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Oz

Cavdar translokasyonu bugday i1slahinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir genetik kaynak olmakla birlikte
bugdayin ekmeklik kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu arastirmada farkli Yiiksek ve Dustk Molekul

agirhkl glutenin alt tnite (YMA-GA, DMA-GA) kombinasyonlarini tasiyan ayni zamanda ¢avdar translo-
kasyonu taslyip tasimamasina gore genetik bir acilim gézlenen rekombinant kendilenmis hat populasyonu

gelistirilmistir. Rekombinant kendilenmis hat populasyonunun gelistiriimesinde hizli islah teknolojisi ve

tek tohum soy yéntemi kullanilmistir. Bir generasyon stiresi 50-70 giin arasinda degismistir. F, . genera-
syonunda 287 adet kendilenmis hattin elde edildigi arastirmada genetik olarak beklenen 16 farkli YMA-GA
ve DMA-GA kombinasyonu gdzlenmistir. Gelistirilen hatlarin 99 adedinin 7BL.7RS cavdar translokasyonu

tasidigi belirlenmistir. Protein kalitesinin belirlenmesi icin yapilan Gluten Sisme indeksi (GSI) analizi sonu-
cunda Glu-B3b alleli tasiyan hatlarin 3.089 degerine sahip iken, ¢avdar translokasyonu tasiyan (Glu-B3j
alleli) hatlarin 3.013 degerine sahip oldugu saptanmistir. Protein oraninin ise Glu-B3b alleli tasiyan hatlarda

%21.41, Glu-B3j alleli tasiyan hatlarda %20.33 oldugu saptanmistir. Elde edilen rekombinant kendilenmis

hat populasyonu cavdar translokasyonu ile YMA-GA ve DMA-GA (nitelerinin ekmeklik bugdayin kalite 6zel-
liklerine etkisinin arastirilabilecegi materyal olarak kullanilabilir. Arastirma sonuglari hizli islah teknolojisinin

bugdayda kisa stirede arastirma materyali gelistirmek icin etkin olarak kullanilabilecegini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Hizli Islah, Cavdar Translokasyonu
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Abstract

Rye translocation is a significant genetic resource widely used in bread wheat breeding, but it neg-
atively affects the bread-making quality. A recombinant inbred line population (RILs) containing
different glutenin subunit (GS) combinations of High and Low Molecular Weight (HMW and LMW)
and also carries rye translocation or not was developed in the study. We used speed breeding tech-
nology and the single seed descent method to develop recombinant lines (RILs). The plants were
grown in the plant growth room using Light-Emitting Diode (LED) lamps with a broad spectrum
in 22 hours of light and 2 hours of darkness. A generation period ranged between 50-70 days. We
obtained two hundred eighty seven inbred lines in F, . generation of the RILs population containing
16 different HMW-GS and LMW-GS combinations, genetically anticipated. Ninety-nine of the RILs
carried 1BL.IRS rye translocation. As a result of the Gluten Swelling Index (GSI) analysis performed to
determine the protein quality, it was determined that the lines carrying the Glu-B3b allele had a GSI
value of 3.089, while the lines carrying the rye translocation (G/u-B3j allele) had a GSI value of 3.013.
The protein content was found to be 21.41% in the lines carrying the Glu-B3b allele and 20.33% in the
lines carrying the G/u-B3j allele. The RILs could be used to investigate the effect of HMW-GS and
LMW-GS and rye translocation on the quality properties of bread wheat. The results showed that
speed breeding technology is helpful to develop research material in bread wheat in a short period.

Keywords: Speed Breeding, Rye Translocation.

GIRIS

Guniimuzde oldugu gibi gelecekte de gida giivenligi insanligin ilk 6nce-
ligi olacaktir. Genis adaptasyon yetenegi ve birim kalori Gretiminde diger
bitkilere kiyasla daha disiik su titketimiyle tahillar gida temininde kullani-
lan stratejik bitkilerdir. 2050 yilinda gida temininin kargilanabilmesi icin
tahil diretiminin %50 oraninda artirilmasi gerektigi on gorilmektedir (Lo-
pes vd., 2012). Piring, patates ve misirla birlikte dinyada kalori ihtiyacinin
yaklagik olarak yiizde 60’11 kargilayan bugday bu anlamda gelecekte de
onemli bir yere sahip olacaktir (Shewry ve Hey., 2015). Biyotik ve abiyotik
stres faktorlerinin arttig bir diinyada gida ihtiyacinin karsilanmasi tarimsal
aragtirmalarin en zorlu gorevidir. Stiphesiz bu gorevin bagarilmasinda bitki
1slahinin katkis1 énemlidir (Hickey vd., 2017). Giiniimiizde bitki 1slahi tek-
nolojik gelismeler sonucunda fenotipik ve genotipik veri tiretiminde énem-
li bir potansiyele kavusmustur (Elango vd., 2021). Bununla birlikte 1slah
programlar: igin 6nemli sinirlayicilardan biri agilan generasyonda homozi-
got bireylerin yetistirilmesi igin gegen stiredir. Nitekim bu konuda beklenen
yenilik, 2018 yilinda hizh 1slah teknolojisinin geligtirilmesiyle yasanmistir
(Watson vd., 2018; Ghosh vd., 2018). Yazlik bugdayda yilda 6 generasyon
yetigtirme imkéan1 saglayan hizli 1slah teknolojisi yayinlanmasinin ardindan
diinyada birgok 1slah programi tarafindan kullanilmaya baglanmigtir. Hizli
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1slah teknolojisi yeni gesitlerin geligtirilmesi yaninda tarimsal arastirmalara
konu olacak genetik materyallerin gelistirilmesinde de dnemli bir katk: sag-
lamaktadir (Ghosh vd., 2018).

Ekonomik 6neme sahip 6zellikleri kontrol eden genlerin molekiiler ola-
rak belirlenmesi 1slah programlarina degerli katkilar saglamaktadir. Genoti-
pik verilerin tiretilmesinde farkli 6zelliklere sahip haritalama popiilasyon-
lar1 kullanilmaktadir (Moose ve Mumm., 2008). Rekombinant kendilenmis
hat popiilasyonlar1 homozigot hatlarda galisma imkani sunmasi ve hatlar-
da ortaya gikan yiiksek rekombinasyon oraniyla hem genetik arastirmalar
da hem de elit materyal geligtirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Bordes vd., 2014). Bugday 1slahinda genotipik bilgilerin tiretilmesi yanin-
da diger 6nemli bir konu da genetik varyasyonun 1slah hedeflerine uygun
sekilde genis tutulmasidir (Lopes vd., 2015).

Genetik varyasyonun genisletilmesi ve hedef genlerin kullanilmasinda
sirasiyla yerel genotipler ve yabani tiirler tercih edilmektedir. Bu amacla
kullanilan diger 6nemli bir kaynak da akraba tiirlerdir. Bu kapsamda bugday
1slahinda kullanilan 6nemli genetik kaynaklardan biri de gavdardir. Cavdar
translokasyonu danyadaki birgok bugday 1slah programinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cavdar translokasyonu tagiyan cesitler Diinya’da yogun
olarak yetigtirilmekte ve bu genotipler 1slah programlarinda ebeveyn olarak
kullanilmaktadir (Rabinovich, 1998; Graybosch, 2001). Cavdar translokas-
yonlar1 verim potansiyeli, stabilite, abiyotik ve biyotik stres faktorlerine to-
lerans konusunda 6nemli avantajlar saglamasina ragmen (Moreno-Sevilla
vd., 1992; Moreno-Sevilla vd., 1995; Villareal vd., 1998; Graybosch., 2001;
Kim vd., 2004; Hoffman., 2008; Ehdaie., 2011) bugdayin ekmeklik kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir (Zeller ve Hsam, 1984; Dhaliwal ve Mac-
Ritche, 1990; Graybosch vd., 1990; Bullrich vd., 1998; Graybosch, 2001;
Gobaa vd., 2008; Li vd., 2009; Zheng vd., 2009; Moiraghi vd., 2013; Ma
vd., 2019; Rasheed vd., 2019). Cavdar translokasyonu tagiyan genotiplerde
kalitenin diisiik olmasi genellikle Glu-B3 lokusunda bulunan DMA glutenin
alt iinitelerinin bulunmamasi ve gavdardan transfer edilen secalin proteini
nedeniyledir. Bununla birlikte gavdar translokasyonu tagiyan genotiplerin
kalite veya agronomik 6zelliklerine bu genotiplerin genetik tabanlarinin et-
kisinin oldugu da unutulmamalidir. Giiniimiiz bugday 1slah programlari-
nin 6nemli aragtirma hedeflerinden biri de gavdar translokasyonu tasiyan
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genotiplerin kabul edilebilir kalite 6zelliklerine sahip olmasidir. Bu hedefin
basarilmasinda ilk akla gelen genotipik kaynaklar, YMA-GA ve DMA-GA
tniteleridir. Bu polimerik yapilarin tek bagina bugdayin ekmeklik kalite-
sinde ortaya gikan degisimin yiizde 47-60’1n1n kaynagi oldugu bildirilmistir
(Payne, 1987; Rakszegi vd., 2005). Graybosch (2001) cavdar translokasyonu
tasiyan genotiplerin kalite 6zelliklerini iyilestirmeyi hedefleyen galigmalar-
da ebeveynden birinin gii¢lii glutene sahip olmasi ve ideal YMA glutenin
alt tinitelerini tasimasi gerektigini bildirmistir.

Bu kapsamda ilk akla gelen genetik kaynak overexpress 6zellige sahip
olan Bx7%" alt tinitesidir. Overexpress ozellige sahip Bx7°* YMA glutenin
alt iinitesinin bugday ununda extra gicli glutenin genetik kaynagi oldugu-
nu gosteren birgok arastirma bulunmaktadir (Marchylo vd., 1992; D’Ovidio
vd., 1997; Butow vd., 2003; Ragupathy vd., 2008; Li vd., 2014; Rasheed
vd., 2019). Howell vd., (2014) cavdar translokasyonu tasiyan Arjantin bug-
daylarinda Bx7° YMA alt {initesinin ekmek olma kalitesini olumlu y6nde
etkiledigini bildirmislerdir.

Tirkiye’de yapilan bir arastirmada giincel yetistiriciligi yapilan gesitle-
rin de bulundugu genotiplerden 100 tanesi taranmig ve genotiplerin sadece
dort tanesinin gavdar translokasyonu tagidigr tespit edilmistir (Yediay vd.,
2010). Bu gegitler; Y11d1z98, Tahirova2000, Osmaniyem ve Seri82’dir. Ttr-
kiye’de gavdar translokasyonu tasiyan gesit sayisinin bu denli az olmasinda
ekmeklik kalite 6zelliklerinin bu genotiplerde diigiik olmas: etkili olabilir.
Rasheed vd., (2019) danyadaki 1slah programlarinda wbm (wheat bread-
making gene) ve Bx7°F alt tinitesinin gok yaygin olmadigini bildirmiglerdir.

Cavdar translokasyonu tagiyan genotiplerin diger 6nemli bir 6zelligi de
genetik tabana bagl olarak kuraga tolerans gostermeleridir. Cavdar trans-
lokasyonu tagiyan genotiplerin kurakliga toleransi genellikle kok ozellik-
leriyle iligskilendirilmig ve bu iliskinin molekiiler kaynaklar: belirlenmigtir
(Villareal vd., 1998; Ehdaie vd., 2003; Sharma vd., 2009; Sharma vd., 2011).
Ayrica bitki ortiisit sicakligy ile kok o6zellikleri arasindaki giiclii iligki de
(Lopes ve Reynolds, 2010) goz 6ntine alindiginda gavdar translokasyonu-
nun kurak alanlar igin 6nemi bir kat daha artmaktadir. Howell vd., (2014)
standart gavdar translokasyonu tasiyan ve Sec-1 lokusu tagimayan yakin
izogenik hatlarda yaptiklar1 aragtirmada standart gavdar translokasyonu ta-
siyan hatlarin, Sec-1 lokusu tasimayan hatlardan daha yiiksek verim potan-
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siyeline ve kuraklikla iligkili daha avantajli parametrelere sahip olduklarini
belirlemislerdir. Aragtirma sonuglar1 molekiiler olarak Sharma vd., (2011)
tarafindan elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir.

Aragtirmada hizli 1slah teknolojisi kullanilarak gavdar translokasyonu tagi-
yan ve tagimayan hatlarin yer aldig1 ekmeklik bugdayin kalite 6zellikleri tize-
rine farkli YMA-GA ve DMA-GA tnite kombinasyonlarinin etkilerinin aragti-
rilabilecegi bir rekombinant kendilenmis hat poptilasyonu gelistirilmistir.

MATERYAL VE METOD

Bitki Materyali

Tosunbey ve Tahirova2000 ekmeklik bugday cesitlerini kullanarak gelis-
tirmis oldugumuz rekombinant kendilenmig hat populasyonundan kalite
ozelliklerine ve gavdar translokasyonu tasiyip tasimamasina gore iki tane
hatt1 ebeveyn olarak sectik. Bu hatlardan biri 2*, 7+9, 5+10 YMA gliitenin
alt Ginitelerini ve DMA glatenin alt tinitelerini kodlayan GluA3e, GluB3j ve
GluD3b allellerini ve 1BL.1RS gavdar translokasyonu tasimaktadir ve bu
hattin protein kalitesi diigiiktiir ve bu galismada RILs44 olarak adlandiril-
migtir. Diger hat ise 1, 17418, 5+10 YMA gliitenin alt tinitelerini ve DMA
gliitenin alt tnitelerini kodlayan GluA3b, GluB3b ve GluD3b allellerini tagi-
makta ve gavdar translokasyonu tagimamaktadir ve protein kalitesi yiiksek
bir hattir. Bu hatta, Kanada kokenli Glenlea gesidinden overexpress 6zelli-
gine sahip 7°E48* alt iinitesini biyokimyasal markor destekli geriye melez-
leme yontemiyle transfer ettik. BC4F, , generasyonunda 1, 7°°+8%, 5+10
alt Ginitelerini ve GluA3b, GluB3b ve GIuD3b allellerini tasiyan yakin izoge-
nik bir hat elde ettik ve bu hat aragtirmada NILs78 olarak adlandirilmistir.
RILs44 ve NILs78 hatlar1 kullanilarak yeni bir rekombinant kendilenmig
hat poptlasyonu gelistirilmigtir. Aragtirma sonucunda 16 farkli YMA-GA
ve DMA-GA kombinasyonunun gézlendigi F,, generasyonunda 287 adet
kendilenmis hat gelistirilmigtir (Tablo 1).
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Populasyonun gelistirilmesi

Populasyonun geligtirilmesinde tek tohum soy yéntemi (Brim, 1966) ve
hizli 1slah teknolojisi (Watson vd., 2018, Hickey vd., 2017) kullanmilmigtir.
Bitkiler, 1siklandirmasi genis spektrumlu Light-Emitting Diode (LED) lam-
balarin kullanildigi bitki biiytitme odasinda 22 saat 1g1k, 2 saat karanlik
periyotta yetigtirilmistir. Isikli periyotta oda sicakligi 25+1 °C, karanlik
periyotta ise 18+1 °C olacak sekilde klima (Mitsubishi) ile iklimlendiril-
migtir. Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunun gelistirilmesinde
kullanilan genotipler 4°C’deki buzdolabinda yaklagik 30 giin siireyle ver-
nalize edilmigtir. Bitkilerin yetigtirilmesi igin Klassman TS1 besin elementi
katkil: torf (Almanya) kullanilmigtir. Vernalize olan bitkiler 4x4 cm gapinda
ve 6,5 cm yuksekligindeki gozlere sahip goklu saksilara (viyol) dikilmigtir.
Bitkilere diizenli olarak makro ve mikrobesin elementi igeren kombi giib-
relerle glibreleme yapilmigtir. Bitkilerde besin elementi eksikligi gozlenme-
si durumunda yapraktan giibreleme uygulamasi da yapilmistir. Bitkilerin
gelisme donemlerine iligkin veriler toplanmigtir. Bitkilerin ilk yaprak ve
tgtnct yaprak cikisi, sapa kalkma déonemi, gebecik (booting), bagsaklanma
ve c¢igeklenme donemlerine iligkin veriler toplanmigtir. Bitkiler coklu saksi-
larda yetistirildigi igin hatlarin tek tek verileri alinamamais genel olarak ilk
gelisme gosteren ve son gelisme gosteren hatlara iligskin veriler toplanmastur.
Hasat zamani son cigeklenen bitkilere gore yapilmigtir. F3 generasyonun-
dan sonra populasyondaki bitkiler erkenciler ve gecgiler olarak iki farkli
grup halinde ekilmeye ve hasat edilmeye baglanmistir. Bitkilerin hasat
edilmesi genel olarak gigeklenmeden 17-20 giin sonra gergeklestirilmis ve
hasat edilen bagaklar 35 °C kurutulmustur (Daihan inkiibatér). Kurutulan
basaklarin her birinden bir tane alinarak 4 °C’deki buzdolabinda dorman-
silerinin kirilmas1 amaciyla 4-5 giin stireyle tutulmustur. Daha sonra bu
tohumlar 20 °C’deki bitki biiytitme kabininde (Nive Bitki Biiytitme Kabini)
iki gtin stireyle tutulmus ve petri igerisinde gimlenmeye baslayan tohumlar
vernalize edilmek {izere buzdolabina alinmigtir. Bu iglemler (Watson vd.,
2018) ve (Hickey vd., 2017) tarafindan belirtilen hizli 1slah teknolojisine
gore gerceklegtirilmistir.
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Kalite 6zelliklerinin belirlenmesi icin sera denemesinin
yuratilmesi

Geligtirilen haritalama populasyonundan farkli HMW-GS ve LMW-GS
kombinasyonlar1 sahip RILs segilmis ve tam kontrollii serada denemeye
alinmigtir. Serada sicaklik 25+3 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Sera saat
17.00-02.00 saatleri arasinda 400 w degerindeki halojen lambalarla aydinla-
tilmigtir. RILs bitkileri 3 litrelik saksilara ekilmigtir (Akytz saks1). Bitkilerin
yetigtirilmesinde populasyonlarin geligtirilmesi bashig altindaki agronomik
uygulamalar yapilmigtir. Giibreleme ve sulama miktarlar: her saks1 igin egit
miktarda uygulanmistir. Saksilarin yeri her hafta periyodik olarak ayni si-
ralamayla degigtirilmistir. Bitkilerin gelisme donemleri yaninda bitki boyu,
basak boyu, bagakta tane sayis1 ve tane agirligi gibi bitkisel ¢zelliklerine
iligkin veriler toplanmigtur.

Kalite analizleri

Calismada NILs78 ve RILs44’tn melezlenmesinden elde edilen glute-
nin alt tinitelerini tagiyan kendilenmig hatlarin F_ tohumlar1 kullanilmagtir.
Elde edilen tohumlar siklon degirmende 6gitiilerek un haline getirilmistir.
Perten Inframatic IM 9500 cihazinin (Perten Instruments, Sweden) un mo-
diilii kullanilarak unlarin protein oranlari belirlenmigtir ve kuru maddedeki
igerigine gore yiizde olarak ifade edilmistir.

Gluten sigsme indeksi (GSI) Wang ve Kovacs (2002) tarafindan gelistiri-
len yonteme gore yapilmistir. Her generasyona sahip orneklerden 40 mg
tartilarak 1.5 ml plastik mikrosantrifiij tipine konulmus ve 0.6 ml distile
su ilave edilmistir. Tipler hizla kapatilarak vorteks karistirici (Vortex Ge-
nie 2, Scientific Industries, Bohemia, NY) ile bes saniye boyunca iyice ka-
rigtirilmistir. Daha sonra tiipler bir termomikserde (Eppendorf model 5436,
Brinkmann Instruments, Westbury, NY) 1400 rpm’de 20 dakika boyunca
karistirilmigtir. Approved Method 56-70’de (AACC 2000) tarif edildigi gibi
0.6 ml SDS-laktik asit stok soltisyonu eklenmigtir ve tiipler bes saniye vor-
tekslenmigtir. Ttupler daha sonra 10 ve 20 dakika araliklar da bes saniye
vorteksleme yapilarak 20 dakika boyunca 1400 rpm’de termomiksere yer-
legtirilmis ve ardindan bes dakika boyunca 300 x g’de santrifiijlenmisgtir
(Micromax model, International Equipment Co., Needham Height, MA). Ka-
lintinin ytizeyine temas etmemesine 6zen gostererek stipernatant atilmigtir.
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Daha sonra tiipler ve gokeltiler tartilmig ve GSI %14 nem esas1 dikkate ali-
narak sismis ¢okeltinin agirhiginin orijinal numune agirligina béliinmesiyle
hesaplanmigtir. Serada yiriitiilen denemeler augmentin deneme desenine
gore kurulmustur. Bu deneme deseninde kontrol olarak kullanilan hatlar
her bir blokta yer alirken hatlar bloklarda tekerrtrsiiz olarak bir kez yer
almaktadair.

Molekiiler analizler

Yiiksek molekiil agirlikli (YMA) ve Dusiik molekiil agirlikli (DMA) glute-
nin alt (GA) iinitelerinin belirlenmesi icin bugday genotiplerinin YMA-GA,
Masci vd. (2000) ve Gianibelli vd. (2002) tarafindan tanimlanan ve Koyun-
cu (2009) tarafindan modifiye edilerek detayli protokola verilen sodyum
dodesil stlfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile belir-
lenmistir. 287 adet kendilenmis rekombinant hatta ait her bir tohum numa-
ralandirilarak yarisi negter ile kesilmisgtir. Kesilen bugday tanesi havanda
ezildikten sonra sirasiyla %70 (v/v) etanol ve %50 (v/v) 1-propanol ile mua-
mele edilmistir. Glutenin olmayan proteinler uzaklagtirilmistir. Daha sonra
Singh vd., (1991) tarafindan 6nerilen yontemle glutenin proteinleri ekstrak-
te edilerek indirgenmis ve SDS-PAGE sistemi kullanilarak ytratalmigtir.
YMA ve DMA glutenin alt tiniteleri goriintii isleme sisteminde (BioRad) go-
riintiilenmig ve hatlarin sahip oldugu alt tiniteler belirlenmistir.

BULGULAR

Haritalama populasyonunda yer alan hatlarin YMA ve
DMA glutenin alt linite kombinasyonlari

Aragtirmada gavdar translokasyonu tagiyan ve tagimayan hatlarda farkl
YMA ve DMA glutenin alt tinitelerinin bugdayin kalitesine etkisini aragtir-
ma amaciyla kullanilacak bir haritalama populasyonu gelistirilmigtir. Ha-
ritalama populasyonunun gelistirilmesinde Mendel agilimina gore gergek-
legsmesi muhtemel YMA ve DMA gliitenin alt tinitesi kombinasyonlar1 ve
aragtirma sonucu bu kombinasyonlarda gergeklesen hat sayilarina iligkin
veriler Tablo 1’de verilmigtir. Tablo 1 incelendiginde goriilecegi tizere hem
Glu-B3j allelini yani cavdar translokasyonu tagiyan hem de overexpress
ozelligine sahip 7 nolu alt initeyi tagiyan dort adet kombinasyon belirlen-
migtir. Teorik olarak protein kalitesinin 7°%+8* YMA gliitenin alt {initesi
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yaninda Glu-A3 ve Glu-B3 allelleri igin DMA alt iinitesini tasiyan hatlarda
yliksek olmasi beklenirken, cavdar translokasyonu tasiyan (Glu-B3j) hatla-
rin protein kalitesinin diisitk olmasi beklenir. Ebeveyn genotipler Glu-D1
ve Glu-B3 allelleri igin ayni alt tiniteleri tagidigi igin bu alleller bakimindan
agilim gozlenmemistir.

Haritalama populasyonunda toplam olarak F, , generasyonunda 287 adet
hat gelistirilmistir. Farkli allel kombinasyonlarina sahip hatlarin sayisi1 6 ile
51 arasinda degigmigtir (Tablo 1). Tek tohum soy yontemine gore gelistirilen
haritalama popiilasyonunda hatlarin allel kombinasyonu dengeli bir sekil-
de dagilmamistir, bu da beklenen bir durumdur. Bazi kombinasyonlardaki
hat sayisinin artmasi igin popiilasyondaki hat sayis1 F2 generasyonundan
itibaren artirilmalidir. Gelistirilen haritalama populasyonu gavdar translo-
kasyonu tagiyan hatlarin protein kalitesi tizerine YMA glutenin alt tiniteleri
ve DMA glutenin alt allellerine ait etkilerinin belirlenmesi amaciyla kulla-
nilabilir.

Tablo 1
Haritalama populasyonunda yer alan hatlarin YMA-GA ve DMA-GA kombinasyonlar: ve gelistirilen hat sayilart

YMA-GA iiniteleri DMA-GA iiniteleri
Hat Say1s1
Glu-Al Glu-BI Glu-DI Glu-A3 Glu-B3 Glu-B3
1 7OE+g%* 5+10 b b b 24
1 7OE+8* 5+10 e b b 25
1 7OE+g* 5+10 b j b 7
1 7OE+g* 5+10 e j b 6
2% 7OE+g* 5+10 b b b 51
2% 7OE+8* 5+10 e b b 39
2% 7OE+g* 5+10 b j b 9
2% 7OE+8% 5+10 e j b 11
1 7+9 5+10 b b b 12
1 7+9 5+10 e b b 8
1 7+9 5+10 b j b 26
1 749 5+10 e j b 12
2% 7+9 5+10 b b b 12
2% 7+9 5+10 e b b 17
2% 7+9 5+10 b j b 13
2% 7+9 5+10 e j b 15
Toplam 287
Ebeveyn
2% 7+9 5+10 e j b RILs44
1 7OE+8* 5+10 b b b NILs78
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Sekil 1 NILs78 x RILs44 melezinin Fs generasyonundaki tohumlarinin SDS-PAGE jel gériintiisii

Sekil 1’de NILs78 x RILs44 melezlemesi sonucu elde edilen F6 gene-
rasyonundaki tohumlarin SDS-PAGE gortintiisiine yer verilmigtir. Hatlarin
YMA-GA ve DMA-GA verileri protein temelli markor olan SDS-PAGE yon-
temi kullanilarak saptanmistir.

Haritalama populasyonuna iliskin fenotipik veriler

NILs78 x RILs44 melezi sonucu elde edilen hatlarin F,,, F, ,, F, ve F_,
generasyonlarinin gelisim dénemlerine iligkin ekim zamani ve fenotipik
gozlem verileri sirasiyla Tablo 2, 3, 4 ve 5'te yer almaktadir.

Tablo 2
NILs78 x RILs44 melezinin F>.3 generasyonuna ait fenotipik gézlemler (Giin)

31.10.2019
Ekim Tarihi Basaklanma siiresine gére gruplar
Erkenciler Gegciler

1.Yaprak ¢ikist 1 1
3.Yaprak ¢ikist 7 8
Sap uzamasi 23 43
Gebecik 29 48
Bagaklanma 30 50
Cigeklenme 34 54
Hasat 55 70

Vernalizasyon sonrasinda ekimleri gerceklestirilen NILs78 x RILs44 me-
lezinin F,, generasyonundaki hatlar 3 generasyonunda erken basaklanan-
lar ve geg bagaklananlar olarak iki farkli grupta hasat edilmistir ve bu grup-
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lar farkli coklu saksilara ekilmistir. Hizli 1slah teknolojisine gore yetistirilen
genotipler gigeklenmeden yaklagik olarak 15-20 giin sonra hasat edilmistir.
Erkenci olarak segilen hatlarin hasadi ekimden 55 giin sonra yapilirken,
gecci olarak segilen hatlarin hasadi ekim tarihinden 70 giin sonra yapil-
migtir. Gelisim dénemleri arasinda erkenci ve gecci grup arasindaki farkli-
lik sapa kalkma stiresinde yagsanmistir. Erkenci gruptaki hatlar ortalama 23
giinde sapa kalkarken, gegci gruptaki hatlarin sapa kalkma siiresi 43 giin
stirmiistiir. Tahillarda bagsaklanma vernalizasyon, fotoperiyot ve erkencilik
genlerinin kontroliindedir (Hay ve Ellis, 1998). Her iki grupta da sapa kalk-
ma doneminden sonraki donemler arasinda gegen siireler yaklagik olarak
benzerlik gostermistir. Aragstirmada saptanan generasyon stireleri hizli 1slah
teknolojisini gelistiren arastirma grubunun verileriyle uyum igerisindedir
(Watson vd., 2018).

Tablo 3

NILs78 x RILs44 melezinin Fs.1 generasyonuna ait fenotipik gzlemler (Giin)

07.02.2020
Ekim Tarihi Bagaklanma siiresine gore gruplar
Erkenciler Gegciler

1.Yaprak ¢ikist 1 1
3.Yaprak ¢ikist 5 6
Sap uzamasi 21 27
Gebecik 29 38
Bagaklanma 31 44
Cigeklenme 35 48
Hasat 50 63

Hizli 1slah teknolojisine gore yetistirilen haritalama populasyonundaki
F,, generasyonuna ait hatlarin erken ve ge¢ basaklananlar1 bir énceki ge-
nerasyonda oldugu gibi bir ay stireyle vernalize edilmig ve iki farkli grup
olarak goklu saksilara ekimleri yapilmigtir. Bu generasyonda erkenci olarak
segilen hatlarin hasadi ekimden 50 giin sonra, gegci olarak secilen hatlarin
hasadi ekim tarihinden 63 giin sonra yapilmigtir. Tablo 3’de goriilecegi tize-
re NILs78 x RILs44 melezinin F, , generasyonunda da erkenci ve gegci grup
arasinda farklilik sap uzamasi1 déoneminde yagsanmigtir ama fark bir 6nceki
generasyona gore oldukga dugiik gergeklesmistir. Erkenci gruptaki hatlarin
gebecik donemine ulagma siiresi ortalama 29 giin iken, gegci gruptaki hatla-
rin gebecik donemine ulagma siiresi 38 ginde gergeklesmistir.



é CihanntUma Teknoloji, Fen ve Mlhendislik Bilimleri Akademi Dergisi

Tablo 4
NILs78 x RILs44 melezinin F4:s generasyonuna ait fenotipik gézlemler (Giin)

27.05.2020
Ekim Tarihi Bagaklanma siiresine gore gruplar
Erkenciler Geggiler

1.Yaprak ¢ikist 1 1
3.Yaprak ¢ikist 7 8
Sap uzamasi 24 27
Gebecik 32 35
Bagaklanma 34 39
Cigeklenme 36 42
Hasat 51 60

Popiilasyonun F, generasyonundaki hatlar yine iki farkli olgunlagsma
grubuna gore yetistirilmistir. Erkenci hatlarin yer aldig1 grubun generasyon
stiresi 51 giinde tamamlanirken, gegci gruptaki hatlarin generasyon stiresi
60 giinde tamamlanmigtir. Genotiplerin hasadi gigeklenmeden sonra yakla-
sik olarak 15-20 giin igerisinde gergeklestirilmigtir. Tablo 4’teki erkenci ve
gecci grup arasindaki gelisim donemleri incelendiginde gelisim donemleri
arasindaki farkliligin basaklanma siiresinde gozlenmeye basladig: anlagil-
maktadir.

Tablo 5§
NILs78 x RILs44 melezinin Fs.s generasyonuna ait fenotipik gézlemler (Giin)

02.10.2020
Ekim Tarihi Basaklanma siiresine gére gruplar
Erkenciler Geggiler

1.Yaprak ¢ikist 1 1
3.Yaprak ¢ikist 6 5
Sap uzamasi 27 28
Gebecik 32 34
Bagaklanma 34 39
Cigeklenme 37 45
Hasat 51 60

Tek tohum soy yéntemiyle gelistirilen populasyonun F_ generasyonun-
da erkenci ve gegci gruplarin hasat stireleri bir dnceki generasyonla benzer-
lik gostermistir. Benzer sekilde gegci gruptaki hatlarin generasyon siiresinin
uzamasinda bagaklanma ve giceklenme donemlerinin daha uzun olmasi
etkili olmustur. Elde edilen sonuglara gore erkenci ve gecci grup arasin-
daki generasyon stiresi farkliliklar1 erken generasyonlarda sapa kalkma sii-
resinde yasanirken, daha ileri generasyonlarda bagaklanma ve cigeklenme
stirelerinde yasanmigtir. Aragtirma sonuglarina gore hizli 1slah teknolojisi
kullanilarak bugdayda generasyon siiresinin énemli oranda kisaltilacag: go-
rilmiigtir.
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Geligtirilen haritalama populasyonunda bazi kalite analizlerini yapmak
igin farkli YMA ve DMA gliitenin alt tinitesi kombinasyonuna sahip F,  ge-
nerasyondaki hatlar tam kontrolli sera sartlarinda saklilarda yetigtirilmistir.
Yetistirilen bitkilerin bitki boyu, basak boyu, bagakta tane sayis1 ve bagakta
tane agirlig1 degerlerine iligskin ortalamalara Tablo 6’da yer verilmistir.

Tablo 6

Tam kontrollii serada yetistirilen Fs.c hatlarinin bitki boyu, basak boyu, basakta tane sayisi ve basakta tane
agirhigina iliskin ortalama degerler

Basakta Tane Agirlig

Bitki Boyu (cm) Basak Boyu (cm) Basakta Tane Sayisi ©
DO SH DO SH DO SH DO SH
Ortalama 61.2 3.53 6.58 0.44 24.90 3.88 0.76 0.12
Maksimum deger 80.5 4.11 9.83 0.51 4475 451 1.64 0.14
Minimum deger 38.5 2.60 424 0.32 13.00 2.85 0.27 0.09
VK% 9.45 10.97 25.45 26.31

DO: Diizeltilmis Ortalama SH: Standart Hata VK: Varyasyon Katsayis1

Yetistirilen bitkilerde en yiiksek bitki boyu 80.5 cm olurken. en kisa bit-
ki boyu 38.5 cm olarak belirlenmigtir. Ortalama bitki boyu 61.2 cm olarak
gergeklesmistir. Hatlarin basak boyu 4.24 - 9.83 cm arasinda degismis ve or-
talama bagak boyu 6.58 cm olarak gergeklesmistir. Bir bagagin ortalama boy
uzunlugu ise 6.58 cm’dir. Genotiplerin ortalama basakta tane sayisi1 24.90
adet olarak gergeklesmis ve bagakta tane sayisi degerleri 13.00 — 44.75 adet
arasinda degismigtir. Bagakta tane agirligi bakimindan hatlar incelendigin-
de ortalama degerin 0.76 g oldugu ve bu deger bakimindan verilerin 0.27
— 1.64 g arasinda degismigtir. Elde edilen veriler serada yetistirilen bitkiler
igin kabul edilebilir nitelikte gostermistir.

Gluten Sisme indeksi (GS/) ve Protein orani

Calismanin bu boliimiinde amacimiz arazi sartlarina gikmadan 6nce ge-
listirmis oldugumuz hatlarin kalite 6zellikleri konusunda sera sartlarinda
hizli ve kiigtik miktarda ¢rnekler kullanilarak kalite analizleri gergeklegtir-
mek ve hatlar hakkinda fikir sahibi olmaktir. Protein kalitesinin belirlen-
mesinde cok az miktardaki érnekle yapilabilen Gluten Sisme Indeksi (GSI)
ve Near Infrared Reflectance (NIR) cihazi kullanilarak protein oram saptan-
muistir.
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Tablo 7

Tam kontrollii serada yetistirilen hatlarin GSI (ml) degerlerine iliskin varyans analiz tablosu

GSI (ml)

Varyans Kaynaklari SD KO F
Model 6 0.263 8.97
Glu-Al 1 0.099 3.40
Glu-B1 1 0.002 0.06
Glu-A3 1 0.031 1.07
Glu-B3 1 0.259 8.82%

GluAl x GluBI 1 0.813 27.70%*
GluA3 x GluB3 1 0.058 1.99
Hata 285 0.029

Toplam 141

*0,05 diizeyinde. **0,01 diizeyinde 6nemli, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, GSI: Gluten Sisme indeksi

Hatlarin GSI 6zelligine iligkin varyans analiz verilerine Tablo 7’de yer
verilmistir. Istatistik analiz programi igin Jump 12.0 kullanilmistir. Yapilan
istatistik analiz sonucunda GluA1 x GIluB1 kombinasyonuna sahip geno-
tiplerinin GSI oranlar: arasindaki farklarin istatistiki olarak %1 diizeyinde,
Glu-B3 alleli tagiyan genotiplerin GSI degerleri arasindaki farklarin ise ista-
tistiki olarak %5 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur.

Tablo 8

Tam kontrollii serada yetistirilen hatlarin protein oranina (% km) iliskin varyans analiz tablosu

Protein (%)

Varyans Kaynaklart SD KO F
Model 6 10.21 3.87
Glu-A1 1 1.22 0.46
Glu-Bl1 1 8.98 3.40
Glu-A3 1 0.17 0.06
Glu-B3 1 25.0 9.49%*

GluAl x GluB1 1 13.86 5.26*
GluA3 x GluB3 1 21.10 8.0%*
Hata 129 2.62
Toplam 141

*0,05 diizeyinde. **0,01 diizeyinde onemli SD: Serbestlik derecesi KO: Kareler ortalamasi

Hatlarin protein oranina iligkin varyans analiz verilerine Tablo 8’de yer
verilmigtir. Yapilan istatistik analiz sonucunda Glu-B3 allelini tagiyan geno-
tiplerin protein oranlar1 arasindaki farkin istatistiki %1 diizeyinde 6nemli
oldugu saptanmistir. Ayrica GluA1 x GluB1 ve GluA3 x GIuB3 allel kombi-
nasyonlarini tagsiyan genotiplerin protein oranlar1 arasindaki farklarin ista-
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tistiki olarak sirasiyla %5 ve %1 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmigtir.
Elde edilen veriler sera gartlarinda yetistirilen bitkilerin ve az numune mik-
tar1 kullanilarak yapilan kalite 6zellikleri arasindaki farkliliklarin belirlene-
bilecegini gostermektedir.

Tablo 9
Tam kontrollii serada yetistirilen hatlarin GSI (ml) ve protein oranina (%) YMA-GA ve DMA-GA etkisi

GSI (ml) Protein (% km)
YMA-GA Uniteleri DO SH Do SH

1 3.031 0.015 20.77 0.207

Glu Al
2% 3.071 0.015 20.97 0.213
7OF + 8% 3.054 0.016 20.57 0.228

Glu Bl
7+9 3.048 0.015 21.18 0.217
1, 70F+8* 2.980 b 0.022 20.14b 0.304
1, 749 3.083 a 0.022 2140a 0.304

Glu Al x Glu Bl
2%, JOE4g* 3.129a 0.021 2099 a 0.292
2%, 7+9 3.014b 0.021 20.95 ab 0.313
DMA-GA Uniteleri DO SH DO SH

b 3.063 0.014 2091 0.197

Glu A3
e 3.040 0.016 20.83 0.225
b 3.089 a 0.014 2141 a 0.196

Glu B3
J 3.013b 0.019 2033 b 0.206
bb 3.085a 0.017 21.02b 0.246
bj 3.040 ab 0.025 20.80 be 0.350

GluA3 x Glu B3
eb 3.094a 0.020 21.81a 0.284
e 2.986b 0.027 19.86 ¢ 0.364
VK % 1.12 7.73

DO: Diizeltilmis Ortalama SH: Standart Hata VK: Varyasyon Katsayist GSI: Gluten Sisme Indeksi km: Kuru Madde
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Tam kontrollii serada yetigtirilen hatlarin protein kalitesi ve miktarinin
belirlenmesi amaciyla GSI ve protein orani analizleri yapilmis ve bu 6zel-
liklere YMA-GA ve DMA-GA tinitelerinin etkisi arastirilmistir. Elde edilen
verilere Tablo 9’da yer verilmistir. Hatlarin tamami Glu-D1 alleli tarafindan
kodlanan 5410 alt tinitesini ve Glu-D3b allellerini tagidig: igin bu alt {ini-
telere Tablo 9’da yer verilmemigtir. Tablo incelendiginde goriilecegi tizere
aragtirmada kullanilan kalite 6zelliklerine etkili en 6nemli faktoriin Glu-B3
alleli oldugu saptanmigtir. Glu-B3j allelini tagiyan yani gavdar translokas-
yonu tagiyan hatlarin kalite 6zellikleri arasindaki farkliliklar basgariyla sap-
tanmastir ve farkliliklar istatistiki olarak da énemli bulunmustur. Glu B3b
alleli tasiyan hatlarin ortalama GSI degeri 3.089, GIuB3j alleli tagiyan yani
gavdar translokasyonu tagiyan hatlarin ortalama GSI degeri ise 3.013 ola-
rak saptanmigtir. Benzer gekilde Glu-A3 x Glu-B3 allel kombinasyonunda
sahip hatlarda GluB3j alleli tagiyan kombinasyonlarin ortalama GSI deger-
leri daha dusuktiir. Birgok aragtirmaci cavdar translokasyonunun bugday-
da protein kalitesi olumsuz yonde etkiledigini bildirmistir (Zeller ve Hsam,
1984; Dhaliwal ve MacRitche, 1990; Graybosch vd., 1990; Bullrich vd.,
1998; Graybosch, 2001; Gobaa vd., 2008; Lee vd., 1995; Li vd., 2009; Zheng
vd., 2009; Moiraghi vd., 2013; Ma vd., 2019; Rasheed vd., 2019). Glu-B3
alleli ve Glu-A3 x Glu-B3 allel kombinasyonlarinin protein oranina etkisi
istatistiki olarak onemli bulunmustur. Cavdar translokasyonu tagimayan
(Glu-B3b) hatlar, cavdar translokasyonu tasiyan (Glu-B3j) hatlardan daha
yliksek protein oranina sahiptir. Benzer sekilde Glu-A3 x Glu-B3 allel kom-
binasyonununda cavdar translokasyonu tagiyan hatlarin protein orani, tagi-
mayanlara kiyasla daha dustiktiir.

GSI ve protein orani igin Glu-B1 alleli tarafindan kodlanan 7°¢ + 8* ve
7+9 alt tiniteleri arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmamigtir.
Overexpress 0zelligi tagiyan 7 alt tinitesi tagiyan hatlarin GSI degeri daha
yiuksek gikmig ama fark istatistiki olarak émemli bulunmamistir. Bunun-
la birlikte Glu-A1 x Glu-B1 allel kombinasyonlarina sahip hatlarin GSI ve
protein orani arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir. GSI degerlerine
iliskin YMA glutenin alt tinitelerindeki kombinasyonlarina sahip 2*, 7°5+8*
alt tinitelerini tasiyan hatlarin ortalama 3.129 deger ile en yiiksek degere
sahip iken, 1, 79%48* alt tinitelerini tagiyan hatlarin ortalama 2.980 deger
ile en diisiik degere sahiptir. Protein orani igin YMA glutenin alt tiniteleri-
nin etkisi aragtirildiginda 2*, 7°5+8* alt tinitelerini tasiyan hatlarin ortala-
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ma protein orani %20.99 iken, 1, 7°%4+8* tasiyan hatlarin ortalama protein
orani %20.14 olarak gergeklesmigtir. 1, 749 alt tinitelerini tagiyan hatlarin
ortalama protein orani %21.40 iken, 2*, 749 alt Gnitelerini tasiyan hatla-
rin ortalama protein orani %20.95 olarak gergeklesmistir. Cok az miktarda
ornekle gergeklestirilen kalite analizlerinin sonuglari, hassas uygulama is-
teyen bir yontem olan GSI ve protein orani analizlerinin sera gartlarinda ge-
notiplerin kalitesinin belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermistir. Bu
caligma kapsaminda gelistirilen hatlar bugday kalite 1slah aragtirmalarinda
gavdar translokasyon tasiyan ve kabul edilebilir ekmeklik kalitesine sahip
gesitlerin geligtirilmesinde elit materyal olarak kullanilabilir.

SONUC

Aragtirmada rekombinant kendilenmis hat populasyonu gelistirilmesi
amaciyla NILs78 X RILs44 melezi yapilmis ve F,,, F, , F,. ve F_  gene-
rasyonlar1 hizli bitki buiytitme odasinda hizli 1slah teknolojisi kullanilarak
yetigtirilmistir. Populasyonlar geligtirilirken erken generasyonda g¢igek-
lenme siirelerine gore erkenci ve gegci gruplara ayrilarak biiyiitiilmistiir.
Erkenci ve gecci gruplar arasinda erken generasyonlarda geligim farklilig:
sap uzamasi siiresinde yaganirken, ilerleyen generasyonlarda basaklanma
siirelerinde farkliliklar gozlenmistir. Tahillarda giceklenme vernalizasyon,
fotoperiyot ve gigceklenme genleri tarafindan kontrol edilen karmagik bir
ozelliktir. Hizli 1slah teknolojisinin kullanildig: yetigtirme isleminde gene-
rasyonlarin stiresi 50-70 giin arasinda degismistir. Bu sonuglara gore bir
generasyonunun serada yetigtirilme siiresinin ortalama 60 giin civarinda
siirecegi soylenebilir. Hatlarin kalite ¢zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
F_, generasyonunda bulunan ve farkli YMA ve DMA glutenin alt {initeleri
tasiyan hatlar segilmig ve tam kontrollii sera sartlarinda saklilarda yetigti-
rilmistir. Yetistirilen bitkilerin ortalama bitki boyu 61.2 cm, ortalama basak
boyu 6.58 cm ve ortalama basakta tane sayis1 24 adet olarak gergeklesmistir.
Bitkilerin bagsaktaki ortalama tane agirligi 0.76 g, basaktaki maksimum tane
agirligl 1.64 g, bagaktaki minimum tane agirligi ise 0.27 g olarak saptanmis-
tir (Tablo 6).

Protein kalitesinin belirlenmesi igin gok az miktardaki 6rnekle yapilan
Gluten Sisme Indeksi (GSI) ve protein oranimin belirlenmesi igin NIR ci-
haziyla protein orani belirlenmistir. Cavdar translokasyonu tasiyan hatla-
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rin protein kalitesinin ve protein oraninin daha diigiik oldugu saptanmigtir.
Arastirma sonuglar1 hizli 1slah teknolojisinin bugdayda generasyon siiresi-
ni onemli oranda kisalttigin1 gostermistir. Bu nitelikli aragtirma materya-
li ve gesit gelistirmek isteyen aragtirmacilar igin zaman acisindan 6énemli
bir avantaj saglayacaktir. Sera sartlarinda yetigtirilen ve kiigik miktarda
numuneye sahip orneklerin kullanildigr GSI ve NIR sistemindeki protein
oran analizinin hatlarin ekmeklik kalitesi hakkinda 6n bilgi tiretmek igin
kullanilabilir. Calisma sonucunda geligtirilen genetik materyal hem cavdar
translokasyonu tasiyan hem de kabul edilebilir ekmeklik kalitesine sahip
genotiplerin gelistirilmesinde elit materyal olarak kullanilabilir.
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