diinyada yetismekte olan
bugday yerylizeyinde diger tahil {riinlerinden daha fazla yer kaplamaktadir (Belderok
vd.,2000). Ancak, tahillardan daha fazla yer kaplamasina ragmen ortalama iirlin bazinda misir
ve pirincin hemen ardinda yer almaktadir (Nevo, 2002). Bugday, degisik iklim ve toprak
kosullarinda yetistirilebilmesi, bilesiminde karbonhidrat, nisasta, protein, bazi vitamin ve
mineral maddeleri bulundurmasi, degerli ve ucuz bir besin kaynagi olmasi bakimindan hizla
artan diinya niifusunun beslenmesinde vazgeg¢ilmez bir {iriin 6zelligi tagimaktadir. Yapilan
kazilarda ortaya cikarilan bugday tohumlarinin incelenmesi sonucu bugdaymn M.O 7000
yillarinda kiiltiire alindig1 anlagilmistir. Bugday bitkisinin kékeninin Glineybat1 Asya oldugu
kabul edilmekle birlikte; Tiirkiye, Suriye, Irak ve Kafkasya’da yabani bugday tiirlerinin
bulundugu bu yiizden de bu bolgenin gen merkezi olarak kabul edilmesi gerektigi
belirtilmektedir (Uncuoglu, 2001). Nitekim bugday’in ilk kez “Verimli Hilal” (Israil, Filistin,
Suriye’nin bati kisimlari, Tiirkiye'nin giineydogusu, kuzey Irak ve Iran’m bat1 kismim
kapsayan alan) olarak bilinen alanda kiiltiire alindig1 yaygin sekilde kabul gormiistiir. Bu
bilgilere ek olarak son yillarda yayinlanmis olan ¢ok sayidaki arastirma bulgulari, bugday
tariminin diinyada ilk kez Verimli Hilal i¢cinde yer alan Karacadag ve yoresinde basladigin
vurgulamaktadir (Heun vd., 1977; Diamond, 1997; Nesbit ve Samuel, 1998; Lev-Yadun vd.,
2000).

1.1. Bugday Genetigi:

Bugday genetigi diger tarim iirlinlerine nazaran karmasik bir yapiya sahiptir. Baz1 bugday
tiirleri sabit ve kararli bir poliploidi durumu gostermektedir (Hancock, James F., 2004).
Bugday tiirleri ploidi seviyelerine gore 3 ana grupta toplanmaktadirlar; diploid (2n=14)
Triticum monococcum AA, tetraploid (2n=28) Triticum turgidum ssp. durum AABB
(makarnalik bugday, durum bugday1) ve heksaploid (2n=42) Triticum aestivum ssp. aestivum
AABBDD (ekmeklik bugday)’dir (Joppa, 1993). Cesitli Bugday tiplerinin genomik ve

karakter yapisina gore siiflandirilmasi Cizelge 1.1°de gosterilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Bu%C4%9Fdaygiller

Cizelge 1.1 Cesitli Bugday tiplerinin genomik ve karakter yapisina gore siiflandirilmasi

(Nesbitt, 2001).

Genomik Yapi Genel Karakteri | Genel isim Latince Isim
AA Kirilgan Kizil Bugday (Yabani) T. Urartu
AA Kirilgan Kizil Bugday (Yabani) | T. boeoticum
AA Yari-sert Kizil Bugday T. monococcum
AABB Sert Iran Bugday1 T. carthlicum
AABB Kirilgan Diisiik Kalite (Yabani) | T. dicoccoides
AABB Kirilgan Diisiik Kalite T. dicoccum
AABB Sert Makarnalik Bugday T. durum
AABB Yari-sert Polonya Bugday1 T. polonicum
AABB Sert Horasan Bugday1 T. turanicum
AABBDD Sert Ekmeklik Bugday T. aestivum
AABBDD Sert Sik Bugday T. compactum
AABBDD Yari-sert Kilciksiz Bugday T.spelta

Bugday iilkemizin iklim o6zelliklerine ¢ok kolay uyum saglamis bir tahil tiriidiir. Hemen
hemen her bolgemizde yetisen bugday, yazlarin 1lik ve yagish gectigi Karadeniz bdlgesinde
yerini misira, yazlari kisa gecen Dogu Anadolu'nun yiiksek yaylalarinda yerini arpaya birakir.
Yaz ve kis bugdayi olarak ekilen bugdayin, kis bugday1 270 giinde, yaz bugday1 135 giinde
olgunlasir. Ulkemizde tahila ayrilan 13 785 650 hektarlik alan ve bu alandan gerceklestirilen
30 686 650 tonluk {iiretim igerisinde bugday 9 300 000 hektarlik ekim alan1 ve 19 500 000
tonluk iiretimi ile Oncelikli {irlin olma o6zelligini korumaktadir (Anonim, 2002). Yillik
tiretimin 20.400.000 ton oldugu iilkemiz, baslica bugday {ireticisi iilkeler arasindadir. Tiirkiye
bugday ekim alanimnin 2006/2007 piyasa yilinda 9,2 milyon hektar ve iiretimin 20 milyon ton
olacagl tahmin edilmektedir. Uretimdeki azalmaya, bir dnceki iiretim donemine gore ekim
alanindaki 50 bin hektarlik azalmadan ziyade Tiirkiye bugday iiretiminde agirlikli yere sahip
olan Trakya ve Orta ve Kuzey Anadolu iiretim bolgelerindeki iklim sartlarina bagl verimdeki

diisiislerin sebep oldugu tahmin edilmektedir (www.aeri.org.tr/YayinOzetleri). 2005 yili

diinya bugday iiretim miktarlar1 ve bu kapsamda Tiirkiye'nin %3’liikk payr Sekil 1.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.1 2005 yil1 diinya bugday tiretim miktarlari, (FAOSTAT, 2005)

Normal yillarda tilkemiz, bugday iiretiminde kendine yeterli ise de; 6zellikle hava kosullarinin
elverissiz oldugu yillarda tiretimde diisiisler olurken, bazi yillar hastaliklar (6zellikle sar1 pas),
siine ve kimil zararlar1 bugdayin kalitesini biiyiilk oranda disiirdiigiinden, kaliteli iiriin

gereksinimi disalimla karsilanmaktadir (Kun E.,1996).

1.2. Bugday Hastahklarinda Biyotik Faktorlerin Etkisi:

Bugday hastaliklarinin gelisiminde biyotik faktorlerin etkisi patojen, konukgu, bitki ve ¢evre
ticgeninin birbiri ile olan etkilesimine baglidir. Hastaliklara degisik etmenler (canli ya da
cansiz) neden olabilir ve hastalifin olusumuna tek bir etmen vaya birden fazla etmen birlikte
etki edebilir. Hastalifa neden olan biyotik canlilar arasinda funguslar (mantar etmenleri) en
fazla hastaliga neden etmen ya da organizmalar olarak bilinir. Bunlar1 bakteriler, viriisler ve
diger mikroorganizmalar takip eder. Bugday hastaliklarina neden olan mikroorganizmalar
patojen olarak adlandirilir. Hastalik, bitkide bir ya da bir kag¢ seri fizyolojik metabolizma
degisiklikleri sonucu ortaya cikar ve sonucta bitki morfolojik degisiklere ya da normal
gelisiminden sapmalara neden olur. Bugdayda meydana gelen bu morfolojik degismeler ya da
sapmalar “simptom” (hastalik belirtisi) olarak adlandirilir. Bazi durumlarda da patojenin
varhig1 bitkideki morfolojik degisikliklerden daha belirgindir ve patojenin bitki iizerinde
gelismesi hastalik isareti olarak da adlandirilabilir. Buna en giizel 6rnek, pas hastaliklarinin
bitki lizerindeki spor ve misel gelismesinin goriiniimleridir (www.bitkisagligi.net). Bugdayda

hastalik olusturan organizmalar igerisinde en fazla iiriin kaybina yol acan patojenler olup;


http://faostat.fao.org/
http://www.bitkisagligi.net/

Puccinia (Pas), Ustilago, Tilletia, Erysiphe, Septoria, Alternaria ve Fusarium en yaygin
olarak bulunan tiirlerdir (Stubbs vd., 1986). Pas hastaliklari, diinya genelinde bugday ekim
alanlarinda verimi azaltan en 6nemli biyotik etmenlerdendir (Diisiinceli vd., 1999). Bugday
pas mantarlari, Basidiomycetes sinifina, Uredinales takimina, Pucciniaceae ailesine ve
Puccinia cinsine ait; konak aralig1 olduk¢a dar olan biyotrof patojenlerdir (Curtis vd., 2002).

Puccinia striiformis’e ait iireme donemi Sekil 1.2°de 6zetlenmistir.
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BASIDIDSPORLAR & _— EONUECU
&

Sekil 1.2 Puccinia striiformis’e ait tireme donemi
(http://www.cdl.umn.edu/gallery/images.html)

Govde pas1 veya kara pas hastaliginin etmeni olan Puccinia graminis, yaprak pasi veya
kahverengi pas hastalifinin etmeni olan Puccinia recondita ve ¢izgi past da denilen sar1 pas
hastaliginin etmeni olan Puccinia striiformis f. sp. tritici tim diinyada bugday, arpa ve yulaf
gibi tahillarda ciddi iiriin kaybina yol acan baslica pas etmeni olan mantarlardir (Stubbs vd.,
1986). 1lk kez 1777 yilinda gozlenmesine ragmen, 1896 yilinda sar1 pas hastaligina yol acan
patojenin diger pas mantarlarindan farkli oldugu tanimlanmis ve P. glumarum olarak
isimlendirilmistir (Eriks ve E. Henn, 1896). 1953 yilinda ise P. striiformis adi verilmistir
(Hylander vd.,1953). Yapraklarda ve basaklarda olusan sar1 renkli iiredinianin ip seklindeki
goriintiisiinden dolay1 “cizgi past” da denir (Curtis vd., 2002). Birincil konaklar1 arasinda

ekmeklik bugday, makarnalik bugday ve bazi arpa genotipleri bulunurken alternatif
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konaklaria rastlanmamustir. Sar1 pas, bugday liretiminin yapildig: alanlarda, % 10 ile % 70
arasinda degigsen oranlarda verim kaybina neden olur. Hassas genotiplerle yapilan tarla

denemelerinde % 100’e varan kayiplarin olustugu gozlenmistir (Chen, 2005). (Sekil 1.3)

Sekil 1.3 Puccinia striiformis enfeksiyon agamalari
(www.wsu.edu:8080/~wheaties/rustpic.html) ve kayip tarla goriintiisi
(http://pvo.planteinfo.dk)

Sar1 pas dayanikliligi, fide dayanikliligi ve ergin bitki dayanikliligi olmak {izere ikiye ayrilir.
Fide dayaniklilig1 “seedling resistance” fide doneminde gozlenebilen ancak bitkinin tiim
gelisim evresi boyunca aktif olan, irka 6zgli dayanikliliktir. Ergin bitki dayanikliligr ise bitki
gelisiminin ileri evrelerinde gozlenir. Ergin bitki dayanikliginin bazi tiirleri irka 6zgii iken,
bazilar1 wrka 06zgii degildir. Sar1 pas hastaligina dayaniklili§i saglayan genlerin biiylik
cogunlugu irka 6zgiidiir (Chen ve Line, 1995). Puccinia striiformis f.sp. tritici’nin neden

oldugu sar1 pas hastaligt bugday verimini dogrudan etkileyen Onemli bir biyotik stres


http://www.wsu.edu:8080/~wheaties/rustpic.html

etmenidir. Bugdayda sar1 pasa dayanikliligi sagladigi bilinen 40’in {izerinde gen vardir

(Macer, 1966) (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 Yr5 genleri gizelgesi, (Boyd, 2005)

Dayamkhihk Kromozom )
Geni Bolgesi Kaynak Cins Ismi
Yrl 2AL Chinese 166; Yr1/6*AvS
Yr2 7B Kalyansona
Yr3 5B Nord Desprez; Vilmorin 23
Yr4 3B Hybrid 46
Yr5 2BL Yr5/6*AvS
Y16 7BS Heines Kolben; Yr6/6*AvS
Yr7 2BL Lee; Yr7/6*AvS
Aegilops comosum; Compair ;
Yr8 2A2M Yr8/6%AvS
Y19 1B/IR Secale cereale ; Clement; Yr9/6*AvS
Yrl0 1BS Moro; Yr10/6*AvS
Yrll — APR Bilinmiyor Joss Cambier
Yrl2 — APR Bilinmiyor Mega
Yrl3 — APR Bilinmiyor Maris Huntsman
Yrl4 — APR Bilinmiyor Hobbit
Yrl5 1BS Triticum dicoccoides ; Yr15/6*AvS
Yrl6 — APR 2D Cappelle-Desprez
Yrl7 2AS-6M VPM1/6*AvS
Yr18 — APR 7DS Yrl18/6*AvS
Yrl9 5B Compair (YrCom)
Yr20 6D Fielder (YrFie)
Yr21 1B Lemhi (YrLem)
Yr22 4D Lee (YrLel)
Yr23 6D Lee (YrLe2)
Yr24 1BS Triticum turgidium; Y1r24/6*AvS
Yr25 1D Strubes Dickkopf; Heines Peko
Yr26 1BS Triticum turgidum
Yr27 2BS Ciano79; Selkirk
Yr28 4DS Aegilops tauschii
Yr29 — APR 1BL Pavon 76
Yr30 - APR 3BS Parula; Pavon 76
Yr31 2BS Pastor
Yr32 2AL Carstens V
Yr33 7DL Batavia
Yr34 — APR SAL WAWHT2046
Yr35 6BS Triticum dicoccoides
Triticum turgidum var. dicoccoides ;
Yr36 — APR 6BS Glupro
Yr37 2DL Aegilops kotschyi




YrA$ Bilinmiyor Avocet R
YrCle 4B Clement
YrDal 1A Daws
YrDa2 5D Daws

YD 6A Druchamp
YrDru 5B/6B Druchamp
YrDru2 6A Druchamp
YrHVII 4A HeinesVII
YrH46 6A Hybrid 46
YrH52 1BS Triticum dicocoides
YrMin 4A Minister
YrMor 4B Moro
YrND 4A Nord Desprez
Yrns-Bl 3BS Lgst79-74
YrS 3B Stephens
YrSte 2B Stephens
YrSte2 3B Stephens
YrTye 6D Tyee

YrTrl 6D Tres

YrTr2 3A Tres
YrYam 4B Yamhill
Yrv23 2B Vilmorin 23

Cizelge 1.3 Puccinia striiformis ile ilgili bugiine kadar rapor edilmis molekiiler belirtegler

Yr5 (2BL) GWMS501 Sun et al. 2002
WGP17 and 18 Yan et al. 2003
Yr9 (1IB/IR) W | GP4,7,8and 9 Shi et al. 2001
Yrl0 (1BS) PSP3000 Wang et al. 2002
S26M47-150 Smith et al. 2002
Yrl5 (1BS) GWM33 Chague’ et al. 1999
UBC199700 Chague’ et al. 1999
Yrl7 (2AS-
6M) SC-Y15 Robert et al. 1999
Yrl8 (7DS) GWM295 Suenaga et al. 2003
Yr26 (1BS) GWMI1 Ma et al. 2001
GWM18 Ma et al. 2001
Yr28 (4DS) BCD265 Singh et al. 2000
MWG634 Singh et al. 2000
YrH52 (1BS) GWM413 Peng et al. 2000
GWM273a Peng et al. 2000




1.3 Bitkisel Gen Kaynaklarinin Kullanima:

Tiim diinyanin sorunu haline gelen bitkisel gen kaynaklarinin korunmasi, 6zellikle son 20
yildan beri giindemde en ¢ok kalan konulardan biri olmustur. Bitkisel gen kaynaklarinin,
ozellikle yabani tiirlerin korunmasi, gelecekte yapilacak olan bitki 1slah1 ¢aligmalar1 i¢in son
derece 6nemlidir (Ozgen vd., 1995). Biyoteknolojik karakterizasyon calismalar1 sayesinde
ayni materyalin gen bankasina girisi engellenir, genotiplerin tam olarak “parmakizi”
olusturulur, gen bankasinda ya da dogal kosullarda genetik ¢esitlilik belirlenir ve biiyiik
koleksiyonlarda cesitliligin 6nemli bir kismin1 en az Ornekle temsil edebilen ¢ekirdek
koleksiyonlar olusturulur (Dodds ve Watanabe, 1990). Son yiizyilda klasik bitki 1slahi
calismalarindan yararlanilarak iistiin verimli ve kaliteli bir¢cok gesit gelistirilerek insanligin
hizmetine sunulmasina karsin, basta hastalik ve zararlilar olmak {izere bazi biyotik ve abiyotik
baskilara karsi dayaniklilikta heniiz istenilen sonu¢ alinamamistir. Bu sorunlarin degisen
ekolojik kosullar altinda giderek biiylimekte oldugu ve tiir i¢i (intraspesifik) melezlemelerin
varyasyon yaratmada yetersiz kaldigi goriilmektedir. Uyumlu tiirlerin bulunmasi halinde
klasik yontemlerle yapilan melezlemeler sonucunda yeterli varyasyon olusturulabilmektedir.
Ancak, uygun anaglarla sinirli olan bu durum, degisen c¢evre kosullar1 ve tiiketici istekleri
karsisinda yetersiz kalmakta, 1slah programlarinda genetik tabani artirmak icin farkli cinslere
iligkin yeni gen kaynaklarina gereksinim duyulmaktadir. Bu gen kaynaklarinin basinda ise,
kiiltiir tiirlerinin yabani akrabalari gelmektedir (Ozgen ve Akar, 1994). Islahcilar icin ¢ok
onemli gen depolarini olusturan ve dayaniklilik 1slahi ¢aligmalar1 i¢in 6nemli genitorler
durumunda olan yabani bitkisel gen kaynaklarinin ise bu sorunu ¢ézmede biiyiik potansiyele
sahip olmalarina karsin, cinsler arasinda ortaya ¢ikan kisirlik, melezleme zorlugu ve
istenmeyen Ozelliklerin gegmesi gibi nedenlerle klasik melezleme teknikleriyle bu
kaynaklardan yararlanilmasi son derece sinirli olmaktadir. Son 10 yilda kullanim alani
giderek yayginlasan biyoteknoloji ve genetik miihendisligi teknikleriyle bu sorunlarin
astlmasi ve bitkisel gen kaynaklarmin biiyiik bir kismini kapsayan kiiltiir bitkilerinin yabani

akrabalarindan daha fazla yararlanilmasi agisindan 6nemli gelismeler olmustur.

Islah ¢alismalarinda temel amag, bitkilerin genetik yapilarinda gerceklestirilecek degisiklik ile
ortaya cikacak varyasyondan yararlanarak yapilacak seleksiyon yoluyla daha kaliteli, yliksek
verimli, hastalik ve zararlilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi yiiksek olan yeni ¢esitlerin
miimkiin oldugunca kisa siirede elde edilmesidir (Bilgin ve Korkut, 2005). Bitki 1slahinda
melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun etkinligi arttirilmaya ¢alisiimaktadir.

Bunlar ¢ok uzun zaman alan, zahmetli ve yiiksek maliyet isteyen iglemlerdir. Bitkilerin



genetik potansiyellerinin amaca uygun bi¢imde yonlendirilmesi agisindan son yillarda protein,
izoenzim ve DNA belirtegleri gibi molekiiler belirteclerin gerek arastirma gerekse
uygulamada kullanimi biiyiik 6nem kazanmakta ve bitki 1slahinda bunlardan yararlanma
olanaklar1 arastirilmaktadir (Halward vd., 1992). Molekiiler belirteglerden genel olarak
kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slahinda, molekiiler gen haritalama ¢aligsmalarinda, ¢esit
tanimlamas1 ve korunmasinda, genotipler arasi genetik uzakligin belirlenmesinde
yararlanilmaktadir. Bununla birlikte, Diinya’da ve {ilkemizde yapilan 1slah calismalariyla
gelistirilen c¢esitlerin iireticiye aktarilmasinda ve {ireticinin ¢esit se¢iminde zorluklar
yasanmaktadir. Cesit tescil ve sertifikasyonunda, stabil yiiksek verimli ve kaliteli ¢esitlerin
belirlenmesinde tarla denemeleri ve laboratuar testleri yaninda molekiiler belirtecler 6zellikle

DNA belirteglerinin kullanilmasi ile bu sorunlar1 agmak olasidir (Bilgin ve Korkut, 2005).

Bitkisel gen kaynaklarinin kullaniminda yeni teknolojiden yararlanma olanaklar1 asagidaki
sekilde 6zetlenebilir:
¢ Bitki 1slah programlarinin degisen ¢evre kosullarina (biyotik ve abiyotik) uygun olarak
gelecekteki isteklerini karsilamak i¢in molekiiler belirte¢ tekniklerinden yararlanilarak
genetik ¢esitliligin belirlenmesi,
0 Melezlemeye gereksinim kalmadan vektor araciligr ile ya da dogrudan gen aktarma
teknikleriyle yabani tlirlerden gen aktarima,
¢ Bitki 1slah programlarinin kisaltilmasi,
¢ Yabanci gen tasiyan melezlerde hizli ve giivenilir seleksiyon,
¢ Tirlerin genotipik ve agronomik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in genetik haritalarin
yapilmasi,
¢ Yabani kokenli DNA parcalarinin yapilarinin belirlenerek sadece istenilen kisimlarin
kiiltiir tiirlerine aktarilmasiyla baglhiligin “linkage” kirilmasi ve istenmeyen gen
gecislerinin 6nlenmesi,
¢ Antisens RNA teknigi ile 6zellikle baz1 poliploid tiirler arasinda dogal izolasyonun

kaldirilmasidir.
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Bitki 1slahinda yeni teknolojilerden yararlanilarak bitkisel gen kaynaklarinin kullanimina

iliskin 6zet bilgi Sekil 1.4’de verilmistir.

Islah Edilecek Bitki
ve
Bitkisel Gen Kavnag

v \4

Uyvgun Organize Olmamis
Meristemler Kallus, Hiicre ve
QO Cogaltma Protoplastlar
O Depolama d Somatik variyasyon
(Hastaliksiz) — d  Somatik Melezler
Siirgiinucu 3 Haploidler
ve
Kikucu 3
el Kililtiir1er *
Bitkisel Gen
Kaynakh
Yabanc DNA
A 4 3 Belirleme
Embriyo Kiiltiirii O Izolasyon
Kisir Melezlerin Bitki Rejenerasyonu O Aktarma
Uretimi
' v
Yabanci DNA’L
Hiicreler
O Integrasyon
Cesit Adaw g %{opy_alama
erciime

Sekil 1.4 Bitki 1slahinda yeni teknolojilerden yararlanilarak bitkisel gen
kaynaklarinm kullanimi (Ozgen ve Akar, 1994)

1.4. Islah Cahsmalarinda Belirte¢ Yardimiyla Seleksiyon:

Seleksiyonda kullanilacak belirteg tipleri morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak {i¢
sinifta toplanabilir. Morfolojik belirteclerin genel yapisina bakilacak olursa bunlar az
sayidadir ve diger lokuslardan etkilenebilmektedirler. Cogunlukla dominant &zelliktedirler,
yani sadece dominant fenotipi (AA ve Aa) resesif fenotipten (aa) ayrabilirler. Bir avantaj
olarak bu belirte¢ tipleri haritalama populasyonunda yapilacak bir gozlem ile kolayca
belirlenirler. Ornegin; genetik haritalamada kullanilan bazi morfolojik belirtegler arasinda,
arpada govde mumlulugu, kil¢igin kaba veya diiz olmasi, "rachila” tiiyliiliigii gibi sayilabilir

(Kleinhofs vd., 1993; Yildirim ve Kandemir 2001).
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Biyokimyasal belirtecler depo proteinleri ve enzim proteinleri olarak iki ana gruba ayrilirlar.
Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin, depo protein
belirtecleri amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Depo proteinlerinin en Onemli
avantajlar1 analizlerinin ¢abuk, giivenilir ve tekrarlanabilir olmasidir. En biiyiik dezavantajlar
ise sayica ¢ok az olmalaridir. Enzim belirtecleri kendi iginde alloenzimler ve izoenzimler
olarak iki ana grup altinda incelenebilir. Enzim belirte¢lerinin temel avantajlar1 analizlerinin
cabuk, ucuz ve giivenilir olmasidir. Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmezler. En biiyiik
dezavantajlar1 sayilarinin ¢ok az olmasidir. Ayrica 6zel dokularda ve belli bir gelisme

doneminde gozlenebilir olmalar1 da bir dezavantajdir.

1.5. Molekiiler Belirtegler:

Niikleik asit temeline dayali genetik belirteglerin genom analizlerinde kullanimi 1slahcilar igin
ihtiyag duyulan bir alandir. Bu belirtecler kullanilarak genetik varyasyon arastirilabilir.
Ornegin birbirine ¢ok yakin olan Kkiiltiir ¢esitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tiirlerin
taksonomik tanimlamasi yapilip, filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe vd., 1996). DNA
melezleme belirtegleri (hibridizasyona dayali) ve polimeraz zincir reaksiyonu kullanimina
dayali DNA cogaltim belirtegleri olmak iizere iki grup altinda incelenirler. Avantajlar1 ¢cok
fazla sayida olmalari, ¢evreden etkilenmemeleri, bitki gelisiminin herhangi bir evresinde
gbzlenebilmeleri, lokuslar arasi interaksiyon olusturmamalari olarak sayilabilir. Bugiine kadar
bir ¢cok caligmada bugdaya ait spesifik genlere 6zel molekiiler belirtecler belirlenmis ve
calisilmigtir. Bu konuda yapilan aragtirmalar belirtegler yardimiyla seleksiyon ¢alismalarina
hiz kazandirmistir (Devos vd., 1995; Schachermayr vd., 1997; Buerstmayer vd., 2002; Ellis
vd., 2002). Molekiiler belirte¢ calismalari aym1 zamanda dayanikli kiiltir gelisim
calismalarinda olduk¢a kullanishh olup, gen piramitlerinin olusturulmasinda 6zellikle

yararlanilmaktadir (Castro vd., 2003).

DNA profillerinin ¢ikarilmasi ve spesifik DNA parmakizlerinin elde edilmesi; bitkisel
materyalin temini, bitkisel materyalden DNA izolasyonu, genetik materyalin ¢ogaltilmasi
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu), bireyler arasindaki polimorfizimin farkli molekiiler belirteg
teknikleri ile belirlenmesi (RAPD, RFLP, SSR, AFLP, SCAR, SSCP) ve DNA bant

profillerinin spesifik bir programda analiz edilmesi seklinde siralanabilir.

Agronomik oOzelliklerin fenotipik seleksiyonu, islah calismalarinda zaman alan bir
yontemdir. Morfolojik belirtecler yardimiyla seleksiyon gibi geleneksel yontemlerde;

belirteclerin azlig, pleiotropik ve epistatik etkilerin bulunmasi ve ¢evre kosullarinin degisken
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olmast gibi sorunlarla karst karsiya kalinmaktadir. Molekiiler belirtecler yardimiyla
seleksiyon ise, bu tiir sorunlardan kacinmak ya da ¢dzmek icin bir potansiyeldir. Iki
ebeveynin melezlemesinden olusturulan bitki populasyonlarindan yararlanilarak yiiriitiilen
caligsmalarda, istenilen genlerle iligkili belirtecler tespit edilerek bunlari 1slah ¢aligmalarinda
erken seleksiyon kriteri olarak kullanmak veya bu belirteclerden haraketle ilgili genlerin
klonlanmasin1  saglamak amaglanmaktadir (Melchinger, 1990). Molekiiler belirteg
teknolojilerinin bitki 1slaht ve gen kaynaklarinin korunmasi konusunda calisanlara pek ¢ok
tiirde yeni ufuklar agtig1 bildirilmektedir (Boskovi¢ ve Tobutt, 1996). Bununla beraber bu
teknolojilerin maliyetli olmasi tiim diinyada baz tiirler i¢in ortak projeler yapilarak istenilen

hedeflere ulasilmasini kolaylagtirmistir (Beaver ve Lezzoni 1993).

1.5.1. DNA Melezleme Belirtecleri (Hibridizasyona Dayali):

Kesilmis parcalarin uzunluk polimorfizmi denilen ve g¢esitli sekillerde kesici enzimler
(restriksiyon enzimleri) ile kesilerek etiketlenmis DNA pargalarinin (prob) arastirilan DNA
ornegindeki benzer veya ayn dizilisdeki DNA hibridizasyonuna dayali bir sistemdir. RFLP
“Restriction Fragment Length Polymoprhism” kesilmis pargalarin uzunluk polimorfizmi)
teknigi kesim enzimlerinin tanidig1r bolgedeki tek niikleik asit baz degisikligini dahi tanr.
Tanima yerlerinin baz dizilis degisikligi farkli genotipler arasindaki polimorfizmin sebebi
olabilir. Ancak bu polimorfizm daha yaygin olarak kesici enzimlerin tanidigr iki kesim
bolgesi arasinda parca eklenmesi (insersiyon) veya c¢ikarilmasindan (delesyon)
kaynaklanmaktadir. RFLP belirtecleri kodominant belirteclerdir. Herbir lokusta ¢ok sayida
allel vardir. Sayilart morfolojik ve enzim belirteglerinden ¢oktur (genellikle <100) (Bark ve
Havey, 1995). Bu belirteglere dayali haritalarda yaygin olarak biiyiik bosluklar goriilebilir
(Walton 1993). Ancak buna ragmen sik¢a kullanilmaktadir.

1.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullammmina Dayali DNA Cogaltim Belirtecleri:

PCR metodu adli tiptan ekolojiye ve DNA diagnostik ¢alismalarindan temel arastirmalara
kadar her alanda uygulanma alani bulmustur. PCR tekniginin hizli bir sekilde kabul
gérmesinin sebebi onun basitligi, kolayligi ve hizindan dolayidir (Kumar 1989). PCR'in
calisma prensibi ardarda tekrarlanan ii¢ basamaktan olusur; c¢ogaltilacak DNA’nin yiiksek
sicakliklarda denatiirasyonu ve bu islem sonucunda tek sarmalli poliniikleotid zincirinin

olusturulmasi, kullanilan primerlerin olusturulan bu tek zincirli DNA molekiiliinde hedef
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bolgelere baglanmasi, DNA polimeraz enzimi kullanilarak primerlerin DNA zincirini

tamamlayacak sekilde uzatilarak tekrar ¢ift zincirli DNA olusturulmasidir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu, (Griffits vd. 1996 )
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1.5.3. STS “Sequence Tagged Site” (Dizisi Etiketlenmis Alanlar):

STS teknigi, RFLP giivenilirligini ve PCR kolayligini biraraya getiren bir tekniktir. Niikleotid
dizilisi bilinen az kopyali RFLP problarindan yeterli uzunlukta (16-24 niikleotid) baslatici
DNA’lar gelistirilmektedir. Baslatict DNA’lar ile genomik DNA {izerinde ¢ok spesifik
sartlarda DNA {iretimi yapilmasi ile RFLP probunun temsil ettigi lokus cogaltilmaktadir.
Farkli genotiplerden iiretilen DNA’larin 4 niikleotid tasiyan bir seri kesim enzimi ile
kesilmesi sonucu Tlretilen pargalarin icindeki tek niikleotid degisikligi  bile
tanimlanabilmektedir. Avantajlari; cogunlukla kodominant ozellikte belirte¢ {iretmekte
olmalari, kullanimi RFLP’ye goére ¢ok daha kolay, ucuz ve hizli olmasi, RAPD gibi az
miktarda DNA’nin yeterliligi ve baslatict DNA’larin iyi secilmesi sart1 ile farkli haritalar
arasinda transferinin miimkiinliigiidiir. Dezavantajlar ise; ilgili RFLP probunun niikleik asit
dizilisinin bilinmesini ve buna gore bir ¢ift baslatict DNA gelistirilmesini gerektirmesi ve

polimorfizm oraninin orta diizeyde olmasidir.
1.5.4. SSR “Simple Sequence Repeat” (Basit Dizi Tekrarlari, Mikrosatellitler):

Okaryotik genomlarda bulunan ardisik tekrarlanan 2-6 niikleotitli gruplara mikrosatellit denir.

(AT), (GT) , (ATT) ve (GACA) gibi. Burada “n” ardisik tekrar sayisidir. SSR primerlerinin

tiretiminde genel olarak 3 farkli yaklasim tercih edilmektedir. Bunlar; 1.Genomik DNA
kiitliphanelerinin SSR oligoniikleotidlerinin hibridizasyonu yolu ile gdzlemlenmesi, 2. DNA
veri bankalarinda SSR’larin aragtirilmasi, 3.Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR’da
spesifik primerlerin kullanimidir. SSR ilk olarak insanlarda tanimlanmis (Litt ve Luty 1989,
Weber ve May 1989) ve ayni bulgular hizli bir sekilde memelilerden farelerde yapilan
calismalarda gozlenmis (Love vd., 1990) daha sonrada domuzlarda (Johansson vd., 1992) ve
sigirlarda (Kemp vd., 1993) yapilan ¢aligmalarla devam etmistir. Bu potansiyel ile bitkilerde
birgok tiir i¢in olduk¢a Onemli olan bu belirte¢lerin basarili olarak izole edilmesi ve
uygulanmas1 baslamistir. Bitkilerde ilk ¢alismalar tarla bitkileri ile olmus; soya (Akkaya vd.,
1992, Morgante ve Olivieri 1993), piring (Wu ve Tanksley 1993, Zhao ve Kochert 1993), arpa
(Saghai Maroof vd., 1994) ve bugday (Roder vd., 1995) gibi bitkiler ile SSR'larin
karakterizasyonu bahge bitkileri tiirlerinde iiziim (Thomas ve Scott 1993) ile mese (Dow vd.,
1995), okaliiptiis (Byrne vd., 1996), Swietenia humilis (White ve Powell 1997) gibi orman
agaclarinda gergeklestirilmistir. SSR belirte¢lerinin lokus spesifik, kodominant, tekrarlanabilir

ozellikte ve olduk¢a polimorfik olmalari en 6nemli avantajlaridir. Dezavantajlari ise; yeni
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belirteg gelistirilmesi i¢in genomik DNA klonlarinin tekrarlanan oligoniikleotid iceren

problarla hibridizasyon yolu ile bulunmasi ve niikleotid dizilerinin belirlenmesidir (Sekil 1.7).

RAPD ve SSR tekniklerinin goriiniimlerinin karsilagtirilmas: Sekil 1.8’de, tahillarda en ¢ok

kullanilan belirteg sistemlerinin karsilagtirilmasi ise Cizelge 1.4’de verilmistir.

MIKROSATELLIT
- SEKANSI

SSR

PRIMERF
»

ACACACACACAG
TGTGTGTGTGTG———

A BITKisi

ACACACAC
TGTGTGTG

B BITKIST

PRIMER K

M A B AXB

Sekil 1.6 Mikrosatellit PCR agamalari ( Jones vd., 1997 olarak yaz)

SSR

e I —

Sekil 1.7 SSR tekniginin goriiniimii (Kumar LS, 1999)

Cizelgel.4 Tahillarda en ¢ok kullanilan belirte¢ sistemlerinin karsilastirilmasi (Korzun, 2003)

Ozellik RFLP RAPD AFLP SSR
Gerekli olan DNA miktar1 (ug) 10 0.02 0.5-1.0 0.05
DNA Kkalitesi Yiiksek Yiiksek Orta Orta
Analiz edilen polimorfik lokus 1.0-3.0 1.5-50 20-100 1.0-3.0
sayisi
Kullanim kolayhgi Zor Kolay Kolay Kolay
Tekrarlanabilirligi Yiiksek Glg;eg?ihr Yiiksek Yiiksek
Analiz basina tutar Yiiksek Diisiik Orta Diisiik
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1.6. Yr5 Geni:

Bitkinin fide doneminde sar1 pas hastaligina dayaniklilik saglayan genlerden biri olan Yr5
geni bugday B genomu 2. kromozomunun uzun kolunda (2BL) bulunmaktadir ve ilk olarak
Macer tarafindan Triticum spelta album tiiriinde tanimlanmistir (Macer,1966). Yr5 geni genis
caplt bir sekilde 6zellikle Cin, Hindistan, Avustralya ve Ortadogu’da 1slah caligmalarinda
kullanilmaktadir (Beaver ve Powelson, 1969; Stubbs 1985; Johnson 1988) Sitolojik olarak
Yr5 geni, bugdayin 2B kromozomunun uzun kolunda (2BL) lokalize olmustur ve sentromere
21 cM uzaklikta oldugu bilinmektedir.(Law CN,1975) daha sonra yapilan ¢aligmalarda Yr5
geninin sentromere olan uzakligr 15 c¢cM olarak ifade edilmistir (http://rye.pw.usda.gov/cgi-
bin/cmap/feature?feature aid=4634). Konuyla ilgili yapilan DNA bazli molekiiler belirteg
caligmalari, 1slah caligmalarinda belirte¢ yardimiyla seleksiyon ve gen piramidi olusturmada
hiz saglamaktadir. Yapilan c¢aligmalarda tamamen Yr5 geni ile iligkili olarak (RGAP)
belirteclari tespit etmislerdir (Yan vd., 2003). Bu belirteglerin polimeraz zincir reaksiyonu ile
¢ogaltim1 sonucu Yr5 genine ait bir ¢ok polimorfik bant elde edilebilmektedir (Yu vd., 1996).
Ancak 6zellikle 1slah ¢alismalarinda bu tip belirteglerden polimorfik bant ayirim eldesi zordur
ve bazi durumlarda bir¢ok varyeteye dogru gidildiginde polimorfik bantlar goriilmeyebilir
(http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Yr5/index.htm).

Yr5 sar1 pas dayaniklilik geni i¢in daha gelismis belirtecler elde edebilmek i¢in iki RGAP
belirteci olan xwgpl17 ve xwgpl9 temeline dayali STS (dizini etiketlenmis alanlar) primerleri
dizayn edilmistir (Chen vd., 2003). Yr5 geni i¢in bir ¢ok sayida RGAP belirteci tanimlamistir
ve bu belirtecler yiiksek ¢ozilintirliiklii haritada lokuslart belirtilmistir (Yan vd., 2003) (Sekil
1.9). Yr5 geninin aydinlatilmasi i¢in, RGAP belirteglerinin tekrar ve direkt olarak
kullanilabilir olmasina karsin, primerlerin birden fazla DNA fragmentlerini ¢ogaltabilmesi
sebebiyle cok dikatli bir sekilde skorlarinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte
daha saglam ve kolay olarak Yr5 genini tespit edebilecek belirteglere ihtiya¢ vardir. Yr5

geninin kromozom lizerinde ¢esitli belirteclere olan uzakliklar: Sekil 1.9°da verilmistir.


http://rye.pw.usda.gov/cgi-bin/cmap/feature?feature_aid=4634
http://rye.pw.usda.gov/cgi-bin/cmap/feature?feature_aid=4634
http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Yr5/index.htm
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Xwgp-28
Xwgp-32
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Sekil 1.9 Yr5 geni ile iligkili RGAP belirte¢lerinin konumlar1 (Yan vd., 2003)

2. MATERYALLER

2.1. Bitki Materyali

Bu calismada, Yr5 sari pas (Puccinia striiformis f. sp. tritici) dayaniklilik geninin
arastirilmasi icin 8 adet kislik ekmeklik bugday (7riticum aestivum L.) gesidi kullanildi. Yerel
bir cesit olan PI178383 ve Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen
Altay2000, Aytin98, ES14, izgi01, Harmankaya99, Sénmez2001 ¢esidi ile 1 adet yakin
izogenik hat bitkisi Yr5/6*AVS (NIL2) materyal olarak secildi. Yr5 sar1 pas (Puccinia
striformis f. sp. tritici) dayaniklilik geni ile iligkili olarak polimorfizm gdsteren molekiiler

belirtegler bulmak amaciyla ile belirtilen c¢esitler arasindaki caprazlamalar dikkate alindi

(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Calismada kullanilan ebeveyn ve kombinasyonlar

Ebevevnler Dayanikli (P1178383, Altay2000, Izgi01, S6nmez2001)
y Hassas (Aytin98, ES14, Harmankaya99)
. Altay2000 x oo So6nmez2001 x P1178383 x
Kombinasyonlar Harmankaya99 Izgi01 x ES14 Aytin98 Harmankaya99

2.2 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler:

Laboratuvar Karistiricisi: Vortex Genie 2 Scientific Ind.

Karistiricr Isitict Blok: BIOER Mixing Blok MB102

PCR Cihazi: Gene Amp PCR SYSTEM 9700 AB.

Santrifiij Cihazlar1 : Backman Coulter Microfuge 22R ve Allegra® X-22
Agaroz Jel Elektroforez Sistemi: Bio-Rad Widemini S.B Cell

Page Elektroforez Sistemi: Bio-Rad Sequi-Gen GT Sequencing Cell
Agaroz Jel UV Goriintiileme Sistemi: Vilber Lourmat

Otomatik Pipet : Eppendorf 10ul-20ul-100u1-200u1-1000u1-5000pul

3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Genomik DNA izolasyonu:

Song ve Henry (1995) tarafindan degistirilen, Weining ve Langridge (1991) miniprep DNA
izolasyon yontemi ile genomik DNA izolasyonu gergeklestirildi. 8 ayri genotipe ait yaprak
ornekleri siv1 azotta (-196°C) dondurularak, -80°C’de saklamaya alindi. DNA izolasyonu i¢in
her bir yaprak Orneginden 0.18 g tartilarak, steril, soguk havanda sivi azot igerisinde toz
haline getirildi. Buzda tutularak sogutulmus 2 ml’lik steril tiiplere alinan homojenatin iizerine
600 pl Ezme Tamponu (Cizelge 3.1) eklenerek parcalamaya devam edildi. Uzerine 600 pl
soguk fenol eklenen tiipler, birkac kere tersyiiz edilerek buzda 20 dakika bekletildi. 13000
devir/dakika’da 1 dakika santrifiij edildikten sonra tiipte olusan iist siv1 dikkatlice ¢cokeltiden
ayrildi. Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak iizerine 600 ul kloroform eklenip iyice karistirildi.
13000 devir/dakika’da 1 dakika siiren santrifiij isleminden sonra olusan iist siv1 yeni bir tiipe
aktarildi. Uzerine 3 M 50 pl soguk sodyum asetat (Cizelge 3.1) ve 1 ml soguk saf etanol
(EtOH)  eklenen st sivi  bir ka¢c kere yavasca  karistirildiktan  sonra
—70°C’de 30 dakika bekletildi. 13000 devir/dakika’da 1 dakika siiren santrifiij isleminden
sonra olusan st sivi atilarak dipte kalan ¢okelti 1 ml %75°lik soguk saf etanol ile 2 defa
yikandi. Yikama isleminden sonra iist sivisi atilan tiipler temiz bir filtre kagidinin iizerine ters
cevrilerek kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pl steril soguk suda ¢ozdiiriildi. 2 pl 2U
RNaz (RNase ONE Ribonuclease M4261 Promega) eklenen tiipler, 37°C’de 1 saat inkiibe

edildi. Izole edilen DNA’nin miktarinin belirlenmesi ve PCR’da kullanilacak sulandirim
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oranlarinin hesaplanmasi i¢in spektrofotometrede (Biorad Smartspec 3000) 6l¢tim yapildi

(Cizelge 3.2)

Cizelge 3.1 Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltinin Ismi icerigi Konsantrasyonu
Ezme Tamponu Sarkosyl %2
Tris-HCL pH 8.0 0.1 M
EDTA pH 8.0 10 mM
Sodyum Asetat NaOAc pH 4.8 (Glasiyel asetik asit ile) 3IM

Cizelge 3.2 Genomik DNA’larin miktarlar1 ve sulandirim oranlari

Genotip 0OD260 *Dl\ilzlsgl/\l/:llll;tarl Sulzzrli(;ll‘lllllr/ls(o))ranl
PI178383 0,155 1555 31,1
ALTAY2000 0,091 910 18,2
1zGio1 0,197 1970 394
SONMEZ2001 0,011 110 2,2
AYTIN98 0,252 2520 50,4
ES14 0,192 1920 38,4
HARMANKAYA99 0,029 290 5,8
NIL2 0,203 2030 40,6

*DNA miktar: (ng/ pl) = OD560 x 50 x sulandirim oram (200)

3.2. Dayamkh ve Hassas Kishk Ekmeklik Bugday Cesitlerinde Yr5 Geni ile iliskili

Molekiiler Belirteclerin Arastirilmasi

Y15 sart pas (Puccinia striformis f. sp. tritici) dayaniklilik geni ile genetik olarak baglanti
gosteren molekiiler belirteglerin arastirilmasi amaciyla kishik ekmeklik bugday cesitleri Yan
vd., (2003) tarafindan gelistirilen genetik haritada bulunan 12 adet Resistant Gen Analog
Polimorfizm Belirtegleri (RGAP) (Cizelge 3.3), Xwgp-17 ve Xwgp-19 resistant gen analog
polimorfizm belirtegleri temel alinarak dizayn edilen 18 adet dizisi etiketlenmis alanlar (STS)
(Cizelge 3.4) belirtegleri ile kromozom 2BL’de yer alan 16 adet basit dizi tekrar (SSR,
Mikrosatellitler) belirtecleri (Roder vd., 1998) (Cizelge 3.5) ile taranmustir.
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Cizelge 3.3 Resistant gen analog polimorfizm belirtecleri ve bunlara ait primer dizileri

RGAP BELIRTECLERI PRIMER CIiFTIi (5°-3’) PRIMER DiZzZiSi
Xwep-17 S2/AS3 5°GGIGGIGTIGGIAAIACIAC3’
5’ IAGIGCIAGIGGIAGICC3’
Xwep-19 RLRR Rev/LM638 5’ ACACTGGTCCATGAGGTT?3’
5°GGIGGIGTIGGIAAIACIAC3’
Xwgp-21 Pto kin1IN/Pto kin2IN S’AAGTGGAACAAGGTTACG3
5"GATGCACCACCAGGGGG3’
Xwep-22 Cre3LR-R/Pto kin2 5’CAGGAGCCAAAAATACGTAAG3’
5’ AGGGGGACCACCACGTAG3’
Xwgp-24 XalLR-F/Pto kin4 5’CTCACTCTCCTGAGAAAATTAC3?’
5’ AGTGTCTTGTAGGGTATC3’
Xwgp-25 XLRR Rev/Pto kinl 5’CCCATAGACCGGACTGTT?’
5"GCATTGGAACAAGGTGAA3’
Xwap-26 Pio kin2/AS3-INV 5’ AGGGGGACCACCACGTAG3’
5°CCIGAIGGIGAICGIG3’
Xwegp-27 CLRR-INV2/Pto kinl S'TCTTCAGCTATCTGCY’
5"GCATTGGAACAAGGTGAA3’
Xwgp-28 RLRR Rev/Pto kind 5’ACACTGGTCCATGAGGTT3’
5’ AGTGTCTTGTAGGGTATC3’
Xwgp-29 RLK-Rev/XalNBS-F 5’TCYGGYGCRATRTANCCNGGITGICC3’
5°GGCAATGGAGGGATAGG3’
Xwep-31 Pto kin2/RLK-For 5’ AGGGGGACCACCACGTAG3’
5’GAYGTNAARCCIGARAA3’
Xwegp-32 Pto kin2/NLRR-INV1 5’ AGGGGGACCACCACGTAG3’

S’TTGTCAGGCCAGATACCC3’

Cizelge 3.4 Xwgp-17 ve Xwgp-18 resistant gen analog polimorfizm belirteglerine dayali
dizayn edilen dizisi etiketlenmis alanlar (STS) belirtecleri

STS BELIRTECLERI | PRIMER CiFTI (5°-3) PRIMER DiZisi
YR5STS 5/6 5’ GGAAGACGACACTCGCTAGAAAAG3’
5’GGAGGCCAGCACACTTCCTTGC3’
YR5STS 78 5"GTACAATTCACCTAGAGT3’
5S’GCAAGTTTTCTCCCTATT3’
YR5STS 9/10 5’AAAGAATACTTTAATGAA3’
5S’CAAACTTATCAGGATTAC3’
YR5STS 11/13 5’GTGTACAATTCACCTAGAGTTAAAGS’
5S’CATCACAAACATAAGTTGGCATS
YR5STS 53 5"GGAAGACGACACTCGCTAGAAAAG3’
S’GCAAGTTTTCTCCCTATT3’
YR5STS 5/12 5’GGAAGACGACACTCGCTAGAAAAGY’
5S’CATCACAAACATAAGTCGGCATY’
YR5STS 5/13 5’GGAAGACGACACTCGCTAGAAAAGY’
S’CATCACAAACATAAGTTGGCATS’
YR5STS 5/16 5’GGAAGACGACACTCGCTAGAAAAGY’
5’GAGCTTTAGATCACAAACATAAGT3’
YR5STS 712 5’GTACAATTCACCTAGAGT3’
5’CATCACAAACATAAGTCGGCAT3’
YR5STS 713 5’GTACAATTCACCTAGAGT3’
5’CATCACAAACATAAGTTGGCAT3’
YR5STS 716 5’GTACAATTCACCTAGAGT3’
5’GAGCTTTAGATCACAAACATAAGT3’
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YRSSTS

9/12

5S’AAAGAATACTTTAATGAA3’
5’CATCACAAACATAAGTCGGCAT3’

YRSSTS

9/13

5S’AAAGAATACTTTAATGAA3’
5S’CATCACAAACATAAGTTGGCAT3’

YRSSTS

9/16

5S’AAAGAATACTTTAATGAA3’
5’GAGCTTTAGATCACAAACATAAGT3’

YRS5STS

11/8

5’GTGTACAATTCACCTAGAGTTAAAG3’
5’GCAAGTTTTCTCCCTATT3’

YRS5STS

11/12

5’GTGTACAATTCACCTAGAGTTAAAG3’
5’CATCACAAACATAAGTCGGCATS

YRSSTS

11/14

5’GTGTACAATTCACCTAGAGTTAAAG3’
5S’ATCACAAACATAAGT3’

Cizelge 3.5 Basit dizi-tekrar belirtecleri (SSR veya Microsatellitler)

MIiKROSATELLIT PRIMER CIiFTi PRIMER DiZzZiSi
BELIRTECLERI
Xewml6 16F 16R 5' GCTTGGACTAGCTAGAGTATCATAC 3'
5' CAATCTTCAATTCTGTCGCACGG 3'
Xgwm47 47F 47R 5'TTGCTACCATGCATGACCAT 3'
5'TTCACCTCGATTGAGGTCCT 3'
Xgwm191 191F 191R 5" AGACTGTTGTTTGCGGGC 3'
5' TAGCACGACAGTTGTATGCATG 3'
380F 38R 5' GTCAGATAACGCCGTCCAAT 3
Xgwm382 5' CTACGTGCACCACCATTTTG 3'
Xgwm388 388F 388R 5' CTACAATTCGAAGGAGAGGGG 3'
5' CACCGCGTCAACTACTTAAGC 3'
Xgwms01 501F 501R 5' GGCTATCTCTGGCGCTAAAA 3'
5'TCCACAAACAAGTAGCGCC 3'
Xgwms26 526F 526R 5' CAATAGTTCTGTGAGAGCTGCG 3'
5'CCAACCCAAATACACATTCTCA 3'
Xgwm120 120F 120R 5' GATCCACCTTCCTCTCTCTC 3'
5' GATTATACTGGTGCCGAAAC 3'
Xwme51 51F 51R STTATCTTGGTGTCTCATGTCAG?3'
S'TCGCAAGATCATCAGAACAGTA3Z'
Xwmel75 175F 175R 5'GCTCAGTCAAACCGCTACTTCT3'
5'CACTACTCCAATCTATCGCCGT 3'
Xwme332 332F 332R 5" CATTTACAAAGCGCATGAAGCC3!
5' GAAAACTTTGGGAACAAGAGCA 3'
Xwmed41 441F 441R 5' TCCAGTAGAGCACCTTTCATT 3'
5" ATCACGAAGATAAACAAACGG3'
Xwmcd9s 498F 498R 5' CGATGAAGAGAGCCATCAAAA 3'
5' TGACATTCCGGTAGGTCAGTT3'
Xwme500 500F 500R 5" ATAGCATGTTGGAACAGAGCAC 3'
5' CTTAGATGCAACTCTATGCGGT 3'
Xwme627 627F 627R 5' GATCCGAGAAGGGCAATGGTAG 3'
5" AGCAACAGCAGCGTACCATAAA 3'
Xwmel49 149F 149R 5' ACAGACTTGGTTGGTGCCGAGC3'

5' ATGGGCGGGGGTGTAGAGTTTG3'
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Yr5 sar1t pas (Puccinia striformis f. sp. tritici) dayaniklilik geni ile iligkili olarak
kombinasyonlar1 olusturan ebeveyn cesitler arasinda polimorfizm gosteren molekiiler
belirtecler bulmak amaciyla ile PCR’a dayali molekiiler belirte¢ analizlerine baslandi. PCR
uygulamasinda 0,5 ml’lik tiipler kullanild1 ve ¢ogaltim “Eppendorf Mastercycler Gradient”
cihazinda 25 pl hacimde gergeklestirildi. Uygulamada 12 adet genotip i¢in her bir tiipte son
konsantrasyon 1X Taq Buffer (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 1% Triton X-100)
1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP , 2 uM ileri primer, 2 uM geri primer ve 1U Taq polimeraz
(Katalog No: M186A Promega) olacak sekilde karisim hazirlandi.

3.3 Dayamkh ve Hassas Kishk Ekmeklik Bugday Cesitlerinde Yr5 Geni ile iliskili
RGAP ve STS Belirteclerinin Arastirilmasi

Y15 sar1 pas (Puccinia striformis f. sp. tritici) dayaniklilik geninin 12 adet resistant gen analog
polimorfizm belirtegleri (RGAP) ve 18 adet dizisi etiketlenmis alanlar (STS) belirteglerinin
PCR ile taranmasinda tiipler; baslangi¢c denatiirasyonu i¢in 94°C’de 3 dakika bekletildi.
Genomik DNA’nin denatiirasyonunun saglanmasi igin 94°C’de 1 dakika, primerin DNA’ya
baglanabilmesi i¢in 55°C’de 45 saniye, enzim reaksiyonu i¢in 72°C’de 2 dakika bekletilip 45

dongili tamamlandiktan sonra, 72°C’de 7 dakika tutularak PCR tamamlandi.

3.4 Dayanikh ve Hassas Kishk Ekmeklik Bugday Cesitlerinin Kromozom 2BL’de Yer
Alan Mikrosatellit Belirtecler ile Arastirlimas

Yr5 sar1 pas (Puccinia striformis f. sp. tritici) dayamklilik geninin basit dizisi tekrarl
primerler ile taranmasinda primer ¢iftlerine 6zgii Tm sicaklik dereceleri dikkate alinarak
tipler; baslangi¢c denatiirasyonu igin 94°C’de 3 dakika bekletildi. Genomik DNA’nin
denatiirasyonunun saglanmasi igin 94°C’de 1 dakika, primerin DNA’ya baglanabilmesi igin
primer ciftine gore 50°C” veya 60°C’de 45 saniye, enzim reaksiyonu i¢in 72°C’de 2 dakika
bekletilip 45 dongii tamamlandiktan sonra ise 72°C’de 7 dakika tutularak PCR tamamlandi.

3.5 PCR Uriinlerinin incelenmesi
3.5.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde incelenmesi

Y15 Sari pas (Puccinia striiformis f. sp. tritici) dayaniklilik geninin PCR ile ¢ogaltimindan
elde elde edilen drnekler agaroz jel elektroforezinde incelendi. PCR iiriinlerinin analizi i¢in

%2’lik agaroz jel kullanildi, 2 gr agaroz (Sigma Katalog.no:A-7002) 100 ml 0.5X TBE
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(Cizelge 3.6) tamponunda ¢oziilerek mikrodalga firinda eritildi. Oda sicakligina gelen jele 5
ul etidyum bromiir ¢ozeltisi eklenip karistirildi ve yatay elektroforez kasetine dokiildii. Jelin
polimerize olmasi icin oda sicakliginda 30 dakika bekletilen elektroforez kaseti, 0.5X TBE
tamponu, igeren elektroforez tankina yerlestirildi. PCR friinleri 3 pl yilikleme tamponu
(Cizelge 3.6), ile kanstirilarak 20 pl hacimde jel kuyularina yiiklendi. PCR iiriinlerinin
boyutunu belirleyebilmek i¢cin 100 bp plus marker (GeneRuler 100bp Plus, Katalog
No:SM0323 Fermentas), DNA ladder mix (GeneRuler DNA ladder mix, Katalog No:
SMO0338 Fermentas) kullanildi. 70 Voltta yiiriitiilen PCR {iriinlerinin UV 1s1k altinda (Vilber
Lourmat) incelenen PCR iiriinlerinin, Sony UPP-110HG Type V High Glossy Printing Paper

film tizerinde fotografi ¢ekildi.

Cizelge 3.6 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltinin Ismi Icerigi Konsantrasyonu
TBE Tamponu (10 X) Trisma Base 890 mM
EDTA 20 mM
Borik Asit 890 mM
Yiikleme Tamponu (6 X) Bromofenol Mavisi %0,25 (W/v)
Sukroz % 40 (w/v)
Etidyum Bromiir Etidyum Bromiir 10 mg/ml

3.5.2 PCR Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (PAGE) Incelenmesi:

Y15 sar1 pas (Puccinia striiformis f. sp. tritici) dayaniklilik geni ile iliskili belirteglerin agaroz
jel elektroforezinde incelenmesi sonucu elde edilen polimorfik bantlar géz dniinde tutularak,
belirlenen yiiksek polimorfik bantlara sahip Ornekler poliakrilamid jel elektroforezinde
incelendi. Monomorfik bantlara sahip drnekler ise poliakrilamid jele yiiklenmeden elenirken,
sadece tek bant polimorfizmine sahip 6rnekler dogrudan agaroz jelden geri kazanilarak dizi
analizine alindi. Poliakrilamid jel elektroforezinde incelenecek olan PCR iiriinleri i¢in PAGE

Jel elektroforezi yapildi (Sekil 3.1 a, b, c, d, e).

PAGE Jel elektroforez islemi su asamalardan olusmaktadir:
1-Page Jel Hazirhig1

2-Ornek Hazirligt

3-Jelin Denatiirasyonu

4-Ornek Yiikleme

5-Yirtitme

6-Boyama



25

Poliakrilamid jelin dokiilecegi camlar temizlendi. Camlar yikanarak durulandi. Saf sudan
gecirilerek filtre kagidi yerlestirilmis bir yilizeye yatay durumda yerlestirildi. Sistemin her iki
plaka ylizeyi bidistile su ile silindi. Daha sonra her iki plaka yiizeyi saf etanol ile silindi. Bir
beher icerisinde 950 ml saf etanol, 50 ml asetik asit ve 3 ul baglanma soliisyonu (y-
methacryloxypropyl-trimethoxysilane) (Sigma Katalog no:A-2917) karistirildi. Bu karisim
pipetle noktalar halinde cam yiizeyin {lizerine damlatildi. Diizgiin yiizeyi olan kagit havlu ile
sollisyon hafifce tiim yilizeye dagitildi ve silindi. Sigmacote (Sigma Katalog no:088H4371)
noktalar halinde plastik yilizeye bagl cam kisma dokiildii ve ylizeye dikey hareketlerle yayildi,
kurumasi beklendi. Jel soliisyonu i¢in 40,56 gr iire, 10 ml bidistile su, 18 ml SXTBE, 11,5 ml
%40 akrilamid (19:1 akrilamid;bisakrilamid) (Sigma Katalog no:B-3005) bir beherde
manyetik karistirici ile hafifce isitilarak karistirildi. Coziinen karisimin oda 1sisina gelmesi
beklendi ve iizerine bidistile su ilave edilerek 90ml’ye tamamlandi. Sistem hazirligi igin
“spacer”’lar saf etanol ile silindi. Plastik ve cam kisimlar1 birlestirecek olan mandallar
temizlendi. Spacerlar plastik boliimdeki yerlerine yerlestirildi. Cam olan ylizey plastik yiizeyli
plakanin {izerine konularak baglanma soliisyonu ve sigmacote siiriilen yiizeyler birlestirildi.
Mandallar her iki ylizey boliimiiniin ortasinda tutularak takildi. Sistemin taban kismi takildi.
Siringa hortumu sisteme baglandi. 0,12 gr amonyum persiilfat 500 pl ultra saf su ile ¢oziilerek
ependorf tiipiine konuldu. Oda sicakligina gelen ve hacmi 90mL’ye tamamlanan jel karigimi
30’ar saniye ikiser kez vakumlandi. 90 pul APS (amonyum per siilfat) (Sigma Katalog no: A-
9164) daha sonra ise 90 ul TEMED (N, N, N', N' Tetra metil etilen diamin, Sigma) jel
soliisyonuna eklendi ve hava kabarcigr olusmasini engellemek amaciyla yavasca dokme
islemine geg¢ildi. Karisim siringa i¢ine konuldu ve siringa yavasga yiikseltildi. Jel cam kismin
iist ylizeyine geldiginde siringanin mandali takildi. Tarak iki camin arasina fazla ileri
gitmeden diiz kismu jel tarafina gelecek sekilde yerlestirildi. Jelin donmasi i¢in 30 dakika
beklenildi. Ertesi giin 2 L 1XTBE hazirlandi. 350 ml jelin yiiriitiilecegi tankin alt kismina
dokiildii. iki cam yiizey arasindaki bosluga kalan 1XTBE yukaridan eklendi. Jel tarag
cikarilarak dislerinin oldugu taraf jele girecek sekilde tekrar takildi. Jel denatiirasyonu igin

ornek yiiklenmeden 6nce 70 watt akimda 30 dakika yiiriitiildi.

1,5 pl page yiikleme tamponu (9,8 ml formamid, 200 pl 500 mM EDTA, 2,5 mg bromo fenol
blue, 2,5 mg xylenecyanol) 5 pl PCR iiriinii ile karistirildi. 95 °C’de 5 dakika denatiire edildi.
Ornekler ve marker (ladder) buza alinarak 6,5 pl jel kuyucuklarma yiiklendi. Sistemin iist
kapag1 kapatildi. -:-,+:+ kutba gelecek sekilde elektrotlar yerlestirildi. 70 watt akimda
yaklagik 4 saat yiiriitiildii.
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Gilimiis Boyama: Boyama asamasi i¢in 3 tip soliisyon kullanildi. Sistem plakalar1 dikkatli bir
sekilde birbirinden ayrildiktan sonra iizerinde jel olan cam plaka 2L sabitleme soliisyonun
(Cizelge 3.7) icerisine konuldu ve daha sonra jel ortasindaki mavi renk kaybolana kadar
calkalandi. 3 defa ultra saf su ile 2’ser dakika yikandi. 30 dakika boyama soliisyonunda
(Cizelge 3.7) bekletildi. Sogutulmus olan goriintiileme soliisyonunun (Cizelge 3.7) 1 L’si
baska bir karistirma kabina konuldu. Boyama siiresi sonunda bagka bir kap icinde 5 saniye
ultra saf suda bekletildi. Jel son olarak 1L’lik goriintiileme soliisyonuna konuldu ve ilk bantlar
cikana dek hafifge sallanarak sonu¢ gozlendi. Bantlar belirmeye baslayinca ve goriintiileme
sollisyonun rengi koyulasinca jel temiz olan diger 1L’lik goriintiileme soliisyonuna aktarildi.
Tim bantlar goriiniir olana kadar bu soliisyonda bekletildi. Jel, durdurma soliisyonuna
(Cizelge 3.7) konuldu (yaklasik 2-3 dakika.) ve i¢inde ultra saf su bulunan temiz bir kaba
transfer edildi. 2 kez 2 dakika ultra saf suda bekletildi. Jel 1 gece boyunca kurumasi igin

bekletildi ve daha sonra jel goriintiisii tarayici ile bilgisayar ortamina aktarildi.

Cizelge 3.7 Page jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar ve hazirlanigi

Page icin Kullanilan icerik ve Hazirlamsi
Soliisyonlar
Sabitleme/Durdurma 10% Acetik acid
Soliisyonu (200ml Asetik+1800ml

distile su)

Boyama Soliisyonu 2gr Silver Nitrat+2L Distile
Su karisgimina %37’lik

Formaldehit flavesi

Goriintiileme Soliisyonu | 260gr Sodyum Karbonat+2L
Distile Su karisimina 400 pl

Sodyum Tiyosiilfat
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(b) (©)

Tampon Yiikleme Bolgesi __—W
Ust Bolgedekd Tampon —
Polikarhonat panel

Siosbnlmay Cam Plakka —
Iy Cam Tahaka —

JEL
IPC Alam Girigi -|-H]
Yapaghriel Bag (Sililkon) _
Ali Bolgedeld Tampon

(e)
Sekil 3.1 PAGE sistemi (http://www.bio-rad.com)
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3.6 Orneklerin Agaroz Jelden Geri Kazamilmast:

50 pl’lik PCR fiirtinleri %1°lik agaroz jele ytiklenerek 70 volt akimda 1,5 saat yiiriitiildi. UV
151k altinda elde edilecek bantlar ¢evresinden steril bisturi ile kesilerek hazirlanan tiiplerine
aktarildi. Jelden geri kazanim igin kit (Wizard Sv Gel and PCR Clean-Up System-
PROMEGA, Katalog No:#A9281) kullanildi. Tipiin igerisinde agirligi belirlenen jel
pargalarinin tizerine 10 mg’a 10 pl olacak sekilde membran baglama soliisyonu eklendi.
Tupler 60°C’de 1sitict blokta (Bioer Mixing Block) bekletilerek jelin tam olarak ¢6ziilmesi
saglandi. Bu islem sirasinda 2-3 dakika araliklarla homojenizasyonun saglanmasi i¢in tiipler
karistirma islemine tabi tutuldu. Ornekler spin edildi. Kit icindeki kolon ve &rnek biriktirme
tiipii i¢ ice konuldu. Homejenizasyonu saglanmis olan o6rnekler kolonlara aktarildi ve 1 dakika
oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de ldakika santrifuj edildikten sonra biriktirme
tiipliniin i¢indeki siv1 atildi. Kolon 700 pl membran yikama soliisyonu ile yikandi ve 14000
rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. Altta biriken sivi atildi. Kolon 500 pl membran yikama
solisyonu ile yikanarak 14000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi ve altta kalan sivi atilidi.
Sivinin kurumasi ve ortamda etanol kalmamas i¢in tiip kapaklar agik sekilde 14000 rpm’de 1
dakika santrifuj edildi. Sivi dokiildiikten sonra kolon temiz 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine
aktarildi. 40 pl niikleaz icemeyen su eklenerek 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. 14000
rpm’de 1 dakika santrifiijj sonrasi DNA oOrnegi igeren alt kisim eppendorf tiiplerinde

biriktirildi. Dizi analizinde kullanilacak 6rnekler -20 °C’de saklandi.
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4. SONUCLAR

4.1. Dayamkh ve Hassas Kishk Ekmeklik Bugday Cesitlerinde Yr5 Geni ile Tliskili

Molekiiler Belirteclerin Arastirilmasi

Y15 geni ile iligkili olarak RGAP belirtegleri, bu belirteglerden temel alinan STS belirtegleri
mikrosatellit belirtegler sar1 pas hastaligina dayanikli ve hassas baz1 kislik ekmeklik bugday
cesitlerinde analiz edilmistir. Bu amagcla, kromozom 2BL’de yer alan ve bu gene belli
uzakliklarda bulunan degisik tipteki belirtecleri ¢ogaltan toplam 46 adet primer ¢ifti (12 ¢ift
RGAP, 18 cift STS, 16 ¢ift mikrosatelit) kullanilarak PCR yapilmistir. Bu ¢aligmada, 4
dayanikli (P1178383, Altay2000, izgi01, Sonmez2001) ve 3 hassas kislik ekmeklik bugday
cesidi (Aytin98, ES14, Harmankaya99) ile beraber kontrol amacl olarak Yr5/6*AVS (NIL2)

izogenik genotipi kullanildu.

Tim bireyler, Yr5 sar1 pas dayaniklilik geni ile iliskili belirteglerin belirlenmesi
amaciyla RGAP, STS ve mikrosatellit primerleri ile taranmistir (Cizelge 2.5, 2.6, 2.7).

Monomorfik ve polimorfik bantlar veren belirtegler (Cizelge3.1)gortilmektedir.
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Cizelge 4.1 Calismada kullanilan belirteglerin polimorfizm sonuglari

BELIRTEC Pirclilf * | Amplifikasyon | Polimorfik Poﬁ?nii?ﬁiyiﬁfm
Raap | ||| T e
Altay2000 x Harmankaya99
Xwgpl9 + + S6nmez2001 x Aytin98
PI178383 x Harmankaya99
Xwgp21 + + Izgi01 x ES14
Xwgp22 + PI178383 x Harmankaya99
Xwgp24 + -
Xwgp25 + -
Xwgp26 + + Sonmez2001 x Aytin98
Xwgp27 + + S6nmez2001 x Aytin98
Xwgp28 + + izgi01 x ES14
Xwgp29 + + Sonmez2001 x Aytin98
Xwgp31 + -
Xwgp32 + -
STS STS 5/6 + -
STS 7/8 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 9/10 + + Sonmez2001 x Aytin98
STS 11/13 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 5/8 + + Sonmez2001 x Aytin98
STS 5/12 * | pi78385 x Harmankayaoo
STS 5/13 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 5/16 + + S6nmez2001 x Aytin98
Sonmez2001 x Aytin98
STS 7/12 + + PI178383 x Harmankaya99
Altay2000 x Harmankaya99
STS 7/13 - -
STS 7/16 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 9/12 + -
STS 9/13 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 9/16 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 11/8 + + Sénmez2001 x Aytin98
STS 11/12 + + S6nmez2001 x Aytin98
STS 11/14 + + Sonmez2001 x Aytin98
STS 15/8 + -
MIKROSATELLIT | Xgwml6 + -
Xgwm47 - -

Xgwml91
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Sonmez2001 x Aytin98
PI178383 x Harmankaya99
Xgwm382 * * i20i01 x ES14
Altay2000 x Harmankaya99
Xgwm388 + -
Xgwm501 - -
Xgwm526 + + Altay2000 x Harmankaya99
Xgwml20 - -
Xwmc51 - -
Sonmez2001 x Aytin98
Xwmel75 * * 20101 x ES14
Xwmc332 + + S6nmez2001 x Aytin98
Xwmc441 + -
Xwmc498 - -
Xwmc500 - -
izgi01 x ES14
Xwmc627 * * S6nmez2001 x Aytin98
Xwmc149 - -
1000
/. ann
o
— 700
— GO0
500
— 400
— 300
— 200
— 100

Sekil 4.1 Kullanilan DNA Uzunluk Belirleyici

(Fermentas DNA ladder plus)
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4.1.1. RGAP BELIRTECLERI KULLANILARAK ELDE EDILEN POLIMORFiK
BANTLARIN AGAROZ VE POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZINDE
INCELENMESI

4.1.1.1. Xwgp17 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar
PI178383 x Harmankaya99 ve Sonmez2001 x Aytin98 cesitleri arasinda polimorfizm
gbzlenmistir. (Sekil 3.1)

M 123 4567 8M

(a)
Sekil 4. 2. XWGP17 Belirteci ile elde edilen PCR iriinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgiO1, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6*AVS)
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4.1.1.2. Xwgp19 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar
Altay2000 x Harmankaya99, Sonmez2001 x Aytin98 ve PI178383 x Harmankaya99 cesitleri

arasinda polimorfizm gézlenmistir.

M 123 456 78 M
-

-
‘

(a) (b)
Sekil 4.3. Xwgp19 Belirteci ile elde edilen PCR iiriinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6*AVS)
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4.1.1.3. Xwgp21 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Izgi01 x ES14 ¢esitleri arasinda polimorfizm gdzlenmistir.

M 123 456 7 8M

(a) (b)
Sekil 4.4 XWGP21 Belirteci ile elde edilen PCR iriinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriinimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgiO1, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6*AVS)
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4.1.1.4. Xwgp22 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar
PI178383 x Harmankaya99 cesitleri arasinda polimorfizm gozlenmistir.

M 123 4567 8 M
o

(a) (b)
Sekil 4. 5 XWGP22 Belirteci ile elde edilen PCR firtnlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgiO1, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6¥*AVS)
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4.1.1.5. Xwgp26 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Sonmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm goézlenmistir.

(a) (b)
Sekil 4. 6 XWGP26 belirteci ile elde edilen PCR iiriinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6¥*AVS)
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4.1.1.6. Xwgp27 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Sonmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm goézlenmistir.

8§ 7 6 5 4 3 2 1 M

(a) (b)
Sekil 4. 7 XWGP27 belirteci ile elde edilen PCR iiriinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6*AVS)
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4.1.1.7. Xwgp28 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Izgi01 x ES14 gesitlerinde polimorfizm gdzlenmistir.

I 2 3 4 5 6 7 M 8

(a) (b)
Sekil 4. 8 XWGP28 belirteci ile elde edilen PCR f{irlinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6¥*AVS)
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4.1.1.8. Xwgp29 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 cesitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

1 23 4 5 6 7 8 M

* - - -
# - 1II'
i
3 .
(a) (b)

Sekil 4. 9 XWGP29 belirteci ile elde edilen PCR irtinlerinin (a) %1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgiO1, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6*AVS)
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4.1.2. STS BELIRTECLERI KULLANILARAK ELDE EDILEN POLIMORFiK
BANTLARIN AGAROZ VE POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZINDE
INCELENMESI

4.1.2.1 STS7/8 Belirteci ile Elde Edilen Sonuglar

S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir

1 2 3 4 5 & 7 M B

Sekil 4. 10 STS7/8 Belirteci ile yapilan PCR iirtinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA
ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytn98, 6. ES14, 7. Harmankaya99, 8.
(Yr5/6*AVS)

4.1.2.2 STS9/10 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir

Sekil 4. 11 STS9/10 Belirteci ile yapilan PCR fiiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA
ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytn98, 6. ES14, 7. Harmankaya99, 8.
(Yr5/6*AVS)
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4.1.2.3 STS11/13 Belirteci ile Elde Edilen Sonuglar

S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir

Sekil 4. 12 STS 11/13 Belirteci ile yapilan PCR iriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.I1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,

8. (Yr5/6*AVS)

4.1.2.4. STS5/8 Belirteci ile Elde Edilen Sonuglar

S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

Sekil 4. 13 STS5/8 Belirteci ile yapilan PCR iirtinlerinin %]1,57luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA
ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgiO1, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99, 8.
(Yr5/6*AVS)
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4.1.2.5 STS5/12 Belirteci ile yapilan PCR Sonucu

PI178383 x Harmankaya99 S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

M 1 2 3 4 §5 6 7 8

Sekil 4. 14 §TS5/12 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100
bp DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgiO1, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7.
Harmankaya99, 8. (Yr5/6*AVS)

4.1.2.6 STS5/13 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Sonmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm goézlenmistir.

Sekil 4. 15 STS5/13 Belirteci ile yapilan PCR {irtinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA
ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99, 8.
(Yr5/6*AVS)
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4.1.2.7 STS5/16 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 cesitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 M

Sekil 4. 16 STS5/16 Belirteci ile yapilan PCR friinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA
ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. Izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99, 8.
(Yr5/6*AVS)

4.1.2.8 STS7/12 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Sonmez2001 x Aytin98, PI178383 x Harmankaya99 ve Altay2000 x Harmankaya99
cesitlerinde polimorfizm gozlenmistir.

M8 76 54 3 2 1

{

. ————— ) -

(b)

Sekil 4. 17 STS7/12 belirteci ile elde edilen PCR f{iriinlerinin (a) %]1,5’luk agaroz ve (b) %8’lik poliakrilamid
jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp DNA ladder, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98,
6. ES14, 7. Harmankaya99, 8. (Yr5/6¥*AVS)
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4.1.2.9 STS7/16 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 cesitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

1 2 3 4 5 &6 7 8 M

Sekil 4. 18 STS 7/16 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytn98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥AVS)

4.1.2.10 STS9/13 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 cesitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

Sekil 4. 19 STS 9/13 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriintimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.I1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Y15/6*AVS)
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4.1.2.11 STS9/16 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gozlenmistir.

Sekil 4. 20 STS 9/16 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. Izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥AVS)

4.1.2.12 STS11/8 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

Sekil 4. 21 STS 11/8 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.I1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥*AVS)
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4.1.2.13 STS11/12 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

S6nmez2001 x Aytin98 cesitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

Sekil 4. 22 STS 11/12 Belirteci ile yapilan PCR trtnlerinin %]1,5’luk agaroz jeldeki goriintimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6*AVS)

4.1.2.14 STS11/14 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Sonmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm goézlenmistir.

Sekil 4. 23 STS 11/14 Belirteci ile yapilan PCR triinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥AVS)



47

4.1.3. MIKROSATELLIT BELIRTECLERI KULLANILARAK ELDE EDILEN
POLIMORFIK BANTLARIN AGAROZ VE POLIAKRIiLAMID JEL
ELEKTROFOREZINDE iNCELENMESI

4.1.3.1 XGWM382 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar
Sénmez2001 x Aytin98, PI178383 x Harmankaya990, Izgi0l x ES14 ve Altay2000 x

Harmankaya99 ¢esitlerinde polimorfizm gozlenmistir.

Sekil 4. 24 XGWM382 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goériiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥AVS)

4.1.3.2 XGWM526 Belirteci ile Elde Edilen Sonuglar
Altay2000 x Harmankaya99 c¢esitlerinde polimorfizm gézlenmistir.

Sekil 4. 25 XGWMS526 Belirteci ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. Izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥*AVS)
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4.1.3.3 XGWM332 Belirteci ile Elde Edilen Sonuclar

Sonmez2001 x Aytin98 ¢esitlerinde polimorfizm goézlenmistir.

Sekil 4. 26 XWMC332 Belirteci ile yapilan PCR {irtinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6*AVS)

4.1.3.4 XGWMG627 Belirteci ile Elde Edilen Sonuglar
Izgi01 x ES14 ve S6nmez2001 x Aytn98 ¢esitlerinde polimorfizm gozlenmistir.

Sekil 4.27 XWMC627 Belirteci ile yapilan PCR firiinlerinin %1,5’Iuk agaroz jeldeki goriiniimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.1.178383, 2. Altay2000, 3. izgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6¥AVS)
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4.1.3.5 XWMC175 Belirteci ile Elde Edilen Sonuglar

Sénmez2001 x Aytin98 ve izgi01 x ES14 cesitleri arasinda polimorfizm gozlenmistir.
1 2 3 4 5 & 7 M 8

Sekil 4. 28 XWMC175 Belirteci ile yapilan PCR iriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki gorintiimleri. M. 100 bp
DNA ladder plus, 1. P.I1.178383, 2. Altay2000, 3. 1zgi01, 4.S6nmez2001, 5. Aytin98, 6. ES14, 7. Harmankaya99,
8. (Yr5/6*AVS)
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5. TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Sar1 pas dayanikliligi, bitki yetistirme programlarinin baglica arastirma konularindan biridir.
Son yillarda sar1 pasa dayaniklilik genlerinin bulunmasina ve genomdaki yerlerinin
saptanmasima yonelik caligmalar yayginlik kazanmustir. Japon arastiricilar tarafindan
gelistirilen bir bugday veritabani olan KOMUGTI’ye gore
(http://www.shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi) 40’tan fazla sar1 pas dayaniklilik geni bulunmus,

bu genlerin yaridan fazlasinin genomdaki yerleri belirlenmistir [Christiansen ve dig., 2006].

Bu ¢alismada, 7 farkli kislik ekmeklik bugday ¢esidi (P.I1.178383, Altay2000, Aytin98, ES14,
Harmankaya99, izgi0l ve Sénmez2001) ile kontrol amach kullanilan Yr5/6*AVS izogenik
genotipi kullanildi. Tiim bireyler, Yr5 sar1 pas dayaniklilik geni ile iligkili belirteclerin
belirlenmesi amaciyla RGAP, STS ve Mikrosatellit primerleri ile tarandi. Yr5 sari pas
dayaniklilik genine ait sonuglar Cizelge 4.1 incelendiginde RGAP Belirteglerinden
XWGP17, XWGP19, XWGP21, XWGP22, XWGP26, XWGP27, XWGP28 ve XWGP29’un
polimorfik bantlar verdigi saptanmistir. Agaroz jel elektroforezinin ayirim giicliigii sebebi ile
poliakrilamid jel elektroforezinde incelenen RGAP belirteclerinin S6nmez2001 x Aytin98
PI1178383 x Harmankaya99, izgi0l x ES14 ve Altay2000 x Harmankaya99 eslesmelerine
spesifik bantlar verdigi goézlenmistir. Xwgp 17 ve Xwgp 19 belirteglerine dayali dizayn edilen
STS belirteglerinden STS 7/8, STS9/10, STS11/13, STS5/8, STS5/12, STS5/13, STS5/16,
STS7/16, STS9/13, STS9/16, STS11/8, STS11/12 ve STS11/14’nin S6nmez2001 x Aytin98
kombinasyonuna ait tek bant polimorfizm verdigi belirlenmistir ve bu belirteclerin belirteg
yoluyla seleksiyon ¢alismalarinda uygun birer belirte¢ adaylart oldugu diisiiniilmektedir.
STS7/12 belirtecinin Poliakrilamid jel elektroforezi incelemesi sonucunda ise net bir sekilde
Sonmez2001 x Aytin98, PI178383 x Harmankaya99 ve Altay2000 x Harmankaya99
cesitlerinde polimorfizm gozlenmistir. SSR  belirteclerinin lokus spesifik, kodominant,
tekrarlanabilir 6zellikte ve oldukca polimorfik olmalar1 sebebi ile belirlenen genotipler bu
belirtecler ile de taranmistir. Mikrosatellit belirteglerinden Xgwm382, S6nmez2001 x
Aytin98, PI178383 x Harmankaya99, Izgi0l x ES14 ve Altay2000 x Harmankaya99
cesitlerinde polimorfizm gostermektedir. Xgwm526, Altay2000 x Harmankaya99 ¢esidinde,
Xwmc175, Sonmez2001 x Aytin98, izgi01 x ES14 cesitlerinde, Xwmc332, S6nmez2001 x
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Aytin98 cesidinde ve Xwmc627 ise 1zgi0l x ES14 ve Sonmez2001 x Aytn98 cesitlerinde
polimorfizm gdstermektedir. Bu sonuclar karsilagtirildiginda STS Belirteclerinin  Kishik
ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)’da Yr5 saripas (Puccinia striiformis f.sp tritici)
dayaniklilik geni aragtirmasinda tek bant polimorfizm vermeleri sebebi ile uygun belirteg
adaylar1 olarak tanimlanmaktadir. S6nmez2001 x Aytin98 c¢esitlerinde RGAP, STS ve
Mikrosatellit belirtecleri ile yapilan arastirmada bu cesitlerin Yr5 geni agisindan yiiksek
oranda farklilik verdigi tespit edilmistir.

Bitkinin fide doneminde sari pas hastaligina dayaniklilik saglayan Yr5 geni agisindan
polimorfizm goOsteren bant yapilari etkin belirte¢ adaylar olarak gozlendi. Bu polimorfik
yapidaki belirteclerin F, populasyonlarinda incelenerek ve “belirte¢ yardimiyla se¢im”
yoluyla bitki 1slah c¢aligmalarinda, dayanikli bugday genotiplerinin se¢iminde kullanilmasi
hedeflenmektedir. Kombinasyonlar1 olusturan ebeveynler arasinda elde edilen ve Yr5 geni ile
iliskili oldugu diisiiniilen polimorfik yapidaki bantlarin, sar1 pas hastalig1 ile olan baglantisini
kesinlestirmek ve dogrulamak amaciyla bu kombinasyonlara ait dayanikli ve duyarli F,

bitkilerinin bu belirtecler ile taranmasi seklinde ilerleyen ¢alismalarda yapilacaktir.
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