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Ozet: Bugday, diinyadaki en énemli besin iiriiniidiir ve insan yerlesiminden bu yana énemli bir iiriin olarak
yetistirilmektedir. Endemik bugday genotipleri, hastaliklara kars1 direng agisindan farkli kaynak genlerine sahip
olabilirler. Bununla birlikte, bircok ¢iftci ulusal ve uluslararasi 1slah programlarindan ¢ikan modern gesitleri
yetistirmektedir. Onceki calismalar, bu cesitlerin bazilarmin bir veya daha fazla hastaliga kars1 direncinin
olmadigini gostermistir. Bu nedenle, ¢esit zenginligi programi yerel ve egzotik bugday cesitlerinin potansiyel
dondr ebeveynleri olarak degerlendirilmesine yonelik bir girisimdir. Bu c¢alisma icin Tiirkiye’de Van ve
cevresinde siklikla yetistiriciligi yapilan lokal bir genotip olan Tir Bugdayinin sar1 pas direnci molekiiler diizeyde
incelenmigtir. Basit ve pratik bir yaklagim olarak Xgwm (Gatersleben wheat microsatellite) ve Xbarc (Beltsville
agricultural research) tarafindan belirlenmis YR direng genleri ile baglantili oldugu bilinen ve kromozom
tizerindeki ilgili gen bolgeleri ile yakin ilisgkili olan SSR markerleri ile hastalik direng genlerine sahip sar1 pasa
dayaniklilik geni Yr-26’y1 barindirdigr bilinen R55 (6AL/6VS) translokasyon hatti ile Yr-1, Yr-7, Yr-3a ve Yr-
4a dayaniklilik genlerini tagidigi bilinen yakin izogenik hatlar bakimindan incelenmistir. Gdzlenen pas okumalar1
sonucu Cobb skala degeri “MS” orta duyarli olarak belirlenmistir. Kullanilan SSR primerleri toplam 212
polimorfik bant vermis ve Ortalama polimorfik bant sayis1 primer bagina 5.2 olurken, degerlendirmeye alinmig
primerlerin polimorfik bilgi i¢erikleri ise 0.37 ile 0.41 arasinda degisiklik gdstermistir. Lokal Tir genotipinin Yr-
2 ve Yr-3b,4b dayaniklilik genlerini barindirdigi bilinen genotiplerle yakin ilgisi oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Sar1 pas, SSR, Tir bugdayi, Yr-26

Evaluation of Yr-26 Yellow Rust Disease Resistance of Endemic Tir Wheat (Triticum aestivum
L. ssp. Vulgare Vill.v. Leucospermum Korn) Genotypes Using Resistant R55 (6AL / 6VS)
Translocation Line and Locus Specific SSR Markers

Abstract: Wheat is the most important food product in the world and has been cultivated as an essential product
since human settlement. Endemic wheat genotypes may have different source genes in terms of resistance to
diseases. However, many farmers cultivate modern varieties resulting from national and international breeding
program. Previous studies have demonstrated that some of these varieties are not resistant to one or more
diseases. Therefore, a rich variety program is an attempt to make an assessment the potential donor of local and
exotic varieties of wheat. In this study, yellow rust resistance of Tir wheat has been studied at the molecular level
which is a local genotype frequently cultivated in Van Lake Basin in Turkey. As a simple and practical approach,
R55 (6AL / 6VS) translocation line that contains yellow rust resistance gene Yr-26 and Near Isogenic Lines
which having known the disease resistance genes Yr-1, Yr-7, Yr-3 and Yr-4 were examined using the SSR
markers identified by Gatersleben Wheat Microsatellite (Xgwm) and Beltsville Agricultural Research (Xbarc)
which is known to be associated with YR resistance genes and closely related to the respective gene regions on
the chromosome. Observed rust, surveying was determined as medium sensitive "MS™ according to the Cobb
scale value. Totally 212 polymorphic bands obtained from the using SSR primers and the mean number of the
polymorphic band found as 5.2 for each primer and the polymorphic information content of the evaluated primers
varied between 0.37 and 0.41. The local Tir genotypes have found to be closely related to genotypes known
having the yr-2 and yr-3b, 4b resistance genes.
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Ulkemizde bugdayda en yaygin olan pas hastalig1 sar1 pastir. Epidemi oldugu yillarda 6zellikle hastaliga hassas
cesit ekildiginde %30-40,lara varan verim kaybina neden olmaktadir. Verim kaybinin yaninda tanelerin kirigik
ve ciliz olmasma yol agtig1 igin kalite degerini de azaltmaktadir. Van Golii ve g¢evresinde yaygin olarak
yetistirilen Tir bugday1 kendi ekolojisinde yiiksek bir verim potansiyeline sahiptir. Popiilasyon olmasi nedeniyle
Tir bugday: bir ¢ok 6zellik bakimindan genis varyasyon gostermektedir.

Iklim kosullarinin kiiltiir bitkileri gesitliligini simirladig1 bolgede bugday, insanlar icin en énemli beslenme ve
gecim kaynagidir. Yoreye zaman zaman getirilen degisik ¢esitler, yillar iginde kararlilik gdstermemis, bazi yillar
kistan tiimiiyle zarar gérmiislerdir. Tir bugday1 ise Van G6lii havzasinda ¢ok uzun zamandan beri yetistirilen
popiilasyon 6zellikli bir yerel hattir. Soguga ve hastaliklara dayanikli olmasina karsin popiilasyon ig¢indeki diisiik
verimli genotipler ortalama verimi diisiirmektedir. Bu nedenlerden dolayr bdlgeye iyi uyum saglamis Tir
popiilasyonunu incelemek ve iistiin popiilasyonlari segmek son derece 6nemlidir. Tahillarda hastaliklara neden
olan birgok organizma iginde en 6nemli ve verimi sinirlayici olanlar patojenik mantarlardir. Bunlardan puccinia
(pas), ustilago (rastik), tilletia (siirme), erysiphe (kiilleme) septoria (septorya), alternaria (alternarya),
helminthosporium (helmintosporyum), fusarium (fuzaryum) ve pythium (pityum) en yaygin olanlardir. Sik
goriiliirler ve diinya ¢apinda potansiyel tehlikedirler. Bu hastaliklarin dagilisi ve nispi 6nemi {izerinde yapilan
caligmalar, dzellikle bugdayda olmak {izere paslarin digerlerinden daha fazla 6nemli oldugunu gdstermistir.
Puccinia graminis (sap past ya da kara pas), Puccinia recondita (yaprak pasi ya da kahverengi pas), Puccinia
striiformis (seritli pas ya da sar1 pas) Puccinia hordei (yaprak pasi, bodurlagsma yapar) ve Puccinia coronata (tag
past) diizenli olarak bugday, arpa, yulaf ve ¢avdarda 6énemli kayiplara neden olmaktadir.

Diinyanin 6nemli tahil {iretici tilkelerinde verimliligi kisitlamadaki biiyiik rolleri nedeniyle paslar 6zel ve detayli
bir dikkat gerektirmektedir (Kinaci 1992). Pas hastaliklar1 bilinen en eski ve iizerinde en ¢ok ¢alisilan bitki
hastaliklar1 arasinda yer alir. Bugdayda {i¢ gesit pas hastalig1 goriiliir: kara pas, kahverengi pas ve sar1 pas. Bu
hastaliklarin her birisine pas fungusunun 6zel tiirleri sebep olmaktadir. Pas hastaliklar1 konukc¢u olduklari
bitkilerde benzer semptomlar olustururlar ve bitkide yapacaklari enfeksiyonlar i¢in benzer gereksinimleri vardir
(Marsalis ve Goldberg 2006). Sari pas hastaliginin genetik olarak kendini kolayca degistirebilme yeteneginde
olmast, bu hastaligin dinamik bir sekilde izlenerek yeni gen kaynaklarinin bulunmasini zorunlu kilmaktadir.
Dasypyrum villosum (L.) Candargy (sin: Haynaldia villosa Schur) bugdayin uzak bir akrabasi olup, dayaniklilik
ve kalite genleri bakimindan 6nemli bir kaynaktir (De Pace ve ark. 1998). D. Villosum’un alti kromozomu
bugdaya eklenmis olup, bugdayin 6A kromozomunun uzun kolu ile 6V kromozomunun kisa kolu arasinda bir
translokasyon (6VS/6AL) hatt1 elde edilmistir (Chen ve ark. 1995). Bu translokasyon hattinin Amerika’nin
Kuzey Bat1 Pasifikteki biitiin sar1 pas irklarina karg1 dayanikli oldugu tespit edilmis ve dayaniklilik geni Yr- 26
olarak adlandirilmistir (Yildirim ve ark. 2000).

Yr-26 geninin teorik olarak Tiirkiye’deki sar1 pas irklarina kars1 da dayaniklilik saglayacagi tahmin edilmektedir.
Bu varsayimin en biiyiik kanit1 Orta Anadolu kosullarinda saptanan ii¢ sar1 pas dayaniklilik geninin (Yr-1, Yr-4,
Yr-10) (Cetin ve ark. 1995) virulent olan pas irklarina ve Seri-82 ¢esidinin sahip oldugu Yr-9 genini asmis
bulunan pas 1rkina karst ABD’de yapilan deneylerde Yr-26’nin tam bir dayaniklilik géstermesidir (Yildirim ve
ark. 2000). Van Golii ve gevresinde yetistirilen Tir bugday popiilasyonlar1 {izerine daha 6nce yapilmis sar1 pas
hastaligina kars1 dayaniklilik ¢alismalarinda Yr-2, Yr-6, Yr-7 ve Yr-9 (Sonmez ve ark. 2002) dayaniklilik
genlerinin virulenti olan irklar ile hastalik reaksiyonlari gbzlenen Tir bugday popiilasyonlarinda hastaliga
dayaniklilik durumlarinin genotiplere gore degistigi goriilmektedir. Ma ve ark. (2001) hem sar1 pasa hem de
kiilleme hastaligina dayaniklilik saglayan bugday-Haynaldia villosa 6AL.6VS translokasyon hatlarindan R55 ile
duyarli ¢esit Yumai 18 arasinda yapilan melezin F» poiiulasyonunu kullanmislardir. Sar1 pasa dayanikliligin tek
bir dominant gen tarafindan idare edildigini ve bu genin Yr26 oldugunu diisiinen arastiricilar s6z konusu genin
lokasyonunu 6VS olarak belirtmislerdir. Bulk Segregant Analizi ve mikrosatelit primerlerini kullanarak belirtilen
F, populasyonunda 1B mikrosatelit lokus markérlerini (Xgwm11, Xgwm18, Xgwm413) Yr26’ya cok yakin
oldugunu belirmislerdir. Yr26, Xgwm11/Xgwm18 markorlerinden 1.9 ¢M uzaklikta, Xgwm413’den de 3.2 cM
uzaklikta lokalize olmustur. Sonug olarak Yr26 geninin 1B kormozomunun kisa kolunda lokalize oldugunu
saptamuglardir. Ayrica Yr26 geninin orjinini ve dagilimini incelemek igin kalittimini ve molekiiler markor
analizini arastirmislar ve Yr26 geninin T. turgidum L.’den geldigini belirtmislerdir. PCR’a dayali mikrosatellit
markorlerinin agilma gésteren bir popiilasyonda Yr26 genini belirlemek icin ¢ok etkili bir yontem oldugunu ve
bugday 1slahinda uygulanabilecegini saptamiglardir.

Genetik ve bitki 1slah1 i¢in bugdayin (T. aestivum L. Em. Thell) genetiginin ve genom organizasyonu, kullanilan

molekiiler markorlerin olduk¢a 6nemli bir degere sahip oldugunu gostermektedir. A,B ve D olmak (izere ve
%80°den fazla repetitive DNA’s1 ile (16x10° bp/1C) 3 bilyiik genoma sahiptir ve (2n = 6x = 42) allohexaploidtir.
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Bugdaymn 7 homolog grubunun tamamu i¢in fiziksel haritalar1 ve detayli RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) linkage haritalar1 c¢ikarilmistir. Tiim bunlara ragmen bugdaym genetik haritasinin
yapilandirilmasindaki islemler duragan kalmistir. Gen haritalandirmasinda RFLP markoériiniin kullanimu,
bugdaydaki polimorfizm seviyesinin ¢ok sinirli olmasi sebebiyle yavas olmustur. Gen ve genom haritalamasi
kapsamli yapilmis melezlemelerden elde edilen popiilasyonlarin kullanimini gerektirir. Bununla beraber
agronomik agidan énemli bir¢cok gen veya QTL (Quantitative trait loci) nin haritalanmast bitki 1slahinda baslica
hedeftir ve intraspesifik anlamda markor bilgisi gerektirir. Bu 6zellikle MAS (Marker Assisted Selection ) igin
gecerlidir (Roder ve ark. 1998).

Mikrosatellit analizleri PCR (polymerase chain reaction)’ye dayanir. RFLP analizlerinden ¢ok daha kolay
uygulanir ve otomasyon uyumlulugu oldukca yiiksektir. Bitkilerde mikrosatellitler yiiksek oranda bilgi
saglayicidirlar. Multiallelik olmalar1 sebebiyle bir¢ok bitkide lokusa 6zel markorlerdir. Evrim ¢aligmalarinda
yiiksek potansiyele sahiptirler ve filogenetik ¢aligmalar i¢in kullanilmaktadirlar. Mikrosatellitler hexaploid
ekmeklik bugdayda diger Markor sistemlerinden ¢ok daha yiiksek polimorfizm seviyesi gosterirler ve daha fazla
bilgi saglayicidirlar. Bununla beraber genom biiyiikliigiinden dolay1 bugdayda mikrosatellitlerin gelistirilmesi
ekstra zaman kullanimina ve yiiksek maliyete gereksinim duyar. Bu gibi markérler ¢ogunlukla ko-dominant
kalitim gosterir ve ¢ogu durumda kromozoma 6zeldir. Bu 6zellik hexaploid genom i¢in faydalidir. Hexaploid
ekmeklik bugday diinyadaki en oOnemli bitkilerden biridir ve intraspesifik polimorfizm c¢ok disiiktiir.
Gelistirilmis primer setlerinin ¢ogu (%80) genom spesifiktir ve ekmeklik bugdayin 3 biiyiik genomunun (A, B
ve D) sadece birindeki tek bir lokusu belirler. Markorler birkag sentrometrik bolgedeki gruplandirma ile linkage
haritas1 boyunca tesadiifi dagitilmistir (Réder ve ark. 1998).

SSR’lar degisken, ko-dominant ve PCR tabanli molekiiler markorlerdir. Boylelikle bunlar gelistirilebilir ve
genetik haritalarin kurulmasinda genis dl¢iide kullanilabilirler. Mikrosatellitler genis 6lgiide, genetik farkliligin
tahmininde ve markore dayali seleksiyonlarda kullanici rahatligi, lokusa 6zel ve yiiksek polimorfik olmalar
sebebiyle pring, misir ve arpada olduk¢a yaygin kullanim alanina sahiptirler.

Aragtiricilar, Avrupa bugday cesitlerinin 6zellikle kislik tipler olmak iizere 502 ¢esidinin yer aldig1 bir veri tabani
kurmuslardir ve farkli cografik bolgelerde birgok mikrosatellit igin relativ allel frekansi ¢esitlendirilmistir (Roder
ve ark. 2002).

Yildirim ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada 6VS/6AL translokasyon hattinin Amerika’nin kuzey bati
Pasifikteki biitiin sar1 pas irklarina karsi dayanikli oldugunu ve bu dayanikliligin Yr-26 geni tarafindan kontrol
edildigini belirtmislerdir. Yapilan bu calismada fenotipik ve molekiiler genetik analizleri ile bolge ¢ift¢isinin
yillardir kullanmis ve hélihazirda karisik kdy popiilasyonlar1 olarak kullanmakta oldugu Tir bugdayimnin hastalik
direngleri NCBI ( National Center For Biotechnology Information) veri tabanindan taranarak onceden
yayinlanmis ilgili gen bdlgeleriyle yakin baglantili GWM (Gatersleben wheat microsatellite) primerleri
kullanilarak incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Van Golii ve cevresinde yaygin olarak ekimi yapilan, Tir bugday populasyonlari ile CIMMY T ten temin edilen
sar1 pasa dayaniklilik geni Yr-26’y1 barindirdig: bilinen R55 (6AL/6VS) translokasyon hatti ile Yr-1, Yr-7, Yr-
3a ve Yr-4a dayaniklilik genlerini tasidig: bilinen Chinese 166, Lee ve Vilmorin 23 ve diger dayanikli yakin
izogenik hatlar1 (near isogenic line) olusturmustur. Arastirmada kullanilan dayanikli R55 translokasyon hattinin
Ozellikleri; Genom lokalizasyonu 1B (6AL/6VS), Barindirdigi dayaniklilik geni Yr-26, Orijinal kaynagi
:Haynaldia villosa (Daspyrum villosum), Test popiilasyonlarindaki diger genler R43, R64, R77, Gen referanst
(Yildirim, A. et al, Plant Disease 84:40-44) ve (Ma, J. et al, Euphytica 120: 219-226)

Aragtirmada kullanilan Tir bugday populasyonlar: (Triticum aestivum L. ssp vulgare Vill. v. leucospermum
Korn) ise Ercig 30/1, Ercis 60/1, Amik-M3, Adilcevaz, Merkez-Edremit bolgelerinden toplanmis ve yore ciftgisi
tarafindan uzun yillardir kullanilmakta olan genotiplerden olugmaktadir. Dayaniklilik genleri belirlenmis yakin
izogenik hatlar ve gen referanslari Cizelge 1’de verilmistir.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan yakin izogenik hatlar ve gen referanslari

Yakin izogenik Genom Barmdirdigi Gen referansi
hat lokalizasyonu  dayamikhilik geni
Chinese 166 2A Yr-1 Lupton, FGH and Macer, RCF, Trans Br Mycol Soc 45:21-45
Lee 2BL Yr-7 Macer, RCF, Hereditas Suppl 2:127-142
Vilmorin-23 6A Yr-3a, Yr-4a Chen, XM and Line, RF, Personal communication
StrubesDickopf D Yr-2,3,4 Stubbs, RW, Personal communication
Suwan92xOmar 2B Su92 Chen, XM and Line, RF, Personal communication
Clement 4B Yr-9+1 Chen, XM and Line, RF, Personal communication
Hybrid-46 1B-6B Yr-3b, Yr-4b Lupton, FGH and Macer, RCF, Trans Br Mycol Soc 45:21-45
Heines Peko 7B Yr-6+ Stubbs, RW, Personal communication
CarstensV 2AS Yr-32 Luo et al. 2005 Phytopathology 95:1266-1270
Reicherberg 42 2BL Yr7+1 Johnson et al. 1972, Singh et al. 1990
Heines VII 7B Yr-2+1 Lupton, FGH and Macer, RCF, Trans Br Mycol Soc 45:21-45)

( Ma et al. 2001 Euphytica 120:219-226

Yontem
Sart pas inokiilasyonu

Arastirmada kullanilacak Tir bugday popiilasyonlar1 ve son yillarda 6n plana ¢ikan Yr26 pas irkina karst
dayaniklilik geni barindiran R55 nolu translokasyon hatti, patojen inokulasyonu amaciyla biiylitme odasinda
cimlendirmeye alinmigtir. Calismanin temelini olugturan bitki materyali igerisindeki her bir genotipten ortalama
30 adet tohum ¢imlendirilerek iki yaprakli doneme ulasincaya kadar yetistirilmistir. Daha sonra fideler 10 °C
sicaklik ve % 95 nem kosullar1 saglanarak inokiilasyonlar gerceklestirilip 24 saat sire ile bu ortamda
birakilmuglardir. Inokiilasyonu takiben bitkiler gece-giindiiz sicaklik degisimi 5 ve 20 °C olacak sekilde 16 saat
1siklanmaya tabii tutulmuslardir. Enfeksiyonlar: 18-24 giin sonra iki defa hastalik okumasi yapilarak genotiplerin
hastalik reaksiyonlar1 gozlenmistir. Hastalikli doku yiizdeleri Peterson ve ark. (1948) gore tahminlenmistir ve
olusan enfeksiyona kars1 konukgu reaksiyonlar1 Roelfs ve ark. (1992) gore belirlenmistir. Yaprak past i¢in “R”
kiicuk boyutta Uredinia spore ile cevrili direngli, “MR” orta derece direngli ya da kii¢iikten orta biiyiikliige kadar
sporla ¢cevrelenmis nekrotik yada klorotik doku, “MS” orta duyarli yada nekrotik veya klorotik doku olmaksizin
orta biiyiikliikkte Uredinia gelisimi ve “S” duyarli yada nekroz veya kloroz olmaksizin biiylik boyutlu Uredinia
spor olusumu gostermektedir.

DNA izolasyonu

Calismada Tir bugday popiilasyonlarinin, R55 translokasyon hattinin ve Chinese-166, Lee ve Vilmorin-23 yakin
izogenik hatlarin her birinden ortalama 20 adet tohum iklim odasinda viyollere ekilmistir. Bitkiler iki yaprakli
déneme ulasinca her bir genotipe ait yaprak ornekleri ayr1 ayri alinarak DNA izolasyonuna kadar -80 °C’de
muhafaza edilmistir. DNA eldesi Doyle ve Doyle (1987)’m bildirdigi yonteme gore yapilmustir. izole edilen gift
iplikli DNA miktarinin tayini Thermo NanoDrop 2000 cihazinda yapilmis stok DNA’lardan 10 ng/ul olacak
sekilde seyreltilmis DNA’lar hazirlanarak PCR analizlerinde kullanilmistir. Karisik popiilasyon olarak
yetigtirilen Tir Genotipleri arasinda gergeklestirilmis olan molekiiler markor analizleri i¢in Tir popiilasyonuna
ait 10 bitkinin DNA’s1 esit miktarlarda alinip bulk haline getirilmistir.

Molekiiler karakterisazyon

Van Golit havzasinin farkli lokasyonlardan toplanmig Tir bugday popiilasyonlarinin sari pas (Puccinia striiformis
f. sp. Tritici) hastaligina kars1 direng durumlari ve olast dayaniklilik allel durumlarinin belirlenebilmesi igin Yr-
26 dayaniklilik geni tagiyan RS5 translokasyon hatti ve Yr-1, Yr-7, Yr-3a ve Yr-4a allellerini barindirdigi bilinen
Chinese-166, Lee veVilmorin-23 yakin izogenik hatlar1 arasinda yapilan molekiller markdr analizleri
gerceklestirilmistir. Bu amacla ilgili gen bolgesiyle iliskili oldugu bilinen NCBI tarafindan 6nceden yayinlanmis
SSR molekiiler markorleri kullanilmstir (Cizelge 2). Bu ¢alismada bolgede uzun yillardir ekimi gerceklestirilen
Tir bugdaymin sahip oldugu uzun koleoptil avantaji yani sira 6nemli bir zarar etmeni olan sar1 pasa karsi
reaksiyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmustir.
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Cizelge 2. Baglant1 gruplarindan segilen ilgili gen bolgesiyle iliskili 20 SSR primeri

Primer Sekans Lokus Data Source
Wmc 149 E55%%%’%%ngggg$§;rggig¢$$§3 Xgwm6.1-4B Roeder, Marion S.98.09.15
Wms 30 E55A1T$51Tég£égé$£égj%?£r6;GGG 3 Xgwm30.1-2D Roeder, Marion S.98.09.15
Wms 108 ESSA(‘;-(;—'IA(/:A\'IT(?\ :gggégfiggfgﬁg 33 Xgwm108-3B Roeder, Marion S.98.09.15
Wms 118 255 gﬁ?ﬁléi%i%ﬁr%%ﬁ?cfgczc 3 Xgwm118-5B Korzun, Victor N.97.10
Wms 135 ; g ;g;%?égé;iggﬁgg%’;’;ﬁé%e 3 Xgwm135-1A Roeder, Marion S.98.09.15
Wms 149 255 %?ngcé;q'gggggglgz\ﬁgiig 3 Xgwm149-4B Roeder, Marion S.98.09.15
Wms 169 ESS (Aﬁgé%%é%f :\:\GC'I%CTA(\BLA(\BCS 3 Xgwm169-6A Roeder, Marion S.98.09.15
Wms 198 E 55 TFEGA'?BA#?E?#F%%%%;A%?‘F% 33 Xgwm198-4A Korzun, Victor N.97.10
Wms 304 255 ﬁggﬁéﬁgﬁgééélﬁ$giiﬁg g Xgwm304.2-2A  Roeder, Marion S.98.09.15
F 5 ATTGGCGACTCTAGCATATACG 3 .
Wms 375 R 5 GGGATGTCTGTTCCATCTTAGC 3' Xgwm375-4B Korzun, Victor N.97.10
Xgwm 11 255 g?é;ﬁ?¥g¢g¢g¢%-? :.l-_rgg.}r.?c% 3 Xgwm11l-1B Roeder, Marion S.98.09.15
Xgwm 18 255 E%iggggé}zé;;%%ﬁilﬁ‘;g;%é3 Xgwm18-1B Roeder, Marion S.98.09.15
Xgwm 33 255 %ié?ggﬁgﬁgg¥i;g§i2%ﬁé%3 Xgwma33-1A Roeder, Marion S.98.09.15
sowe 17 [SASASSACCTOACAACTITAAOAS ot 15
Xgwm 148 255 g;ii%%gﬁggéﬁgﬁgﬁgms Xgwm148-2B Roeder, Marion S.98.09.15
sowciar  FESTOCTATIICACCTCOACTICTITTAS i
Xgwm 273 255 ﬁgzi\%ﬁ'%i%éig%%TGGGC;;gg Xgwm273-1B Roeder, Marion S.98.09.15
Xgwm 413 ESS 2&%22i2%2%§%2¥?%22i6363 Xgwm413-1B Roeder, Marion S.98.09.15
Xgwm 264 Eggéfw.r@fg A(\:A(\B'I"A :é:é::éﬁeg Xgwm264-1BS  Roder et al., 1998
Xgwm 582 F 5 AAGCACTACGAAAATATGACS Xgwm582-1B Roeder, Marion S.98.09.15

R5 TCTTAAGGGGTGTTATCATAS'

SSR (Simple Sequence Repeat) analizi

SSR analizlerinde toplamda denenen 71 primer arasindan farkli aragtirmacilar (Ma ve ark. 2001, Deng ve ark.
2004, Anca ve ark. 2007, Wang ve ark. 2008) tarafindan sar1 pas hastaligina karsi dayaniklilik genlerini tasidig:
belirlenen baglanti gruplarindan segilen ilgili gen bolgesiyle iliskili 20 SSR primeri denenmistir (Tablo 1).
Yapilmis olan SSR analizleri i¢in her tiipte toplam hacim 25 pl olacak sekilde; 50 ng genomik DNA, her bir
dNTP’den 200 uM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), her bir primerden 200 nM, 10xPCR tamponu (750 mM Tris-
HCL, pH: 8.8, 200 mM (NH 4) 2S04,- MgCl 2 ve % 0.1 Tween20), 25mM MgCl 2,1.5 unite Taq DNA polimeraz
enziminden kullanilmistir. PCR amplifikasyonu dongiileri; Sicaklik ve ddngii kosullar olarak, 94 °C’de 5 dk on
denatiirasyon isleminden sonra, 35 dongii boyunca drnekler denatiirasyon i¢in 95 °C’de 1 dk, primerin DNA’ya
yapismasi i¢in 50, 55, 58, 60 veya 63 °C ‘de (Ro der ve ark. 1998)’min her primer i¢in belirledikleri yapisma
sicakliginda) 1 dk, ve uzama safhasi igin 72 °C’de 1 dk ve final uzama safhasi igin 72 °C’de 5 dakika tutulmustur
(Ma ve ark. 2001). PCR isleminden sonra amplifiye olan DNA’lar eloktroforezde % 2’lik agaroz jelde
yuritiilmiistiir. Jel ve elektrot tampon ¢ozeltisi i¢in 10xTBE (216 gr Tris, 110 gr borik asit, 80 ml 0.5M EDTA
pH 8.0 distile su ile 2 litreye tamamlanir) kullanilmstir. Elde edilen PCR firiinleri % 2 agaroz jelde 4.5 V/em
olacak sekilde elektroforezde 3-4 saat 10 X TBE tampon ¢ozeltisinde kosturulup, jel 15 dk Ethidium Bromid
¢ozeltisi ile boyandiktan sonra 15 dk saf suda yikanarak, Quantum ST4 screening programi yardimi ile resimlerin
goriintiilenmesi saglanmistir. Standart markor olarak GeneRuler 100 bp’lik DNA ladder kullanilmistir.
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http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/graingenes/report.cgi?class=colleague;name=Korzun,+Victor+N.
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http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/graingenes/report.cgi?class=colleague;name=Roeder,+Marion+S.
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Veri analizi

Cogaltilmis DNA Pargaciklarinin Saptanmast SSR primerlerinin PCR sonucunda popiilasyonlarin olusturdugu
degisik parmak izlerine gore, bant varligi (1) veya yoklugu (0) seklinde belirlenmistir (Nei and Li 1979).
Primerlerin polimorfizm oranlarinin saptanmasi; Primerlerin polimorfizm oranlari, polimorfik bant sayilarinin
toplam bant sayisina boliiniip 100 ile ¢arpilmasi sonucu belirlenmistir; Polimorfizm orani (%) = (Polimorfik bant
say1st / Toplam bant sayis1) X 100 Primerlerin Polimorfizm Bilgi I¢eriginin (PBI) Saptanmas1 PBI = 1 - X Pi?
formiiliinden yararlanilarak saptanmistir (Riek 2001). Bu yonteme gore polimorfik bantlarda toplam var (1) ve
yok (0) olan bantlarin sayilar1 belirlenip ve bu bantlarin her biri i¢in frekans degerleri hesaplanmistir (Pi: i
bandinin frekansi).

Tipler Arasindaki Genetik Uzakligin Belirlenmesi

Genetik uzakliklar, degisik benzerlik indeksi katsayilar1 (basit eslestirme katsayisi veya Jaccard katsayisi)
yardimiyla belirlenip ve ¢ok boyutlu derecelendirme ve/veya dendrogramlar, UPGMA (Agirlikli Olmayan
Aritmetik Ortalama Es Grup Metodu) ve diger hazir paket programlari ile olusturulmustur (Labate 2000).

Yr26 Dayaniklilik Geninin Yer Aldigi Baglanti Grubunun Olusturulmasi

Baglanti grubu SSR molekiiler markor teknikleri kullanilarak olusturulmaya caligilmistir. Y126 geninin
haritalanmasinda oncelikli olarak Y126 genine 1.9 cM yakinlikta yer alan GWMI11 ve GWM18 (Ma ve ark.
2001), YrH52 genine 2.2 cM mesafede yer alan GWM264 (Peng ve ark. 1999), Yr15, Yr24 ve Yr10 genlerine
yaklagik olarak 4.5 ¢cM mesafede yer alan GWM33 (Ma ve ark. 2001), YrQz genine 5.6 cM mesafede yer
alanGWM388 (Deng e ark. 2004) primerleri ve Yr26 genine 1.4 cM mesafe ile (Wang ve ark. 2008) SSR
primerleri kullanilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Tir bugday genotiplerinin (Ercis 30/1, Ercis 60/1, Amik-M3, Adilcevaz, Merkez-Edremit) hastalik gozlemleri
icin gerceklestirilen inokiilasyonlar i¢in Ankara Tarla Bitkileri Merkez Ararstirma Enstitiisit Miidiirliigliniin
Hastalik ve Zararlilara Dayaniklilik Departmanindan temin edilmis olan sar1 pas (Puccinia striiformis f. sp.
Tritici) patojen izolatlarinin inokiilasyonlar1 Yiiziincii Y1l Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii iklim odasinda
yapilmis olup herhangi bir hastalik reaksiyonu gézlenmemistir. Ancak tekrarlamali olarak Ege Tarimsal
Aragtirma Enstitlisii deneme arazilerinde patojen inokiilasyonu yinelenmesi sonucu yapilan skorlamalarda
beklenen sar1 pas (Puccinia striiformis f. sp. Tritici) patojeninin genotipler tizerindeki yayilisi ve skorlama i¢in
yapilabilecek sayimlar agisindan patojen irklarimin daha ziyade kahverengi pas (Puccinia recondita tritici)
irklarmin gelisme gosterdigi gozlenmistir. Modifiye edilmis Cobb skalasina gore yapilan gozlemler sonucu
patojeninin bitki lizerindeki reaksiyonu incelendiginde sporlarin orta biiytliklikte olustugu MS (Moderately
Susceptible) ve sar1 pas wrklarinin gelisme gosteremedigi gozlenmistir (Sekil 1).
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R55 (6AL/6VS) translokasyon hatt1 ile yerel Tir bugday popiilasyonlarindan olusturulmus bulk (Ercis 30/1,
Ercis 60/1, Amik-M3, Adilcevaz, Merkez-Edremit) ve yakin izogenik hatlar1 arasindaki molekiiler iligkiyi
incelemek amaciyla gerceklestirilen molekiiler analizlerde elde edilmis degerlendirilebilir SSR bant desenleri
iizerinden skorlanan binary veriler ile yapilan istatistik analizler ve dendrogram (filogenetik agac¢) goriintiileri
sekil 2. de verilmigtir. Kullanilan SSR primerleri toplam 212 polimorfik vermis ve Ortalama polimorfik bant
sayis1 primer basina 5.2 olmak iizere maksimum polimorfik bant sayis1t Xgwm 273 primerinden 49 olarak elde
edilmistir. Minimum polimorfik bant sayist ise 13 ile Xgwm 11 primerinden elde edilmistir. Polimorfizim
yuzdesi % 74.3 ile en yiiksek Xbarc 187 primerinden elde edilirken en diisiik polimorfizm yiizdesi ise %24.6 ile
Xgwm 413 primerinden elde edilmistir. Degerlendirmeye alinmig primerlerin polimorfik bilgi igerikleri ise 0.37
ile 0.41 arasinda degisiklik gostermistir. R55 (6AL/6VS) translokasyon hatti, lokal Tir bugday
popiilasyonlarindan olusturulmus bulk ve dayamiklilik geni barindirdigi bilinen 11 yakin izogenik hat ile
gerceklestirilmis molekiiler analizlerden elde edilen bantlarin olusturdugu binary veri setine uygun olarak
hazirlanmig dendogram incelendiginde (Sekil 3.) iki biiyiik ana grup altinda toplanan genotipler icerisinde lokal
Tir genotipinin iki izogenik hat ile birlikte ikinci grupta yer aldigi ve 1B-6B kromozom lokasyonunda Yr3b,Yr4b
dayaniklilik genlerini barindiran Hybrid-46 ve 7B kromozomunda Yr-2+1 dayaniklilik genlerini barindirdig:
bilinen Heines VII hatt1 ile yer aldig1 goriilmektedir. Yr26 dayaniklilik genini tasidigt bilinen R55 (6AL/6VS)
translokasyon hatt1 ise gézlemlenen bu iki major grubun ilkinde diger 9 tek gen hat ile bir arada yer almistir.
Lokal genotip Tir 2BL kromozomunda Yr-7 genine sahip Reicherberg 42 tek gen hatti ile en uzak genotipler
olarak belirlenmistir. Arastirmada kullanilan genotiplerinin birbirleriyle bant bazinda benzerlik ve farklilik
oranlar1 Cizelge 3’te gdsterilmistir.

mMsS L i s i

Sekil 2. Bugday yapraginda sar1 pas enfeksiyon tipleri (Marsalis ve ark. 2006).

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine

o 5 10 15 20 25
Reicherbergd2 8 L - L L i
HeinesPeko 9J
Vilmorin23 3
StrubesDickopf 4Q
Chinesel66 1
SuwanS92Xomar 5 —
> R55 12 ‘
Lee 2
Clement 6
Carteens5 10|
Hybrid4& 7
Heines? 11
Tir 13

Sekil 3.SSR bant desenleri {izerinden olusturulmus 13 bugday genotipine ait dendrogram.
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Cizelge 1. SRR bantlar1 bakimindan Tir ve NIL’ lerin genetik benzerlik oranlari

Chinesel66 Lee Vilmorin23 StrubesDickopf Suwan92Xomar Clement Hybrid46 Reicherberg4d2 HeinesPeko Carteens5 Heines7 R55 Tir
Chinese 166 1.00
Lee 0.67 1.00
Vilmorin23 0.65 0.61 1.00
StrubesDickopf 0.64 0.52 0.75 1.00
Suwan92Xomar 0.50 0.53 0.71 0.68 1.00
Clement 0.50 0.45 0.60 0.52 0.53 1.00
Hybrid46 0.39 0.23 0.35 0.41 0.33 0.25 1.00
Reicherberg42 0.67 0.48 0.70 0.76 0.55 0.48 0.32 1.00
HeinesPeko 0.71 0.46 0.67 0.73 0.52 0.52 0.41 0.85 1.00
Carteens5 0.37 0.27 0.44 0.56 0.44 0.33 0.35 0.52 0.56 1.00
Heines7 0.38 0.19 0.40 0.41 0.39 0.22 0.55 0.36 0.41 0.33 1.00
R55 0.60 0.40 0.55 0.62 0.65 0.41 0.31 0.65 0.62 0.40 0.50 1.00
Tir 0.33 0.22 0.35 0.48 0.47 0.24 0.42 0.44 0.42 0.35 0.50 0.50 1.00
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Sonug

Diinyadaki tiim bugday yetistirme bolgelerinde bugday yetistirme programlarinin en 6nemli hedeflerinden biri
sar1 pasa karsi toleranstir (Akfirat ve ark. 2010). Cesitli cografi bolgelerden gelen bugday menseli irlinler, yeni
ve ¢esitli direncli germplazm geligtirmek i¢in yeni pas diren¢ genlerinin potansiyel bir kaynagidir (Sthapit et al.,
2014). Puccinia striiformis'in neden oldugu sar1 pas f. sp. Tritici kuskusuz 6zellikle bugdayin, bilhassa Orta ve
Bat1 Asya'da 6nemli miktarda yillik verim kaybina neden olan en 6nemli mantar hastaligidir. Dayanikli direngli
cesitlerin tiretimi ve kullanimi en iyi kontrol yontemidir. Iki farkli lokasyonda ve iki tekrarlamali olarak
gerceklestirilen pas inokiilasyonlarinda Cobb skalasi goz dniinde bulundurularak yapilan gézlemler sonucu sari
pas (Puccinia striiformis f. sp. Tritici) patojeninden kaynaklanan reaksiyonlar skorlanabilir diizeyde bir gelisme
gostermemis olmalarina ragmen kahverengi pas (Puccinia recondita tritici) irklarinin MS 6lgekli (Moderately
suscebtible) orta duyarli derecede reaksiyon gosterdigi gozlenmistir. Bu durum genotiplerin verim kaybi
bakimindan risk tasidiklart ve fungusit uygulamalari agisindan patojen irklarinin goézlenmesinde fayda
saglayabilecegi seklinde yorumlanabilmektedir ancak bazi pas direng genlerinin etkinligi, sicaklik, ekin gelisme
asamasi ve hatta konak¢inin azot durumundan etkilenir. Muhtemeldir ki iklim degisikliginden dolay1 konak¢ida
dogrudan ve dolayli degisiklikler mevcut direng genlerinin bazilarinin etkililigini etkileyebilir. Halen iklim
degisikliginin hastalik direncinin etkinligi tizerindeki olasi etkileri bilinmemektedir ve hastalik direnci 1slahi
uzun vadeli bir strateji oldugu i¢in, 6nemli genlerden herhangi birinin iklim degisikligi nedeniyle daha az etkili
olup olmayacagini belirlemek 6nemlidir (Sukumar ve ark. 2010). Yapilmis bu ¢alismada gozlenmis farkls
patojen 1rki gelisimi sicakligin mevsim normalleri {izerinde seyretmesi ve patojen gelisimi igin uygun nem ve
sicakligin  olusmamis olmasindan ve etkin genlerin degisen iklim kosullar1 ile interaksiyonundan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismayla da gézlemlendigi lizere, iklim degisikliginin patojen irklari
Uzerine ve etkin direng genlerinin aktivitesi iizerine olasi etkilerinin arastirilmasi zorunlulugu ortaya ¢ikmustir.
Yr26'nin kokeni molekiiler markor analizi ve direng kalitimi incelendiginde Triticum turgidum L'den geldigini
gbstermektedir ve sonuglar, Yr26'min Ug diger 6AL.6VS translokasyon hatlar;, R43, R55, R64 ve R77 de
tasindigim gostermistir (Jizeng ve ark 2001). Hedef aleller ile yakindan baglantili olan Molekiiler belirtegler
hastalik testlerine gerek duymadan ilgilenilen direng geninin belirlenmesine yardime1 olabilecekleri i¢in bitki
1slahi i¢in faydali bir aragtir. Yiiriitiilen bu ¢alismada R55 (6AL/6VS) translokasyon hatti ile lokal Tir genotipi
arasinda Yr26 gen durumu molekiiler markdrler kullanilarak belirlenmeye galisilmistir. Ayrica Tir genotipinin
Yrl, Yr7, Y13, Yrd, Y19, Yr32, Yr6 ve Yr2 genleri bakimindan da gézlemlene bilmesi amaciyla kullanilmis olan
yakin izogenik hatlar sayesinde Puccinia striiformis diren¢ geni durumu her irka 6zel hastalik testlerine gerek
kalmadan molekiiler diizeyde incelenmistir. Yapilmis sar1 pas inokiilasyonlar1 sonucu olusan konake1
reaksiyonlar1 haricinde molekiiler analizler, bir ¢ok 1slah programinda 6nemli bir gen kaynagi olarak
kullanilabilecek bu lokal genotipin 7B, 1B ve 6B kromozom lokasyonlarinda bulunan Yr2, Yr3 ve Yr4 direng
genlerini barindirabilecegi sonucunu ortaya koymustur.

Y126’y1 karakterize etmek i¢in molekiiler markdrlerin kullanilmasi ve diger molekiiler belirtecler gen piramidini
biiyliik olgiide kolaylastirmali ve bdylece dayanikli sari pas direnci elde etmek igin 1slah g¢aligmalarini
gelistirmelidir.
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