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ÖZET 

KI ŞLIK EKMEKL İK BUĞDAY (Triticum aestivum L.)’DA SARI PAS 
HASTALI ĞINA DAYANIKLILI ĞIN BİYOTEKNOLOJ İK YÖNTEMLERLE 
İNCELENMESİ 
 
Puccinia striiformis f. sp. tritici ’nin neden olduğu sarı pas hastalığı dünyada buğday 
üretiminin en önemli sınırlayıcısıdır ve gıda güvenliği için ciddi bir tehdittir. Bu 
çalışmada Türkiye’de yetişen ve sarı pasa hassasiyetleri daha önce belirlenmiş olan bazı 
kışlık ekmeklik buğday genotiplerinde genetik çeşitlili ğin belirlenebilmesi ve bu 
hastalığa dayanıklılıkla ilişkili markır bulunması amacıyla EST (anlatım yapan 
işaretlenmiş diziler) kökenli kontigler, singletonlar ve RGA (direnç gen analogları)-
EST’leri incelenmiştir. Bu amaçla sarı pas uygulanmış buğdaya ait toplam 1549 
EST’den biyoinformatik analiz ile 136 adet kontig ve 989 adet singleton elde edilmiştir. 
BlastX taramasına göre kontiglerin %29’u (39) ve singletonların %10’u (96) Triticum 
aestivum genleri ile homoloji göstermiştir. Kontig ve singletonlarla eşleşen veri tabanı 
(BlastX) protein sentezi, fotosentez, metabolizma ve enerji, stres proteinleri, transporter 
proteinler, protein parçalanma ve yeniden dönüşümü, hücre büyüme ve bölünmesi, 
reaktif oksijen süpürücüleri gibi 8 fonksiyonel gruba ayrılmıştır. Kontig ve 
singletonlardan tasarlanan primerlerle gerçekleştirilen PZR analizleri kontiglerde en 
polimorfik fonksiyonel kategorinin fotosentez;  singletonlarda ise en polimorfik 
fonksiyonel kategorinin metabolizma ve enerji olduğunu göstermiştir. EST kökenli 
primerler ile yapılan PZR analizi çalışmalarında çeşitli derecelerde polimorfizm 
görülmesine karşın, hassas ve dayanıklı  bireyleri ayıracak moleküler markır elde 
edilememiştir. Elde edilen DNA bandı paternleri buğday genotiplerinde genetik uzaklığı 
araştırmada kullanılmıştır. Sonuç olarak,  en yakın çeşitler Harmankaya99 ve 
Sönmez2001 (0.2359) iken, en uzak çeşitler ise Aytın98 ve Izgi01 (0.3973) olmuştur. 
 
Genetik çeşitlilik çalı şmalarında ayrıca NBS-LRR (lösince zengin tekrarlar) sınıfına ait 
buğday dizilerinden kökenlenen ve RGA-EST’lerini içeren 77 NBS, kullanılmıştır. PZR 
analizlerinde 77 RGA-EST primeri kullanılmış ve 38 tanesi genotipler arasında 
polimorfik bant profili göstermiştir. Sonuçlar EST kökenli dizilerin genetik çeşitlilik 
çalışmalarında son derece değerli kaynaklar olabileceğini ve hastalık direnç genlerinin 
etiketlenebileceği haritalama populasyonlarının geliştirilmesinde kullanılabileceğini 
göstermektedir.   
 
Çalışmada, sarı pas bulaşmış hassas ve dayanıklı buğday çeşitleri kullanılarak EST 
temeline dayanan çoklu gen anlatım analizleri gerçekleştirilmi ştir. Bunun için sadece 
stres ve stresle ilişkili kontig ve singletonlar kullanılmıştır. Ayrıca ilgili veritabanlarında 
hastalık dayanıklılığından sorumlu genler belirlenerek bu dizilerden GeXP sistemine 
uygun  primerler tasarlanmıştır. Çoklu gen anlatım analizleri hem sarı pas bulaştırılmış 
hem de kontrol bitkilerin RNA örneklerinde gerçekleştirilmi ştir. Hastalık dayanıklılık 
mekanizmasını tetikleyecek koşulları taklit edebilmek amacıyla 5 farklı zaman aralığı 
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(0., 8., 12., 24. ve  48. saat) seçilmiştir. Altı buğday genotipi (Triticum aestivum L. cvs. 
PI178383, Izgi01, Sönmez2001- sarı pasa dayanıklı genotipler ve Triticum aestivum L. 
cvs. Harmankaya99, ES14, Aytın98-sarı pasa hassas genotipler) seçilen zaman 
aralıklarında gen anlatım analizlerinde kullanılmıştır. Sonuç olarak, hastalıkla inoküle 
olmuş bitkilerde anlatımları artan genler arasında PR5 (Patogenezle ilişkili gen), PR2 
(singleton CA598181’in BlastX homoloğu) ve GRAB2 (singleton CA597983’ün BlastX 
homoloğu) genleri öne çıkmış, bu genlerin anlatımları kontrol bitkilerde 
belirlenmemiştir. Bu genlerin, bitkilerde patojen saldırısına yanıtta önemli rol oynadığı 
bilinmektedir.    

 

 

 

 

 

 

 



xv 
 

 

SUMMARY 

INVESTIGATION OF YELLOW RUST DISEASE RESISTANCE IN WINTER 
TYPE BREAD WHEAT ( Triticum aestivum L.) USING BIOTECHNOLOGICAL 
METHODS  
 
Wheat yellow rust, caused by Puccinia striiformis f. sp. tritici,  is a major constraint in 
wheat production and is a serious threat to food security worldwide. In this study, EST 
(Expressed Sequence Tag)-derived contigs, singletones and RGA (Resistance Gene 
Analogue)-ESTs were used to assess genetic diversity and in order to identify molecular 
markers related to yellow rust disease resistance among some Turkish wheat genotypes 
which have been cultivated and examined for their sensitivity to yellow rust disease 
previously. For this purpose, 136 contigs and 989 singletones were obtained from 1549 
ESTs (belong to wheat treated by yellow rust) which were present in databases by a 
bioinformatics study. Results of the BlastX search showed that 29% (39) of contigs and 
10% (96) of singletones have homology to genes of Triticum aestivum. The database-
matched contigs and singletones (BlastX) were assigned to 8 functional groups such as 
protein synthesis, photosynthesis, metabolism and energy, stress proteins, transporter 
proteins, protein breakdown and recycling, cell growth and division and reactive oxygen 
scavengers. PCR analyses with primers designed from contigs and singletones showed 
that the most polymorphic functional category of contigs were photosynthesis and the 
most polymorphic functional category of singletones were metabolisms and energy. As 
a result of the PCR analyses with EST-derived primers, a numbers of polymorphic 
bands obtained however those do not include markers to distinguish sensitive and 
resistance parents. Instead, DNA banding patterns were used to analyse genetic 
variability among the resistant and susceptible wheat genotypes, and the mean genetic 
distance between the genotypes was pointed in this study. The lowest genetic distance 
was determined between Harmankaya99 and Sönmez2001 (0.2359), and the highest 
genetic distance between Aytın98 and Izgi01 (0.3973).  
 
77 Wheat NBS (Nucleotide Binding Site) containing RGA-ESTs derived from two NBS 
regions from wheat sequences of the NBS-LRR (Leucine Rich Repeat) class, were also 
used for genetic diversity analysis. 77 RGA-EST derived primers were used for PCR 
analysis and 38 of them showed polymorphic banding profile between the genotypes. 
The results indicated that EST-derived sequences can be used for genetic diversity 
studies as highly valuable sources and they were useful in the identification of suitable 
parents for the development of mapping populations for tagging disease resistance 
genes. 
 
EST-based multiplex gene expression analyses were performed by using yellow rust 
infected susceptible and resistant wheat varieties. Only stress and stress related contigs 
and singletones were selected for the analyses. In addition, the genes responsible for the 
disease resistance were determined in the related databases and used for primer design 
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proper to GeXP system. Multiplex gene expression analyses were conducted using 
RNA samples from yellow rust infected and control plants. 5 different time points (0h, 
8h, 12h, 24h and 48h) were chosen to mimic the conditions, trigger disease resistance 
mechanism. Six bread wheat genotypes (Triticum aestivum L. cvs. PI178383, Izgi01, 
Sönmez2001- yellow rust resistant cultivars and Triticum aestivum L. cvs. 
Harmankaya99, ES14, Aytın98- yellow rust susceptible cultivars) were used in the 
chosen time points for the gene expression analyses. As a result, PR5 (Pathogenesis 
related gene5), PR2 (BlastX homolog of singletone CA598181) and GRAB2 (BlastX 
homolog of singletone CA597983) were the genes with high expression levels in 
inoculated plants while there was no expression in the controls. These genes are known 
to have important roles in defense response mechanisms during the pathogen attacks in 
plants.  
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1. GİRİŞ 

Buğday tüm dünyada insan besini olarak yaygın bir şekilde kullanılan ve ülkemizde de 

gıda, ekonomi ve ticaret yönünden önemli yeri olan bir bitkidir. Buğday, dünyada 

toplam tahıl ekilişinin %32’sini, toplam tahıl üretiminin ise %35’ini tek başına 

sağlamaktadır. Türkiye’de ise ekili alanların yaklaşık %67’sini, tahılların ise %62’sini 

buğday ekim alanları oluşturmaktadır (Bilgin ve Korkut, 2005). Vitamin ve mineral 

madde yönünden zengin, en önemli karbonhidrat kaynaklarından biri olan buğday; 

ortam koşullarına uyumu, tanelerinin kolay saklanabilmesi ve kolayca una çevrilmesi 

gibi özelliklerinden dolayı, beslenmenin en önemli bileşenidir (Milner ve diğ., 1978). 

Türkiye’de günlük enerji gereksinmesinin yaklaşık %40’dan fazlası sadece buğday 

tarafından karşılanmaktadır. Bu oran kırsal kesimlerde %75’in üzerine çıkmaktadır. 

Buğdayın gerek ülkemizde çok geniş kesimlerde ana gıda kaynağı olması, gerekse 

Avrupa Birliği ülkelerinde dahi günlük enerji gereksinmesinin karşılanmasında 

ortalama %20 paya sahip olması bu bitkinin biyotik ve abiyotik stres etmenlerince 

iyileştirilmesi gerekliliğini ortaya koymaktadır. 2025 yılında dünya nüfusu için gereken 

toplam buğday miktarının 786 milyon ton olacağı tahmini, buğday üretiminin 

artırılmasının önemini vurgulamaktadır. Buğday üretimini artırmada en etkili olan yol 

ise biyotik ve abiyotik stres etmenlerine dayanıklı çeşitlerin geliştirilerek birim alanda 

daha çok ürün elde etme yoluna gidilmesidir (Alam, 2004). 

  

Buğday verimini sınırlayan biyotik faktörlerden en önemlisi çeşitli patojenlerin 

oluşturduğu hastalıklardır. Ülkemizde ve dünyada önemli biyotik stres etmenlerinden 

biri olan ve yurdumuzda buğday tarımında bazı alanlarda %80'lere varan ürün 

kayıplarına neden olan sarı pas hastalığı için yurdumuz orijinli kışlık ekmeklik buğday 

çeşitlerinde; bu hastalığa dayanıklı genotiplerin kısa sürede seçimine olanak tanıyan sarı 

pas dayanıklılığına özgün EST kökenli DNA markırlarının belirlenmesi,  RGA-EST’ler 

ve EST kökenli kontig ve singletonların genetik yakınlık analizlerinin 

gerçekleştirilmesi, stres ve stresle ilişkili EST’lerin gen anlatım profillerinin 

belirlenmesi, bitkilerde mantar hastalıklarına dayanıklılık mekanizmasında rol oynayan 

genlerin anlatım profillerinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu şekilde bitki genotiplerinin 
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sarı pas hastalığına dayanıklılık açısından hem yapısal (DNA düzeyinde bitkide sarı pas 

hastalığı ile ilişkili EST’lerin ve RGA-EST’lerin taranması) hem de işlevsel düzeyde 

(EST ve çeşitli bitki hastalıklarına dayanıklılık mekanizmasında rol oynayan genlerin 

gen anlatım profillerinin) belirlenerek doğru ve etkin bir biçimde tanımlanması 

mümkün olacaktır. 
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2. GENEL KISIMLAR  

2.1. BUĞDAYIN ÖNEM İ 

Tahıllar dünyada kültürü yapılan bitkiler içinde en fazla ekim alanına ve üretime 

sahiptir. Tahıllar içerisinde de buğday (Triticum aestivum L.), insan beslenmesinde 

kullanılan kültür bitkileri arasında ekiliş ve üretim bakımından ilk sırada yer almaktadır 

(Çölkesen, 1995). Buğday (Triticum spp.) bütün dünyada ıslahı yapılmış, tek yıllık otsu 

bir bitkidir. Türkiye’de ekonomik ve kültürel açıdan en önemli tahıl olarak 

nitelendirilmektedir. Değişik iklim ve toprak koşullarında yetiştirilebilmesi, bileşiminde 

karbonhidrat, nişasta, protein, bazı vitamin ve mineral maddeleri bulundurması, değerli 

ve ucuz bir besin kaynağı olması bakımından hızla artan dünya nüfusunun 

beslenmesinde vazgeçilmez bir ürün niteliği taşımaktadır. Bu durum göz önüne 

alındığında bu bitki biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisinden en az zarar görecek 

şekilde iyileştirilmeli ve ürün kayıpları en aza indirilmeye çalışılmalıdır (Li ve diğ., 

2006). 

Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) (Food and Agriculture Organization of 

the United Nations) tarafından açıklanan verilere göre ise, 2008 yılında dünyada ve 

Türkiye’de buğday ekili alan, üretim miktarı ve verimi Tablo 2.1 de verilmiştir. 

 

Tablo 2.1: Dünyada ve Türkiye’de 2008 yılına ait buğday ekili alan-üretim miktarı-verim 
(http://faostat.fao.org) 

 Ekili Alan (Ha) Üretim Miktarı (Ton) Verim (Hg/Ha) 
Dünya *223.564.097 *689.945.712 30.861 

Türkiye 7.582.531 17.782.000 23.451 
               * Tahmini veriler 
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Türkiye buğdayın ekim alanı bakımından dünya ülkeleri arasında 7. sırada ve üretilen 

miktar bakımından ise 8. sırada yer almaktadır (Akar ve diğ., 2007) (Şekil 2.1).   

 

 

 

Şekil 2.1: 2007 yılında dünyadaki buğday ekim alanlarına ait oranlar (http://faostat.fao.org) 

 

Buğday ülkemizde en çok İç Anadolu Bölgesi’nde yetiştirilmekte ve bu nedenle bölge 

Türkiye’nin “buğday ambarı" olarak da anılmaktadır (Zeybek ve Yiğit, 2004).  

 

Yapılan kazılarda ortaya çıkarılan buğday tohumlarının incelenmesi sonucu buğdayın 

M.Ö. 7000 yıllarında kültüre alındığı anlaşılmıştır. “Verimli Hilal” olarak adlandırılan 

Kuzey Suriye’den Güneydoğu Türkiye, Kuzey Irak ve Batı İran doğrultusunda yay 

şeklinde uzanan bölge, buğday ıslahına ilk başlanan bölge olarak bilinmektedir  (Zohary 

ve Hopf, 1994) (Şekil 2.2). 
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Şekil 2 2: Buğdayın yayılış haritası ve “Verimli Hilal” bölgesi (Nesbitt ve Samuel, 1998) 

2.2.  BUĞDAYIN GENOM İK ORGAN İZASYONU 

Buğday 1.6 x 1010 bç’lik oldukça büyük bir genoma sahiptir (Flavell ve Smith, 1976). 

Genom büyüklüğü pirinçten (Oryza sativa) 35 kat, mısırdan ise (Zea mays) 6 kat daha 

büyüktür (Arumuganathan ve Earle, 1991). Triticum A, B, D ve G genomlarına sahiptir 

ve kombinasyonları da bulunmaktadır.  B ve G genomlarının atasal S genomundan 

kökenlendiği düşünülmektedir (Bahrman ve diğ., 1988). Kültürü yapılan modern 

buğday çeşitleri temel olarak iki türe aittir. Bunlardan biri hegzaploid ekmeklik buğday 

olan Triticum aestivum (2n = 6x = 42) (AABBDD), diğeri ise makarna ve daha düşük 

kaliteli ekmek yapımında kullanılan sert ya da durum tipi buğday olan tetraploid 

Triticum durum’dur (2n = 4x = 28) (AABB).  Buğday genomunun büyük bölümü 

transkripsiyona (%95–99) uğramayan kısımdır (Sandhu ve Gill, 2002). Kalan %1.5’lik 

kısım ise kümeler (cluster) halinde bulunan genleri içerir (Dilbirligi ve Gill, 2003). 

Hegzaploid buğday genomunda 75 000 ile 150 000 arası gen olduğu tahmin 

edilmektedir ve bu genlerin ancak %1.2 – 2.4’ünün fonksiyonel genler olduğu 

düşünülmektedir (Erayman ve diğ., 2004). Tetraploid makarnalık buğday ve hekzaploid 

ekmeklik buğday çeşitlerini içeren modern buğdaya kabuksuz buğday da denilmektedir.  

Buna karşılık diploid (einkorn), tetraploid (emmer) ve hekzaploid (spelt) çeşitlerini 

içeren, yabani buğday, tanelerinin kabukla çevrelenmiş olması nedeniyle kabuklu 

buğday olarak da adlandırılmaktadır (Nesbitt ve Samuel, 1998). 
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Şekil 2.3: Hegzaploid buğdayın evrimi (http://www.sciag.ukzn.ac.za/bgm/files/lecture.ppt) 

2.3. BUĞDAY SARI PAS ETMEN İ Puccinia striiformis f. sp. tritici 

Buğday verimini sınırlayan biyotik etmenlerden en önemlisi çeşitli patojenlerin 

oluşturduğu hastalıklardır. Bu hastalık etmenlerinden en fazla ürün kaybına sebep 

olanlarından biri de pas hastalıklarıdır (Li ve diğ., 2006) Önemli biyotik stres 

etmenlerinden biri olan buğday pas mantarları, Basidiomycetes sınıfına, Uredinales 

takımına, Pucciniaceae ailesine ve Puccinia cinsine ait; konak aralığı oldukça dar, 

konakçı üzerinden beslenmesi zorunlu olan biyotrof özellikteki patojenlerdir (Curtis ve 

diğ., 2002).  Sarı pas hastalık etmeni ilk kez Gadd tarafından 1777 yılında Avrupa′da 

tanımlanmıştır.  Patojenin tür ismi farklı araştırıcılar tarafından günümüze kadar Uredo 

glumarum (Schmidt, 1827), Puccinia striaeformis (Westendorp, 1854), Puccinia 

straminis (Fuckel, 1860), Puccinia glumarum (Eriksson ve Henning, 1894) gibi farklı 

şekillerde isimlendirilmiş ve 1953 yılında  “Puccinia striiformis” adı verilmiştir 

(Hylander ve diğ., 1953). 
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Sarı pas hastalığının gelişimi için nem, sıcaklık ve rüzgar olmak üzere 3 etmen 

önemlidir. Mantar, ilkbaharda özellikle serin nemli havalarda, büyümeye başlamakta ve 

aktif olarak spor üreten lezyonlar üretmektedir.  Hastalık adını, mantarın sarı renkli 

sporlarından alır.  Bulaşmış alanlarda, özellikle, çevresel koşullar uygun olduğunda, 

ürün kayıpları % 100’e ulaşabilir (Roelfs, 1989). Hastalık etmeni olan patojen arpa, 

çavdar ve diğer bazı türlerde de etkisini gösterir.  Sarı pas, diğer pas hastalıkları içinde 

en erken görülen pas türüdür.  Sarı pas tahılların yaprak, sap ve başaklarında görülse de, 

esas ortaya çıktığı yer yapraklardır. Yaprakların üst yüzeyinde makine dikişi şeklinde ve 

sarı renkte püstüller oluşur.  Bu püstüllerin dizilişi bir çizgiye benzediği için bu pas 

türüne çizgi pası da denilebilmektedir (Şekil 2.4).  Bu püstüllerde yazlık sporlar 

(ürediospor) üretilmekte olup mevsim sonuna doğru ya da hastalığın gelişimi için 

olumsuz şartlar oluştuğunda, yazlık sporların yerini siyah renkli kışlık sporlar 

(teliospor) almaktadırlar. Ürediosporlar, yuvarlak veya oval şekilli, çeperi dikenlidir ve 

yüzeyine dağılmış olarak bulunan 3–4 adet deliğe sahiptir, teliosporlar ise uzunca, kalın 

çeperli ve arası hafif boğumlu düz iki hücreden oluşmaktadırlar. Salgın ile bu 

ürediosporlar bir başka bölge, bir başka ülke ve hatta kıtalar arası bile taşınabilir. 

Optimum şartlarda bulaşma sonrası inkübasyon süresi 12–14 gündür. Şartların 

ürediosporlar için uygunluğunu yitirdiği döneme girildiği zaman ürediospor yapılarını 

oluşturan kısımlarda teliosporlar oluşmaya başlar. Teliosporlar haploid bazidiosporları 

üretmek için çimlenebilirler. Bunun sonucunda ufak tefek ve sarı-turuncu renkli 

“üredia” denen pas püstülleri şeklinde bir mantar görünüşü belirmektedir (Şekil 2.5).  

 

               

Şekil 2.4:  Puccinia  striiformis f.sp. tritici  mantarının hassas bir buğday bitkisinin yaprağının 
üzerinde oluşturduğu üredinia (fotoğraf kaynağı: TÜBİTAK KAMAG 105G075 no’lu proje 

çalışmasından) 
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Şekil 2.5: Sarı pas etmeni Puccinia striiformis’in yaşam döngüsü (http://www.hgca.com) 

a) Puccinia enfeksiyonundan sonra öncelikle püstül oluşumu başlar.  Tek bir lezyon yaklaşık 350.000 
spor taşır.  b) Uredosporlar düzgün, yuvarlak şekilde bir oluşum gösterirler.  c) Kalın duvarlı kırmızımsı sporlar yırtılmış püstüllerle 

birlikte bulunur.  d) İki hücreli teliosporlar, uredosporlarla birlikte bulunabilir. 

 

  

Sarı pas hastalığı özellikle Kuzeybatı Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan ve Çin’i içine 

alan daha serin bölgelerde görülen önemli bir küresel problemdir (Singh ve diğ., 2008) 

(Şekil 2.6). Sarı pasın ara konukçusu bilinmemektedir (Marsalis ve Goldberg, 2006). 

 

 

(a) 

(d) 

(c) 

(b) 
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Şekil 2.6: Sarı pas hastalığının dünya üzerindeki yayılımı (CABI Crop Protection Compendium 
2004, www.cabicompendium.org) 

2.4. SARI PAS DAYANIKLILIK MEKAN İZMASI  

Sarı pas için dayanıklılık ırka özgü fide ve ergin bitki dayanıklılığı ile ırka özgü 

olmayan ergin bitki dayanıklılığından oluşmaktadır (Johnson, 1988). Sarı pasın ırka 

özgün direnci kalitatif kalıtımın tüm dönemlerine yayılmış dayanıklılıktır ve tek bir 

majör R geni ile kontrol edilir. Fide dönemi dayanıklılığını sağlayan genler, tüm 

büyüme evrelerinde anlatımı olan genler olmasına rağmen, ergin dönem dayanıklılığını 

sağlayan genler, yetişkin evrede etkin olan ve olgunlaşma arttıkça dayanıklılık 

düzeyinin de arttığını ifade eden genlerdir. Ergin bitki dayanıklılığı türe özgü olmayıp, 

süreklidir ve daha geç oluşmaktadır. Bugüne kadar 40 adet sarı pas dayanıklık (Yr) geni 

tanımlanmıştır (Chhuneja ve diğ., 2008). Belirlenen sarı pas dayanıklılık genlerinin 

çoğu türe özgü koruma sağlar. Dayanıklılık, uygun avirulens geni taşıyan P. striiformis 

f. sp. tritici  ırklarına karşıdır (Boyd, 2005). Yr10 geni ilk defa Türk hattı olan 

PI178383’de tanımlanmıştır (Bariana ve diğ., 2002). Kromozom 1B de bulunur ve 

NBS-LRR proteinini kodlar.   

Bitkiler çok sayıda patojen ile karşılaşmakta ve karmaşık savunma sistemleri sayesinde 

çeşitli savunma mekanizmaları geliştirmektedir. Bitkiler bu yolla patojen atağını 

algılamakta, sınırlandırmakta ve karşı atağa geçebilmektedir (Kitajima ve Sato, 1999; 

Selitrennikoff, 2001).  Bitki ve biyotrof mantar arasındaki etkileşim gene-karşı-gen 

(gene for gene) modeli ile açıklanabilir (Flor, 1971). Bu modele göre, bitkide, herhangi 

bir patojene karşı oluşan dayanıklılık, biri konakta (R geni) diğeri patojende (Avr geni) 
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bulunan bir çift dominant genin ürünlerinin etkileşiminin sonucudur (Grenan, 2006; 

Jones ve Dangl, 2006). Bu etkileşim sonucunda, bitki patojeni tanımış olur ve 

dayanıklılık mekanizmalarını başlatır. Avr geni tarafından sentezlenen ligand, R geninin 

ürününe bağlanarak onu aktif hale getirir. Aktif duruma geçen R geninin ürünü de 

savunma yanıtını başlatacak olan sinyallerin iletimini sağlar (Şekil 2.7).  

 

 

 

 
 

Şekil 2.7:  Konakçı ve patojen arasındaki gene karşı gen etkileşimi (Yıldırım, 2005) 

A: Avr genini içeren patojen ve uygun R genini içeren bitki etkileşimi sonucu oluşan dayanıklılık, B: Patojenin Avr sinyalini 
üretmesine karşın, eşleşen sinyali iletecek bir R ürünü olmadığı için hastalıkla sonuçlanan etkileşim, C: Konakçı bitkinin R genini 

taşımasına karşın, patojenin R geninin tanıyabileceği Avr genini kaybetmesi ile hastalıkla sonuçlanan etkileşim, D: Patojen ve 
bitkinin eşleşen Avr ve R genlerini sırasıyla kaybetmesi sonucu hastalık oluşumu 
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2.5. AŞIRI DUYARLI YANIT  

Gene karşı gen etkileşiminin tetiklediği dayanıklılık mekanizması “Aşırı Duyarlı Yanıt 

(HR) (Hypersensitive Response)” olarak isimlendirilir. R-Avr tanınması bitkideki 

savunma sinyal yollarını aktifleştirir ve sistemik kazanılmış dayanıklılığı (SAR)   

(Systemic Acquired Resistance) tetikleyen salisilik asit (SA) birikimi gözlenir (Feys ve 

Parker, 2000). Patojenin varlığı ile oluşan sinyal R genleri tarafından tanınır ve 

aktifleşen sinyal yolları sonucu enfeksiyon bölgesinde plazma zarının geçirgenliğinde 

değişiklik, iyon kanallarının hızlı etkinlik göstermesi, oksidatif patlama, reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) (Reactive Oxygene Species) üretimi, antimikrobiyal bileşenlerin 

birikimi ve hücre duvarının kalınlaştırılması gibi değişimler gerçekleşir.  HR, 

enfeksiyon bölgesinde hızlı ve bölgesel hücre ölümleriyle tanımlanır (Hammond-

Kossack ve Jones, 1997).  Meydana gelen hücre ölümü, patojenin besin kaynaklarına 

ulaşması ve üremesini engelleyerek patojenin büyümesini sınırlar. Direnç cevabının 

başlayabilmesi için sinyal moleküllerine ihtiyaç duyulur.  Bu sinyal moleküllerinin 

tümü “elisitörler” olarak adlandırılır fakat çok azı moleküler seviyede oligosakkaritler, 

glikoproteinler ve glikopeptidler olarak tanımlanmıştır. Elisitörler belirli bir konak bitki 

ve patojen sistemine özel olabilmekte veya yayılan patojene özgü çok genel hücre 

duvarı bileşeni olabilmektedir (Ebel ve Casio,1994; Wojtaszek, 1997) (Şekil 2.8). Aşırı 

duyarlı yanıt (HR) hızlı programlı hücre ölümü  (PCD) olarak da adlandırılır (Shirasu ve 

Schulze-Lefert, 2000).  

 

 

Şekil 2.8: Patojen enfeksiyonu sonucu bitkide gözlenen HR (Stuiver ve Custers, 2001) 
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2.6. BİTK İLERDEK İ SİSTEMİK DAYANIKLILIK MEKAN İZMALARI 

Sistemik kazanılmış dayanıklılık (SAR) ve uyarılmış sistemik dayanıklılık (Induced 

Systemic Resistance) (ISR) bitkilerde oluşan dayanıklılığın iki formunu oluşturur (Gary 

ve diğ., 1934). Hem SAR hem de ISR de bir hastalık, farklı bir patojen ya da parazit 

bulaşmış bitkiler, aynı veya farklı bir hastalık enfeksiyonuna karşı bağışıklık kazanmış 

hale gelebilmektedir (Şekil 2.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.9: Bitkilerde  sistemik kazanılmış ve uyarılmış sistemik dayanıklılığın şematik gösterimi 
(Pieterse ve diğ., 2009)  

 

 

Uyarılmı ş sistemik 
dayanıklılık 

Sistemik  kazanılmı ş 
dayanıklılık 

JA/ET 
savunması PR ler 

SA 
JA 
ET  
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2.6.1. Sistemik Olarak Kazanılmış Dayanıklılık  

Geniş spektrumlu patojenlere karşı HR ve diğer nekrotik reaksiyonları takiben gelişen 

dayanıklılık sistemik kazanılmış dayanıklılık (SAR) olarak adlandırılır (Vallad ve 

Goodman, 2004). Endojen olarak sentezlenen salisilik asit miktarının artışı ile 

tanımlanır (Malamy ve diğ., 1990; Métraux ve diğ., 1990).  SAR patogenez ilişkili (PR) 

proteinleri kodlayan genlerin aktifleşmesi ile ilişkilidir (Van Loon ve Van Strien, 1999) 

(Şekil 2.10). Bu şekilde hücresel savunma cevabı teşvik edilmemiş bitkiye göre çok 

hızlı şekilde ve büyük oranda gerçekleşir (Mur ve diğ., 2006). Bitkide  SAR’ın klasik 

formu virulent, virulent olmayan veya patojenik olmayan mikroplar, salisilik asit, 2,6-

dikloro-isonikotinik asit (INA) veya benzo (1,2,3) thiadiazole-7-carbothiotic asit S-

metil ester (BTH) gibi kimyasallar tarafından tetiklenir (Sticher ve diğ., 1997). Bitki ve 

elisitöre bağlı olarak SAR’ın gelişebilmesi için bitkide salisilik asit ile ilişkili 

transkriptlerin birikimi gereklidir  (Cameron, 2000). Bitki salisilik asit biriktirme 

yeteneğini kaybederse patojenin uyarıcı olarak kullanıldığı durumlarda bile patogenezle 

ili şkili gen anlatımı gerçekleşmez ve SAR başlatılamaz (Lawton ve diğ., 1995; Vallad 

ve Goodman, 2004). SAR çeşitli bitki aileleri arasında korunmuşluk gösterir ve geniş 

ölçekte viral, bakteriyal patojenler ve mantarlara karşı etkilidir (Sticher ve diğ., 1997).   

 

 

Şekil 2.10: Geniş spektrumlu patojenlere karşı HR ve diğer nekrotik reaksiyonları takiben 
gelişen dayanıklılık olan sistemik kazanılmış dayanıklılığın (SAR) gösterimi 
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2.6.2. Uyarılmış Sistemik Dayanıklılık  

Bitkilerde gözlenen uyarılmış sistemik dayanıklılığın (ISR) (Induced Systemic 

Resistance) sinyal yolu patojen bulaşması ile başlar ve klasik sistemik kazanılmış 

dayanıklılık (SAR) yolundan farklılık gösterir. SAR nekrotik bir patojenin enfeksiyonu 

sonucu oluşan sistemik olarak teşvik edilen bir  hastalık direnç formudur (Ryals ve diğ., 

1996). Salisilik asidin yanında, bitki büyüme düzenleyicilerinden jasmonik asit ve etilen 

de bitki savunma cevabında etkilidir (Boller, 1991; Wasternack ve Parthier, 1997) 

(Şekil 2.11). Jasmonik asit ve türevleri “jasmonat” olarak adlandırılır, thionin (Epple ve 

diğ., 1995) ve proteinaz inhibitörleri (Farmer ve diğ., 1992) gibi savunma ile ilişkili 

genlerin sentezini teşvik eder. Bununla beraber etilen PR gen ailelerinin çok sayıda 

üyesini teşvik eder (Brederode ve diğ., 1991; Potter ve diğ., 1993). Aynı zamanda 

jasmonat ve etilen, elisitör tarafından teşvik edilen PR gen anlatımını düzenleyebilmek 

için birlikte görev alırlar (Xu ve diğ., 1994). Hem jasmonat hem de etilenin sistemik 

olarak teşvik edilen savunma cevabının oluşması için gerekli olduğu bildirilmiştir (Van 

Loon, 1977; Farmer ve Ryan, 1992; Penninckx ve diğ., 1996) fakat yine de birçok 

durumda rolleri çok belirgin değildir.  

 

 

Şekil 2.11: Bitkilerde gözlenen uyarılmış sistemik dayanıklılığın (ISR) gösterimi 
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2.7.  BİTK İ BAĞIŞIKLIK S İSTEMİ 

Bitki bağışıklık sistemi ikiye ayrılır. Bunlardan ilki transmembran model tanıma 

reseptörleri (PRR) (Transmembrane Pattern Recognition Receptors)’dir. Flagellin gibi 

ağır olarak evrimleşen mikrobiyal veya patojen kökenli moleküler yapılara (MAMP 

veya PAMP) (Microbial Associated Molecular Patern - Pathogen Associated Molecular 

Patern) cevap olarak gelişir (Zipfel ve Felix, 2005). İkincisi ise R genleri tarafından 

kodlanan polimorfik NB-LRR protein ürünleri kullanılarak kazanılan bağışıklıktır 

(Dangl ve Jones, 2001). Bu tip bağışıklık nukleotid bağlanma (NB) domaini ile lösince 

zengin tekrarlı domain (LRR)’e göre isimlendirilir. NBB-LRR proteinleri hayvanlara 

özgü CATERPILLER/NOD/NLR (Ting ve Davis, 2005) proteinleri ile STAND 

ATPaz’ları  ile ili şkilidir (Leipe ve diğ., 2004).  Patojen efektörleri, NB-LRR proteinleri 

ile tanımlanır ve benzer savunma cevaplarını aktifleştirirler. NB-LRR kaynaklı hastalık 

direnci sadece canlı konak dokularında gelişen patojenler (obligat-zorunlu patojen) veya 

hemibiyotrofik patojenlere karşı etkilidir. Kolonizasyon sırasında konak hücreyi öldüren 

(nekrotrof) patojenlere karşı etkili değildir (Glazebrook, 2005). Bitki bağışıklık sistemi 

dört fazlı zig zag model ile de tanımlanabilir (Şekil 2.12). 

 

 

Şekil 2.12: Bitki bağışıklık sisteminde dört fazlı zig zag modeli (Jones ve diğ., 2006) 

 

1.faz da transmembran modeli tanıma reseptörleri patojen veya mikrobiyal kökenli 

yapıları tanır ve bunun sonucunda kolonizasyon durdurularak patojen kökenli moleküler 
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yapılar tarafından tetiklenen bağışıklık (PTI) (Pathogen Triggered Immunity) gelişir. 2. 

fazda patojenler, efektörleri yayarak patojen virulensine katkıda bulunurlar. Bu 

efektörler PAMP tarafından teşvik edilen bağışıklığa (PTI) engel olarak efektör 

tarafından tetiklenen hassasiyete (ETS) (Effector-Triggered Susceptibility) yol açar. 3. 

fazda  NB-LRR proteinleri belirli bir efektörü tanıyarak efektör tarafından tetiklenen 

bağışıklığa (ETI)  (Effector Triggered Immunity) yol açar (Şekil 2.13). Tanıma dolaylı 

yolla ya da doğrudan efektörün NB-LRR tarafından tanınmasıyla gerçekleşebilir. 

Efektör tarafından tetiklenen bağışıklık (ETI), hızlandırılmış ve çoğaltılmış bir tür 

PAMP tarafından teşvik edilen bağışıklık (PTI) cevabıdır. Genellikle enfeksiyon 

bölgesinde aşırı duyarlı hücre ölümü (HR) ile sonuçlanan cevap ve bunun sonucunda ise 

hastalık direnci gözlenir. 4. fazda ise patojenleri tanımadan sorumlu efektör genleri 

değişikli ğe uğrayarak bitkiyi efektör tarafından tetiklenen bağışıklıktan (ETI) 

kaçınmaya sevk eder.  

 

 

   Şekil 2.13: Bitkide  PAMP ve efektör tarafından tetiklenen bağışıklık (Takken ve Tameling, 
2009) 
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2.7.1. R Proteinlerinin Yapısı 

Bitki hastalık direnç proteinlerinin çoğu lösince zengin tekrarlar (LRR) (Leucin Rich 

Repeat), nükleotid bağlanma bölgesi (NBS) (Nucleotid Binding Side) ve amino terminal 

sinyal domaini içerir. Bu proteinler NBS-LRR proteinleri olarak adlandırılır. Bir çok 

organizmada proteinlerin içerdiği LRR domaini, proteinlerin etkileşiminden sorumludur 

ve proteinin aktifleştirilmesinde düzenleyici bir modül olarak rol oynar (Dangl ve Jones, 

2001). Efektörlerin tanınmasıyla aktif hale gelen R proteinlerinin büyük bir kısmı 

içerdikleri yapısal motiflere göre beş sınıfa ayrılır. 1. sınıf sadece domatesteki Pto’yu 

içermektedir. 2. sınıfa dahil olan proteinler lösince zengin tekrarlar (LRR), nukleotid 

bağlanma bölgesi (NBS), lösin zipper (LZ) veya coiled coil (CC) dizisini içerir. 3. sınıf, 

2. sınıf ile benzerlik gösterir fakat CC dizisi yerine Toll ve Interlökin 1 reseptörü (IL-

1R) olarak adlandırılan proteinleri içerir. İlk üç sınıfa ait olan R proteinlerinin 

transmembran (TM) domainleri bulunmaz ve hücre içinde yerleşim gösterirler. 

Domatesteki Cf proteinleri 4. sınıfı oluşturur. NBS içermezler bunun yanında TM, 

hücre dışı LRR ve küçük stoplazmik bir kuyruk yapısı taşır. 5. sınıf pirinçteki Xa21 

proteinini içerir (Dangl ve Jones, 2001). Hücre dışı LRR ve TM ayrıca sitoplazmik 

serin/treonin kinaz bölgesi taşır. R proteinlerinin birkaçı bu beş sınıfa dahil olmaz. 

Mısırdaki Hm1, arpadaki Mlo, Arabidopsis teki RPW8 buna örnek verilebilir (Şekil 

2.14).  

 
 

Şekil 2.14: Bitkide R genlerinin kodladığı proteinlerin beş farklı sınıfının gösterimi (Dangl ve 
Jones, 2001) 
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Bitki EST veritabanları analiz edildiğinde tek çenekli bitkilerin (monokotillerin) TIR-

NB-LRR içeren proteinleri taşımadıkları bunun yerine CC-NB-LRR içeren proteinleri 

taşıdıkları belirlenmiştir (Radwan ve diğ., 2005). Bu durum tek çenekli ve çift çenekli 

bitkilerin dayanıklılık mekanizmasında önemli farklılıklar olduğunu düşündürmektedir. 

CC-NB-LRR genlerinden (%40) daha fazla miktarda TIR-NB-LRR geni (%60) 

bulunmaktadır. Arabidopsis’in tüm kromozomları üzerinde yayılmış ~100 R lokusu 

bulunmaktadır.  Hayvanların bağışıklık sistemi de LRR reseptörlerini kullanır. Bu 

reseptörler Toll-benzeri reseptör veya TLR’ler olarak adlandırılır. İnsan genomunda da 

~15–20 TLR geni bulunmaktadır. TLR’lerin patojeni tanıma özelliği sınırlı olmakla 

beraber oldukça yüksek korunmuşluk gösterirler.  

 

Bitkiler memelilerden farklı olarak hareketli savunma hücreleri içeren bağışıklık 

sisteminden yoksundur. Onun yerine, her hücrenin oluşumuyla birlikte taşıdığı 

bağışıklık ve enfeksiyon bölgesinden yayılan sistemik sinyaller mevcuttur (Ausubel, 

2005; Chisholm ve diğ., 2006). Bitkilerdeki birçok R proteini patojen tarafından 

kodlanan efektörler ile doğrudan değil dolaylı olarak aktif hale geçebilmektedir. Bu 

“bekçi (guard) hipotezi”nde R proteinleri patojen efektörlerinin etkisi ve hareketlerine 

uyumlu hale gelerek konak hedeflerini dolaylı olarak tanımaktadır (Van der Biezen, 

1998) (Şekil 2.15).  

 

Şekil 2.15: Bitkide  gene karşı gen ve bekçi hipotezinin şematik gösterimi (AnnTufan, 2003) 
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Bitkilerin patojen atağına karşı gösterdikleri savunma mekanizmalarından bazıları 

antifungal aktiviteye sahip düşük moleküler ağırlıklı bileşikleri, proteinleri ve peptidleri 

sentezlemeleridir (Bull ve diğ., 1992; Kitajima ve Sato, 1999). Bu proteinler hem 

sürekli hem de mantar saldırıları ile uyarılan dayanıklılık için gerekli görünmektedir. 

Antifungal proteinlerin birçok sınıfı mantarın hücre duvarının sentezini baskılar veya 

hücre duvarı yapısı ve fonksiyonuna zarar verir. Diğer bir sınıfı ise hücre zarına zarar 

vererek mantar hücresinin lizizine neden olur (Selitrennikoff, 2001). 

 

Bitkilerde patojen saldırılarına karşı savunma mekanizmasında iş gören genler ve bu 

genlerin çok sayıda ve değişik tipte protein ürünleri yer almaktadır. Bunlardan; SGT1 

ve RAR1 R proteinleri tarafından meydana getirilen dirençlilik için çok önemli bir role 

sahiptir (Austin ve diğ, 2002).  SGT1 proteininin direnç cevabını oluşturma 

mekanizması henüz anlaşılamamıştır. Bununla beraber, SGT1’in ubikitin ligaz 

kompleksi ile birleşerek eklemeli bir etki gösterdiği ve bu durumun hastalık 

dayanıklılığında önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Azevedo ve diğ., 2002). 

Literatürde RAR1’in R proteinlerinin stabilitesini düzenleyebileceği ifade edilmiştir. Bu 

protein patojen tanınması ve H2O2 birikimi ile konak hücrenin ölümünden sorumludur. 

RAR1 ve SGT1 ile birlikte Hsp90 şaperon kompleksi hastalık direnç sinyali için gerekli 

substrat stabilitesi veya aktivitesini düzenler. Bitkilerde ikiden fazla Hsp90 geni 

bulunmaktadır. Çok hücreli organizmalarda Hsp90 ailesinin üyeleri endoplazmik 

retikulum, mitokondri ve bitkilerde bunlara ek olarak kloroplastlarda bulunur. R genine 

dayalı dirençlilikte gerekli olan çoklu protein yapısının düzenlenmesinde görevlidir 

(Bansal ve diğ., 2004). 

 

Kinaz enzimlerinden MAP kinazlar (MAPK) (Mitogen Activating Protein Kinase- 

mitojen aktifleştirici protein kinazlar); erken bitki savunma sinyali için gereklidir ve 

bitki savunması sırasında transkripsiyonel düzenlenmeye yardımcı olur. PR 

proteinlerinin (Pathogenesis Related Protein) anlatımını teşvik eder ve patojene karşı 

dirençliliği artırır (Zhang  ve Klessig, 1997;  Doehlemann ve diğ., 2006). 

 

Patogenezle ilişkili proteinler antifungal özellik gösteren proteinlerdir ve bu bitki 

proteinleri “patogenez ilişkili proteinler (PR Proteinleri)” olarak adlandırılır. Bu 

proteinler serolojik ve amino asit dizi analizine göre PR 1,-2, -3, -4, -5 olmak üzere beş 
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grupta toplanır (Loon, 2006).  Patojen bitkiye bulaştığında PR-1 proteinlerinin yüksek 

seviyede birikimleri olur ve hem bitki hem de in vitro da antifungal özellik gösterirler 

(Niderman, 1995). PR–1 benzeri proteinler bazı bitkilerde hedef hücrenin membran 

kanal proteinleri ile etkileşime girerek Ca+2’nin salınmasını baskılamaktadır (Morrisette 

ve diğ., 1995). PR–2 proteinleri in vitro da (1,3) β-endoglukanaz aktivitesine sahiptir. 

PR–2 proteini mantar hücre duvarındaki yapısal (1,3) β-glukanı hidrolize ederek hücre 

duvarının zayıflamasına yol açar. Bu zayıflamış hücre duvarı mantar hücresinin lizisine 

ve ölümüne neden olur. PR–3 proteinleri in vitro kitinaz aktivitesine sahiptir.  Bu 

proteinler in situ hücre duvarındaki kitin polimerlerini zedeleyen endokitinazlardır. Bu 

durum hücre duvarının güçsüzleşmesine ve mantar hücrelerinin osmotik olarak daha 

hassas hale gelmelerine neden olur. PR–4 kitin bağlayıcı proteinlerdir. PR–5 proteinleri 

“thaumatin”in amino asit dizisi ile önemli benzerlik gösterir ve TL (Thaumatin-Like) 

proteinleri olarak bilinir. Birçok TL proteini mantar hücrelerinin hücre duvarını 

etkileyerek hücre geçirgenliğinde değişikliklere yol açar fakat protoplast üzerinde ya 

etki göstermez ya da çok az etkilidir (Selitrennikoff, 2001). 

 

LTP’ler (Lipid Transfer Proteins) membranlar arasında fosfolipidleri aktarma 

yeteneğine sahiptir. In vitro’da sitoplazmik organeller arasında lipid değişimi ve daha da 

önemlisi patojenlere karşı savunmayı da içeren birçok görevleri vardır. Proteaz 

inhibitörleri, serin ve sistein proteazları baskılayan protein baskılayıcılar antifungal 

proteinlerin bir sınıfı olarak ayrılır ve bitki, hayvan patojenlerine karşı potansiyel 

aktivite gösterirler. 

2.8. GENETİK MARKIRLAR  

Genetik markır, bağlantılı bir lokustaki allelleri tanımlamak için kullanılan saptanabilir 

gen ya da DNA parçasını ifade eder.  Genetik markırlar organizmanın ya da türün 

bireyleri arasında farklılıklar gösterir. Genellikle doğrudan hedef geni göstermezler 

fakat hedef gen için işaret veya etiket görevi yaparlar.  Genlere çok yakın yer alan 

genetik markırlar “gen etiketleri” olarak bilinirler. Bütün genetik markırlar, 

kromozomlarda “lokus” olarak adlandırılan özgün genomik yerleşimlerde yer 

almaktadırlar (Collard ve diğ., 2005).  
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Şekil 2.16: Genetik markırların sınıflandırılması 

 

2.8.1. Morfolojik Markırlar   

Fenotipik özelliklere dayalı,  tek lokus ile idare edilebilen ve çevre koşullarına karşı 

değişken olan markırlardır. Az sayıda olmaları, diğer lokuslardan ve çevresel 

koşullardan yüksek oranlarda etkilenebilmeleri, istenilen bazı özellikleri taşıyan genleri 

maskeleyebilmeleri ve çoğunlukla dominant özellikte olmaları nedeniyle fazla 

kullanılamamaktadırlar (Yıldırım ve Kandemir, 2001).  

2.8.2. Biyokimyasal Markırlar 

Genlerin ürünleri olan proteinlere dayanan markırlara biyokimyasal markırlar denir. 

Sayıca çok az olmaları ve varyasyonlarının düşük olmasına rağmen analizlerinin çabuk, 

güvenilir ve tekrarlanabilir olması, çevreden ve diğer lokuslardan etkilenmemesi olumlu 

yönleridir. İzozimler, en fazla kullanılan protein markırlardır. Bir enzimin alternatif 

formları olarak tanımlanırlar ve bir genin farklı allelleri ya da farklı genler tarafından 

kodlanmaktadırlar (Staub ve diğ., 1996). 

 

 

GENETİK MARKIRLAR 

MORFOLOJİK 
MARKIRLAR  

BİYOKİMYASAL 
MARKIRLAR  

Enzim 
Proteinleri 

Depo 
Proteinleri 

MOLEKÜLER 
MARKIRLAR  

Hibridizasyona Dayalı 
Markırlar (RFLP) 

 

PZR’ye Dayalı Markırlar 
(SSR, ISSR, AFLP vb.) 

DNA Dizi ve Çip (Mikroarray) 
Teknolojisine Dayalı Markırlar 

(SNP, DArT) 
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2.8.3. Moleküler Markırlar (DNA Markırları) 

Organizma genomundaki herhangi bir gen bölgesi ya da gen bölgesi ile ilişkili DNA 

parçasını ifade eden,  biyolojik etkileri olmayan ve nesilden nesile aktarılan DNA 

dizilerine moleküler markır denir (Semagn ve diğ., 2006).  Genel olarak DNA’yı temel 

alan markır sistemleri, diğer markır sistemlerinden (morfolojik ve biyokimyasal 

markırlar) daha etkilidirler.  Moleküler markırlar tüm bitkide, doku ve hücresel düzeyde 

saptanabilmektedir. DNA markırları stabildirler, tüm dokularda ortaya çıkabilirler ve 

çevresel koşullardan etkilenmezler. Moleküler markırlar bazı tahıl yetiştirme 

programlarında lokusları ve genom bölgelerini araştırmada geniş çaplı olarak 

kullanılmaktadırlar. Bunlar başlıca tahıl türlerinde mevcut olan tarımsal özellikler ve 

hastalık dayanıklılığıyla sıkı ilişkilidirler (Phillips ve Vasil, 2001; Jain ve diğ., 2002; 

Gupta ve Varshney, 2004). 

 

Moleküler markırlar, hibridizasyona dayalı, polimeraz zincir reaksiyonuna (Polymerase 

Chain Reaction) dayalı, DNA dizi ve çip (mikroarray) teknolojisine dayalı markırlar 

olarak üçe ayrılırlar. 

 

2.8.3.1.  Hibridizasyona Dayalı Moleküler Markırlar  

Bu yöntem, DNA/DNA veya DNA/RNA arasında melez moleküller oluşturulması 

esasına dayanmaktadır ve istenilen DNA parçalarının genomdaki yerlerinin 

belirlenmesini sağladığı gibi bu parçaların nukleotid dizilerinin araştırılmasında da 

kullanılmaktadır. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - Kesilmiş Parça 

Uzunluk Polimorfizmi), hibridizasyona dayalı bir teknik olup, geliştirilen ilk moleküler 

markır yöntemidir (Şekil 2.17).  İlk olarak 1975 yılında adeno-virüs serotipinde ısıya 

hassas mutantların genetik haritalanması için DNA dizi polimorfizminin 

belirlenmesinde kullanılmıştır (Grodzicker ve diğ., 1975). Ardından Botstein ve diğ. 

(1980) tarafından insan genomu çalışmalarında ve daha sonra bitki genomu ile yapılan 

çalışmalarda kullanılmıştır (Helentjaris ve diğ., 1986; Weber ve Helentjaris, 1989). 
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Şekil 2.17: RFLP markır sisteminin şematik gösterimi 

 

RFLP tekniğinin yüksek tekrarlanabilirliği vardır ve kodominant kalıtım gösterir ancak 

bu özelliklerinin yanı sıra yüksek kalitede ve fazla miktarda DNA’ya ihtiyaç duymaları 

(Potter ve Jones, 1991; Roy ve diğ., 1992; Young ve diğ., 1992), uygulama açısından 

zorluğu ve otomasyon sıkıntısının olması gibi olumsuzluklarından dolayı PZR’ye dayalı 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA- rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA), 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeat) 

gibi markır sistemleri, gittikçe artan bir şekilde RFLP’nin yerini almaktadırlar.  

 

2.8.3.2.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanımına Dayanan Moleküler Markırlar 

Kary Mullis tarafından 1983’te geliştirilen bu teknik PZR temelli birçok tekniğin 

gelişmesine olanak sağlamıştır. PZR’nin temeli; hedef genetik materyalin, bir çift 

oligonükleotid primer, deoksinükleotid trifosfatlar (dNTP’ler), tampon sistemi ve ısıya 

dayanıklı bir DNA polimeraz enzimi yardımıyla çoğaltılmasına dayanmaktadır       

(Şekil 2.18). 
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Şekil 2.18: PZR aşamalarının şematik gösterimi 

 

PZR tekniği; DNA dizi analizi ve DNA haritalaması, DNA parmakizi çalışmaları, 

genetik haritalama, insan genom projesi araştırmaları, adli tıp, türler arasındaki 

polimorfizmin hesaplanması, evrim, bitkilerde tohum saflığının belirlenmesi, klonlama, 

genetik olarak değiştirilmi ş organizmaların belirlenmesi, mutagenez çalışmaları ve gen 

anlatımlarının karşılaştırılmasında kullanılmaktadır.   

PZR’ye dayalı yaygın olarak kullanılan markır sistemlerinden bazıları; SSR (Simple 

Sequence Repeat- basit dizi tekrarı, mikrosatellit), ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeat- basit dizi tekrarları arası bölgeler), SRAP (Sequence-Related Amplified 

Polymorphism- dizi ilişkili çoğaltım polimorfizmi), AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism- çoğaltılmış parça uzunluk polimorfizmi), RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA- rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA) ve STS (Sequence Tagged 

Site- dizisi etiketlenmiş alan)’dir. 
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2.8.3.3. DNA Dizi ve Çip (Mikroarray) Teknolojisine Dayalı Moleküler Markırlar 

DNA çipi (DNA mikroarray’i ya da biyoçip), binlerce genin anlatım düzeyini aynı anda 

izlemek amacı ile cam, plastik veya silikon çip gibi katı bir yüzeye tutturularak sıralı bir 

şekilde (array) oluşturulmuş mikroskobik DNA spotlarıdır. Bir mikroarray’de bu 

spotlardan onbinlerce bulunabilmektedir. DNA çiplerinin üretilmesinde, yarı-iletken 

endüstri teknolojisinde, allel-özgü oligonükleotidler (Allele-Specific Oligonucleotides, 

ASO) olarak bilinen sentetik problara benzer DNA probları kullanılmaktadır. Son 

yıllarda ise Arabidopsis (Lin ve Wu., 2004), pirinç (Lan ve diğ., 2004), mısır (Wang ve 

diğ., 2003), çilek (Aharoni ve diğ., 2002) ve fasulye (Arimura ve diğ., 2000) gibi 

tarımsal açıdan önemli olan birçok bitkide, farklı koşullardaki gen anlatım profillerini 

belirlemek için mikroarray teknolojisi kullanılmaktadır. 

 

Son yıllarda geliştirilen ve mikroarray hibridizasyonuna dayalı bir moleküler markır 

tekniği olan DArT (Diversity Array Technology) DNA çip teknolojisinin DNA 

polimorfizm teknolojisine uygulanması olan “high throughput” genom analizidir. Bu 

teknoloji, genom boyunca yayılan birkaç yüz polimorfik lokusun, eşzamanlı 

tiplenmesine imkan vermektedir (Jaccoud ve diğ., 2001; Wenzel ve diğ., 2004) ve bir 

populasyondan veya bir organizmanın genomik DNA’sından kökenlenen özgün bir 

DNA parçasının varlığını veya miktarını ölçmektedir. 

2.9. DAYANIKLILIK GEN ANALOGLARI  

Puccinia striiformis tritici hastalık etmeninin neden olduğu sarı pas hastalığı buğday 

için önemli hastalıklardandır. Dirençli çeşitlerin geliştirilmesi sarı pasın kontrol altına 

alınabilmesi için en etkili, ekonomik ve çevreye duyarlı yoldur (Line ve Chen, 1995). 

Markıra dayalı seçimde doğrudan direnç genleri ile ilişkili markırlar bir gene bağlı 

markırlardan daha çok tercih edilmektedir. Bitki direnç genleri ile ilgili son çalışmalar 

ve moleküler markır teknikleri direnç genleri için doğrudan markırlar geliştirmeyi 

olanaklı hale getirmiştir. Patojenlere direnç kazandıran genler farklı türlerden 

klonlanmıştır. Klonlanan direnç genlerinde lösince zengin tekrarlar (LRR), nukleotid 

bağlanma bölgeleri (NBS) ve serin/treonin kinaz domainleri gibi ortak motiflerin varlığı 

belirlenerek diğer bitki türlerinde de benzer dizileri izole etme fırsatı yaratılmıştır. Bu 

motiflere dayanarak oluşturulan dejenere primerler ile dayanıklılık gen analogları 
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(RGA) (Resistance Gene Analog) olarak adlandırılan belirli genomik DNA dizileri 

çoğaltılabilmiştir. RGA uygulamaları bitki direnç genlerinin izole edilebilmesi ve 

moleküler markır geliştirilmesinde kullanılmaya başlanmıştır. Leister ve diğ. (1996) 

patateste bilinen direnç genlerine homolog PZR ürünleri elde etmiştir. Aynı zamanda bu 

ürünler nematodlara ait direnç lokusu Gro1 ve geç yanıklık direnç lokusu R7 ile 

bağlantılıdır. Benzer olarak Kanazin ve diğ. (1996) soya fasulyesinde bilinen direnç 

genlerinin yanında çok sayıda RGA lokusu haritalamıştır. Yu ve diğ. (1996) soya 

fasulyesinde bilinen potivirüsler (Rsv1 ve Rpv), "Phytophtora root rot" (Rps1, Rps2, ve 

Rps3) ve külleme hastalığı (powdery mildew) direnç genlerinin yakınındaki RGA’ları 

haritalamıştır. Feuillet ve diğ. (1997) yaprak pası dirençliliği için aday bir gen olan 

LrK10’u izole etmiştir. Bununla beraber çalışmalarda RGA’lar agaroz jel elektroforezi 

kullanılarak belirlenmiştir ve bunun sonucunda DNA parçalarında tek bant açısından 

yüksek çeşitlilik gözlenmiştir. RGA’lar RFLP analizlerinde prob olarak kullanılarak 

polimorfik markırlar elde edilmiştir. Chen ve diğ. (1998) yüksek çözünürlükte 

elektroforez kullanarak ve PZR ürünlerinin hassas olarak ayırımını yapabilmek için 

klonlanmış direnç genlerinin korunmuş bölgelerinden kökenlenen primerler kullanarak 

RGA uygulamasını geliştirmişlerdir. Daha sonra bu teknik direnç gen analog 

polimorfizmi (RGAP) (Resistance Gene-Analog Polymorphism) olarak adlandırılmıştır 

(Chen ve diğ., 1998). RGAP tekniği buğdayda sarı pasa karşı direnç genleri, sarı pas, 

yaprak pası, yanık, leke, arpa sarı cüceliği ve arpa baş yanıklığına direnç sağlayan 

genler için başarılı bir şekilde moleküler markırlar geliştirmiştir (Chen ve diğ., 1998; 

Toojinda ve diğ., 2000; Shiz ve diğ., 2001).  

2.10. ANLATIM YAPAN İŞARETLENM İŞ DİZİLER  

Anlatım yapan işaretlenmiş diziler (EST) (expressed sequence tag) teknolojisi klasik 

genetik uygulamalar ile çalışılması zor olan organizmalardaki genlerin belirlenmesi için 

kullanılmaktadır (Gueguen ve diğ., 2003). Son zamanlarda, P. triticina’yı da içeren 

çeşitli mantar türlerine ait EST kitaplıkları oluşturulmuştur ve büyük olasılıkla birçoğu 

P. striiformis mantarıyla yakın ilişkilidir. EST’ler mRNA kökenli gen dizilerinin 

etiketlemesi ile oluşan 200-700 baz çiftlik kısa cDNA dizileridir (Adams ve diğ., 1991). 

50’den fazla bitki türü için EST ve cDNA dizileri kullanılabilir durumdadır. Bitkiler 

arasında ise buğday genel veritabanlarında en geniş EST koleksiyonuna sahip bitkidir. 
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Buğday için EST veritabanlarında toplam 23.000 uni-geni kapsayan 38 farklı kitaplıktan 

toplam 1.071.054 EST bulunmaktadır. EST analizleri kromozomal bölgelerdeki birçok 

genin analiz edilmesi ve yeni genlerin belirlenmesi, farklı organ ve dokulardaki gen 

anlatımlarının araştırılmasında etkili bir yöntemdir (Wang ve diğ., 2006). Bitkilerde 

biyolojik fonksiyona ait genlerin tanımlanmasında EST’lerden gelen verilerin 

yorumlanması yaygın olarak kullanılan bir uygulama haline gelmektedir (Gueguen ve 

diğ., 2003). Özellikle çeşitli biyotik ve abiyotik strese cevap olarak farklı gelişimsel 

evrelerin EST’lerini içeren kitaplıkların kullanımı yaygınlaşmaktadır (Randhawa, 

2004). Gen bölgelerini belirleyebilmek için Puccinia striiformis sp. tritici  uygulanmış 

Triticum aestivum cDNA kitaplığı kontig haritaları oluşturmak için kullanılabilmektedir 

(Ling ve diğ., 2007). EST’ler hedeflenen organizmadaki genomik çalışmalar için gen 

dizi bilgisi sağlamaktadır (Rudd, 2003). 

2.11. GEN ANLATIM ANAL İZLER İ 

Polimeraz zincir reaksiyonu DNA zincirinin önceden belirlenen bir bölgesini çoğaltmak 

için günümüzde sıklıkla kullanılan teknolojilerden biridir. Son yılllarda PZR 

reaksiyonlarında kullanılan cihazların (thermocycler) hassas ölçüm aletleriyle 

birleştirilmesi, real-time PZR (gerçek zamanlı PZR) olarak adlandırılan yeni bir 

yöntemin gelişmesine neden olmuştur. Bu yöntem sayesinde DNA ve RNA örnekleri 

kalitatif ve kantitatif olarak kısa sürede analiz edilebilmekte, çok sayıda örnek ile son 

derece az kontaminasyon riskiyle güvenle çalışılabilmektedir. 

 

Real-time PZR’de ürünlerin analizi reaksiyon sırasında yapılmaktadır. Ürünlerin 

kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye özgün olmayan floresan boyalardan ya da 

diziye özgün problardan yararlanılmaktadır. Kantitatif PZR olarak da özetlenebilen 

teknik temel olarak; her PZR döngüsü sonunda üretilen DNA miktarıyla orantılı olarak 

yükselen floresan sinyalin ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Floresan ışıma ortamda 

bulunan ve çalışma prensiplerine bağlı olarak farklılık gösteren floresan işaretleyiciler 

yardımıyla sağlanmaktadır. Böylece kantitatif ölçüm, tekniğin adından da anlaşılacağı 

üzere, her döngüde gerçek zamanlı olarak yapılabilmektedir. 
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Bazı cihazlarda 384 örnek analizi yapılabilmesi çok uygulamalı çalışmalarda zaman 

kazandırmaktadır. Bu teknik, DNA ve RNA’nın çok hassas bir şekilde belirlenmesini 

dolayısıyla az miktarda başlangıç materyaliyle çalışılmasını veya çok sayıda gen 

anlatımının sınırlı RNA örneklerinde belirlenmesine olanak vermektedir. Sistemin 

belirleyiciliği, hedef dizilerin bu dizilere özel sentezlenmiş oligonükleotidlerle 

belirlenmesiyle sağlanırken, elde edilen ürün, reaksiyon sonrasında jel elektroforezi, 

ürün erime grafikleri ve dizi analizi yöntemleriyle doğrulanabilmektedir. Sistemin en 

tercih edilen özelliliği hassas kantitatif ölçüm imkanı vermesidir. 

 

Real-time PZR teknolojisi temel olarak, reaksiyon sonunda ortaya çıkan ürünün 

floresans ışımasına bağlı olarak miktarının belirlenmesi esasına dayanmaktadır. 

Günümüzde bu amaçla kullanılmakta olan dört farklı teknoloji bulunmaktadır. Bunlar 

Taqman®, Molecular Beacons, Scorpions® ve SYBR® Green’dir. SYBR Green 

diğerlerinden farklı olarak floresan ışıma veren bir boya olup reaksiyon karışımına 

doğrudan eklenir ve primerlerin bağlanmasıyla gerçekleşen uzama aşamasında hedef 

DNA’nın çift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya bağlanan SYBR green miktarı artmakta 

ve buna bağlı olarak yayılan floresan miktarında da artış gözlenmektedir. Fakat bu 

uygulamada floresan artışı her zaman özgün bir çoğalmayı göstermeyebilir. Çünkü, 

ortamda hedef DNA olmadığı ve primerlerin birbirleriyle dimer yapmaları durumunda 

da SYBR-green ışıma verebilmektedir. Bu olumsuzluğu gidermek için, PZR sonrasında 

primer setleriyle elde edilen ürünlerin erime eğrilerinin (Tm; çift sarmal DNA’nın 

%50’sinin tek sarmal hale gelmesi için gerekli sıcaklık) analizi, reaksiyon bitiminde 

ortam sıcaklığı yükseltilerek ve belirli aralıklarla floresans miktarı kaydedilerek 

belirlenir (Şekil 2.19).  

 

 

Şekil 2.19: SYBR® Green kullanılarak gerçekleştirilen Real-time PZR aşamalarının şematik 
gösterimi 
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 Diğer teknolojilerde ise hedefe özel, 5’ ucunda reporter florokrom, 3’ ucundan 

söndürücü florokrom bulunan problar kullanılmaktadır. Bu problar hedefe bağlı 

bulunmadıkları durumlarda “Förster Rezonans Enerji Transferi” (FRET) esasına göre 

sinyal oluşması söndürücü florokrom tarafından engellenmektedir. Örneğin Taqman 

sisteminde DNA polimerazın 5’→3’nükleaz aktivitesi kullanılarak prob 5’ ucundan 

yıkılarak reporter florokrom serbest kalır ve sinyal oluşur. Çoğaltım devam ettiği sürece 

yıkılan prob miktarına bağlı olarak sinyal miktarı da artmaktadır (Şekil 2.20). 

 

     
 
 
 

       
 

Şekil 2.20: Taqman® probu kullanılarak gerçekleştirilen Real-time PZR aşamalarının şematik 
gösterimi (http://home.cc.umanitoba.ca) 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. BİTK İ MATERYAL İ 

Bu çalışmada kışlık ekmeklik buğdayda (Triticum aestivum L.) biyotrofik bir mantar 

olan Puccinia striiformis f. sp. tritici ’nin neden olduğu sarı pas hastalığına 

dayanıklılığın moleküler markırlar ile araştırılması için Anadolu Tarımsal Araştırma 

Enstitüsünün tescil ettirdiği dayanıklı (PI178383, İzgi2001 ve Sönmez2001) ve hassas 

(Harmankaya 99, Aytın98 ve ES14) çeşitler anaç olarak kullanıldı. Bu çeşitler 

TÜBİTAK Gen Mühendisliği ve Biyoteknoloji Enstitüsü serasında yetiştirildi.   

 

Anadolu Tarımsal Araştırma Enstitüsü (ATAE) tarafından oluşturulan PI178383 x 

Harmankaya99, İzgi2001 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarına ait F2 

populasyonları Tarla Bitkileri Merkez Araştırma Enstitüsü (TARM) tarafından fide ve 

ergin dönem dayanıklılığı için sera ve tarlaya ekildi. Sarı pas inokulumu ile inokulasyon 

sonrası pas okuma değerlerine göre en dayanıklı ve en hassas olarak belirlenen F2 

bireyleri bu tez çalışmasında materyal olarak kullanıldı. Buğday (Triticum spp.) 

bitkisinin sistematikteki yeri şekil 3.1 de gösterilmiştir. 

 

Alem  : Plantae 

Şube  : Angiospermeae 

Sınıf  : Monocotyledoneae 

Takım  : Poales 

Familya : Graminea 

Alt familya : Pooideae 

Cins  : Triticum 

Tür  : Triticum aestivum L.   

Şekil 3. 1: Buğday (Triticum spp.) bitkisinin sistematikteki yeri 
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Tablo 3. 1: Çalışmada kullanılan buğday çeşitleri ve özellikleri 

ÇALI ŞMADA KULLANILAN DAYANIKLI BU ĞDAY ÇEŞİTLER İ 
ÇEŞİTLER ÖZELL İKLER İ 

 
PI178383 

 

Kılçıklı, başağı kahverengi, beyaz taneli, orta boylu kışlık ekmeklik buğday 
çeşididir. Kışa dayanıklı, yatmaya duyarlı ve orta erkencidir.  TMBMV 
(Toprak Menşeli Buğday Mozaik Virüs), sarı pas ve kara pasa dayanıklı, 
kahverengi pasa ise hassas bir çeşittir. 

 
İZGİ2001 

 

Kılçıklı, beyaz renkli başak ve tanelere sahip olan yaklaşık 95–105 cm 
boyunda kışlık ekmeklik buğday çeşididir. Kışa dayanıklılığı iyi ve 
kardeşlenmesi orta veya yüksek orandadır. Kuru koşullara önerilen bu çeşit, 
yatmaya dayanıklı ve erkencidir. Verim özellikleri oldukça iyidir (300–500 
kg/da).  Protein oranı orta derecede olan çeşidin bin tane ağırlığı 34–35 gr;  
hektolitre ağırlığı 79–81 kg, sedimentasyon değeri 30–40 arasındadır.  Sarı 
pasa, sürmeye ve rastığa karşı dayanıklıdır.  Orta Anadolu ve geçit 
bölgelerinin taban ve yarı taban yerlerinde yetiştirilmesi tavsiye edilir 
(http://www.ataem.gov.tr). 

 
SÖNMEZ2001 

 

 
İri, beyaz renkli ve kılçıksız başak tipine sahip, kırmızı sert taneli kışlık 
ekmeklik buğday çeşididir. Boyu yaklaşık olarak 100–110 cm arasındadır. 
Erkenci ve yatmaya dayanıklıdır. Kardeşlenme düzeyi orta olup iyi şartlarda 
artmaktadır. Sap verimi yüksektir. Verim düzeyi kuruda 250 kg/da ve iyi 
şartlarda 600 kg/da’a ulaşmaktadır. Gübrelemeye karşı tepkisi oldukça iyidir. 
1000 tane ağırlığı 38–44 g, hektolitre ağırlığı 80–84 kg, protein %12–14, 
mikro SDS sedimentasyonu 14–16 ml, stabilite 5–10 dakika gelişme süresi 3–
6 dakika ve yumuşama derecesi 120–150 BU’dır. Doğal epidemi koşullarında 
bölgenin en önemli hastalığı olan sarı pas, kahverengi pas, sürme ve rastığa 
dayanıklıdır (http://www.ataem.gov.tr). 
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Tablo 3.1’in devamı 

                                                        

 

ÇALI ŞMADA KULLANILAN DUYARLI BU ĞDAY ÇEŞİTLER İ 
ÇEŞİTLER  ÖZELL İKLER İ 

 
HARMANKAYA99  

 

 
Kılçıklı, beyaz başaklı, kırmızı orta sert taneli, 90–100 cm boyunda ve kışa 
dayanıklılığı oldukça iyi olan bir buğday çeşididir. 1993–1998 yılları 6 yıllık 
ortalama verimi 350 kg/da olan çeşit, yağışın iyi olduğu 1998 yılında 550 
kg/da'a kadar çıkmıştır.  Hektolitre ağırlığı 81 kg, bin tane ağırlığı 34 gr, 
tanede protein oranı %13 olup ekmeklik kalitesi iyidir. Sürmeye dayanıklı,  
rastık ve paslara karşı duyarlıdır. Orta Anadolu ve geçit bölgelerinde taban 
yerlere ve yağışı biraz daha iyi olan veya bir kez takviye sulamanın 
yapılabileceği yerlerde yetiştirilmek üzere önerilmektedir 
(www.ziraatcim.net). 

 
ES14 

 

 
Kılçıklı, kahverengi başaklı, orta sert beyaz taneli, 90–95 cm boyunda kışlık 
ekmeklik buğday çeşididir. Kışa dayanıklılığı iyidir. İyi sulamayla verimi 700 
kg/da’a kadar çıkmaktadır. Teknolojik özellikleri orta olan ES14'ün, bin tane 
ağırlığı 32 gr, tanede protein oranı %12 olup ekmeklik kalitesi orta 
derecededir. TMBMV(Toprak Menşeli Buğday Mozaik Virüs), rastık, sürme 
ve kahverengi pasa dayanıklı olan çeşit, sarı pas ve kara pasa duyarlıdır. Orta 
Anadolu ve geçit bölgeleri sulu alanlarında yetiştirilmek üzere önerilebilecek 
bir çeşittir. 
 

 
AYTIN98 

 

 
 
Kahverengi başaklara sahip olan Aytın98, kılçıklı ve beyaz tanelidir. 100 -
105 cm boyundadır. İyi derecede kışa dayanıklıdır. Orta veya yüksek 
derecede kardeşlenme gösterir. Orta derecede erkenci ve yatmaya 
dayanıklıdır. Verim düzeyi kuruda 216 kg/da ve iyi şartlarda 631 kg/da’a 
kadar ulaşır. 1000 tane ağırlığı 32-34 gr, hektolitre ağırlığı 78-79 kg, protein 
%13-14 ve mikro SDS sedimentasyonu 35-45 ml’dir. Kahverengi pasa ve 
rastığa karşı dayanıklıdır (http://www.ataem.gov.tr). 
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3.2.  DNA İZOLASYONU 

Bu çalışmada için buğday bitkisinin yaprakları kullanılarak Weining ve Langridge 

(1991)  miniprep DNA izolasyon yönteminde bazı değişiklikler yapılarak genomik 

DNA izolasyonu gerçekleştirildi. Harmankaya99, PI178383, ES14, İzgi2001 anaç 

genotipleri ile PI178383 x Harmankaya99,  İzgi2001 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 

F2 genotiplerine ait yaprak örnekleri sıvı azotta  (-196 oC) donduruldu ve izolasyon 

yapılıncaya kadar -80 oC’de saklamaya alındı.  DNA izolasyonu için her bir yaprak 

örneğinden 0.2 g tartılarak “Retsh MM 301” model homojenizatör cihazı kullanılarak 

toz haline getirildi.  Buzda tutularak soğutulmuş 2 ml’lik steril ependorf tüplere alınan 

homojenatın üzerine 600 µl ezme tamponu  eklenerek parçalamaya devam edildi.  

Ortamdaki proteinleri uzaklaştırmak amacıyla üzerine 600 µl soğuk fenol eklenen 

tüpler, birkaç kere tersyüz edildikten sonra 13.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi.  

Tüplerde oluşan üst sıvı dikkatlice çökeltiden ayrıldı.  Üst faz yeni bir tüpe aktarılarak 

üzerine 600 µl kloroform eklenip iyice karıştırıldı ve tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika 

süreyle santrifüj işleminden sonra oluşan üst sıvı yeni bir tüpe aktarıldı.  Üzerine 3 M 

50 µl soğuk sodyum asetat  (NaAcO4) ve 1 ml soğuk saf etanol (EtOH) eklenen üst sıvı, 

yavaşça bir kaç kere karıştırılıp 13.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi (Tablo 3.2).  

Oluşan üst sıvı atılarak dipte kalan çökelti 1 ml %75’lik soğuk saf etanol ile 2 defa 

yıkandı.  Yıkama işleminden sonra DNA pelletinin belirginleştiği gözlendi.  Üst sıvıları 

atılan tüpler filtre kağıdının üzerine ters çevrilerek oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı.  

Pellet kuruduktan sonra pelletin miktarına göre yaklaşık 50 µl steril soğuk suda 

çözdürüldü.  RNA’yı uzaklaştırmak amacıyla 2 µl 2U RNaz (RNase ONE Ribonuclease 

M4261 Promega) eklenen tüpler, 37 oC’de 1 saat inkübe edildi. PZR için sulandırımları 

yapılan genomik DNA örnekleri -20 ºC’ de saklamaya alındı (Şekil 3.2).  

Tablo 3.2 : Genomik DNA izolasyonunda kullanılan stok çözeltiler 

Çözeltinin İsmi İçeriği Konsantrasyonu 

Ezme Tamponu Sarkozil 

Tris-HCl pH 8.0 

EDTA pH 8.0 

%2 

0.1 M 

10 mM 

Sodyum Asetat NaOAc pH 4.8 (Glasiyel asetik asit ile) 3 M 
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Şekil 3. 2: DNA izolasyonunun şematik gösterimi 

 

DNA belirginleşir. 
Üst sıvı atılıp kurumaya bırakılır. 

 

DNA İZOLASYON  

PROTOKOLÜ 

(Weining ve Langridge, 1991) 

50 µl steril 
 soğuk su 

GENOM İK DNA  

Spektrometrede ölçüm 
 PZR için sulandırım 

 

370C’de 1 saat  inkübasyon 

2 µl 2U RNaz 

Çökelti alınır. 1 ml %75’lik saf EtOH ile 

yıkanır ve kısa santrifüj yapılır. 

Üst sıvı alınır. 3 M 50 µl NaAcO4  ve                 
1 ml saf EtOH 13.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj 

Üst sıvı alınır. 600 µl kloroform   
13.000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

-196°C’ de sıvı  
azota kondu 

600 µl ezme tampon 

13.000 rpm’de           
1 dakika santrifüj 600 µl soğuk fenol 

Yaprak kesimi 
2 gr halinde 

 

Üst sıvı alınır. 3 M 50 µl NaAcO4’e 
1 ml saf EtOH eklenerek 13.000 

rpm’de 1 dakika santrifüj 

Üst sıvı alınır. 600 µl kloroform 
eklenerek 13.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj 
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İzolasyon sonrasında, DNA miktarının belirlenmesi ve PZR’de kullanılmak üzere 

sulandırım oranlarının hesaplanması için DNA örnekleri 1/10 oranında sulandırıldı. 

NanoDrop1000 spektrofotometre cihazında (Şekil 3. 3) 260 nm dalga boyunda ölçüm 

yapılarak DNA konsantrasyonları belirlendi. Elde edilen ölçümler sonrasında, PZR’de 

kullanmak üzere DNA miktarlarının 50 ng/µl olacak şekilde sulandırımları 

gerçekleştirildi. 

 

 
 

Şekil 3. 3: NanoDrop1000 spektrofotometre cihazı (TÜBİTAK MAM, GMBE, Bitki 
Biyoteknolojisi Laboratuarı) 

3.3.  BULK SEGREGASYON ANAL İZİ 

Bulk Segregasyon Analizleri (BSA) için anaç çeşitlerin melezlenmesi sonucu elde 

edilen F2 populasyonundan en dayanıklı ve en hassas genotipler seçilerek, bu 

genotiplerden genomik DNA izolasyonları yapıldı. DNA’ların kendi aralarında eşit 

olarak karıştırılması sonucu hassas ve dayanıklı F2 DNA karışımları “bulk” oluşturuldu 

ve bu karışımlar anaç DNA örnekleriyle birlikte PZR analizlerinde kullanıldı. 

3.3.1.  Bulk Segregasyon Analizlerinde Kullanılacak Genomik DNA Karışımlarının 

Hazırlanması 

PI178383, Harmankaya99, İzgi2001, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98 anaç bitkileri ile 

PI178383xHarmankaya99, İzgi2001xES14 ve Sönmez2001xAytın98 

kombinasyonlarına ait F2 bitkileri moleküler çalışmalarda kullanıldılar.  Tarla Bitkileri 

Merkez Araştırma Enstitüsü tarafından yapılan pas okuma sonuçlarına göre belirlenen 

en dayanıklı ve en hassas F2 bitkileri sarı pas dayanıklılığı ile bağlantı gösteren 

moleküler markır eldesi için anaçlar ile beraber “bulk segregasyon” analizlerinde 

kullanıldılar.  Ergin dönem dayanıklılığı için her kombinasyona ait 24’le 30 arası 
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bitkinin (dayanıklı ve hassas), fide dönemi dayanıklılığı için de her kombinasyona ait 

24’le 30 arası bitkinin (dayanıklı ve hassas) yaprak dokularından genomik DNA 

izolasyonları yapıldı.  İzole edilen DNA’lar NanoDrop1000 spektrofotometre cihazında 

260 nm dalga boyunda ölçüldü ve her biri µl’de 50 ng DNA olacak şekilde sulandırıldı.  

Her 30’lu ve 24’lü bitki grubuna ait DNA’lardan eşit hacimde ve final konsantrasyonu 

50 ng/µl olacak şekilde hazırlanan DNA karışımları  -20 ºC’de muhafaza edildi. Anaç 

DNA’lar kullanılarak karışım (bulk) DNA’sının hazırlanışı aşağıdaki gibi özetlenebilir 

(Şekil 3.4). 

 

30 F2 bitkisinden DNA izolasyonu yapıldı 

 

İzole edilen DNA’lar spektrofotometrede ölçüldü 

 

 

Her tüp 50 (ng/µl) DNA içerecek şekilde sulandırıldı 

 

 

                            

Her  tüpten 10’ar   µl alınarak   karışım (bulk) tüpü hazırlandı 

                                                         

                      Karışım tüpü                          

Şekil 3. 4:  Bulk Segregasyon Analizinde kullanılacak DNA karışımlarının (bulk) hazırlanışı 
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3.4.  EST VERİTABANI ÇALI ŞMALARI 

Sarı pas hastalığına dayanıklılığı sağlayacak moleküler markırların elde edilmesine 

yönelik olarak EST veri tabanı çalışmaları yapıldı. Aynı zamanda bu veriler genetik 

çeşitlili ğin belirlenmesi çalışmalarında da kullanıldı. Sarı pasa dayanıklılık ile genetik 

bağlantı gösteren EST kökenli DNA markırları elde etmek amacıyla aşağıda detaylı 

olarak açıklanan işlemler yapılarak Triticum aestivum’a ait EST kökenli primerler 

tasarlandı. Graingenes (http://wheat.pw.usda.gov) veritabanından buğdayda sarı pas 

hastalığı ile ilişkili EST kütüphanesi belirlenerek, dokulara özgün olarak EST sayısı 

saptandı (Şekil 3. 5). Sarı pas uygulanmış Triticum aestivum’a ait EST’lerin genel 

yapısı Tablo 3. 3 de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.5: Sarı pas uygulanmış buğdaya ait EST kitaplığının belirlenmesi 

 

EST’lerin vektör kontaminasyon taramaları NCBI’da yapılarak temizlendi.  

Kontaminasyonları temizlenen EST Dizileri “Vector NTI 10.0 Contamination Express” 

programında “Contig Express Modülü”ne aktarıldı ve EST’lerin birbirleriyle aynı olan 

bölgeleri bir araya getirildi. Elde edilen vektörden arındırılmış EST’lerin primer 

oluşturmak üzere kontig haritaları çıkartıldı (Şekil 3. 6).  
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Şekil 3.6: EST kitaplığı kullanılarak kontig ve singletonların elde edilmesi 

 

Tüm EST’lerin “FASTA formatı”ndaki dizilerinin “BlastX analizleri” yapıldı. Kontig 

ve singletonlara karşılık gelen protein profilleri çıkarıldı. Bu çalışmalardan hareketle 

BlastX sonuçları her bir kontiğin eşleştiği organizma, eşleştiği protein, bu proteinlerin 

BLAST HIT’leri ve erişim numaraları başlıkları altında toplandı.  

Tablo 3.3: Sarı pas uygulanmış Triticum aestivum’a ait EST’lerin genel yapısı 

Sarı pas uygulanmış Triticum aestivum’a ait ESTler 

Kitaplık Adı TA117G1X 
Toplam EST sayısı 1549 
Kontig Sayısı 136 
Toplam kontig boyutu (bç) 80241 
Kontigleri olu şturan EST sayısı 560 
Singleton sayısı 989 / %63.84 
Kontaminasyonlu EST sayısı 16 
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3. 5. DNA DÜZEYİNDE GERÇEKLE ŞTİRİLEN ÇALI ŞMALAR 

3. 5. 1 Primer Tasarımı 

Dokulara özgün olarak çıkarılan kontiglerden “sense” ve “antisense” yönünde primerler 

“Primer Premier 5” ve “Primer 3.0” programları kullanılarak tasarlandı (Tablo 3.4, 

Tablo 3.5) Bu primerler ile bu genlerin varlığı öncelikle PZR yöntemi kullanılarak 

anaçların total DNA’larında belirlendi.  

Tablo 3.4 : PZR analizlerinde kullanılan kontig primerler 

Primer Dizi (5’-3’) Primer Dizi (5’-3’) 

Kontig 1 
F: ACA gAT AgA AgC Agg ACg AA 

R: AAg  ggT TgA Agg AAT TAT TgT C 
Kontig 58 

F: ggg CAA gAA gAA ggA AgA gg 

R: TgA ggg TTA ggg AAg ggA gA 

Kontig 8 
F: CCT CCA CTT CgC TgC TCC CT 

R: gCT CCT ggT TgC CgT TCT CC 
Kontig 63 

F: CAg ggA ggT CgC AAg CAA 

R: TCA ACC CAA CgT ACg CAT 

Kontig 9 
F: CAA ACT CgA TAg ggA Tgg C 

R: gCT TgA TTT gCA TAT Tgg gAC 
Kontig 65 

F: gCT gCC TAT CTg CTT gCT T 

R: CCT TTC TCC Agg gAC CTT T 

Kontig 12 
F: ACg CAC ATC ggA CAC gC 

R: CAg CTC CCg gTT CTT gg 
Kontig 66 

F: gCg CAT CgT gAT ggA gCT 

R: Tgg gAg CCT TTg TTg TTg g 

Kontig 17 
F: gCC ACC TTC TCA gCC ACA 

R: TTC gCC ggA ACA CCA AAC 
Kontig 73 

F: CTg gTT TgC TAC TCC Tgg T 

R: Tgg CAT CCT TTg TTC TTT C 

Kontig 19 
F: gCg gCA ACT ggA AAT g 

R: AgC CCT TgA gCg gAg T 
Kontig 75 

F: gAg ATg gAC gAg ggA gTg AA 

R: ATg ggg TCT CCC TTg TTC TT 

Kontig 21 
F: gCC CTC AAg ATT TCA AgC Ag 

R: ggg TTT TCg gAC AgT TTT gA 
Kontig 80 

F: gCC AAg gAg TgA ggA Agg 

R: TCg ATT CAC ggA ggA gCA 

Kontig 22 
F: ggA CAC CgA TgA gCA CCA 

R: AAg TTg ggA ggT TTC Agg 
Kontig 90 

F: gAT TCg CAT CgC AgC ACA 

R: gCg gTT AAA CAg ACC CAg T 

Kontig 24 
F: ggT Tgg CTT CTC CTC CCC T 

R: CgA gCT TCC TTg CCg TTC A 
Kontig 91 

F: TTT Tgg TCC TTC ggT TTC g 

R: TCC TCC Tgg TgC ggT gA 

Kontig 30 
F: gTT gAT gAg gAC CTT gTT TC 

R: TTg TTC ggg ggT TTT ATT TT 
Kontig 93 

F: TTC AgC gAg CAC ggC AAA g 

R: gAC ACA Agg ATg gAT ggg A 

Kontig 33 
F: ATg TCC CTC TCC TCg ACC TT 

R: AgT ggA TCA CCT CgA gCT TC 
Kontig 96 

F: CTg CTg CTg CAA CAA gAT g 

R: gTT CCA ATg CCA CCA ATC T 

Kontig 34 
F: ACT TCC gCA gCC TgT ACC TT 

R: CCA ACA ATT AgC CCA CTC AC 
Kontig 99 

F: gCA TCT CCC CTC gAT TCC TA 

R: CgA CCC CgC TCT TCT CCT TC 

Kontig 35 
F: CAA Tgg CgT CCA CCT CCT gC 

R: AgT CCg gTg ATg gTC TTC TTg g 
Kontig 105 

F: CCg ATA ATA CAA TAC CAT 

R: TAC TCC TTT TTT gAC CTC 

Kontig 39 
F: ggT gTT CTA CCg CTC CAA 

R: gAC gCC CAT TAC CCT TTT 
Kontig 110 

F: CAT CTC gCT CCC CAC CTT 

R: TTT gCC CTT TgT TTg TTT 

Kontig 40 
F: ACC CAC TAT ACC CAg gAg gC 

R: TCA gAA Cgg gAA gAA gCA gA 
Kontig 113 

F: CAA AAA TAg CgT gCA Agg Tg 

R: TTg TTT CCA gTT Tgg TTg gA 
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Kontig 46 

F: gCA Agg Cgg TgA AgA ACg 

R: CCC TTT ggA CAg gAA CCC 
Kontig 122 

F: AgC AAg gTT ggC TTC gTC 

R: CCg AgA ATT AAC AgC Agg AC 

Kontig 49 
F: CTC gTg CCg AAg ACA gAA A 

R: CCC TCC CTT Tgg TTg gTT 
Kontig 133 

F: CgT TAg CAg gAg CgA gTg 

R: gAg CAA ATC CAg CgA CCT 

Kontig 52 
F: TTg ggT TCA CAg ATT Tgg Agg 

R: gAA gCA ATT AAC Agg gAC ACg 
Kontig 135 

F: gCC gCA CAA gTT CTA CCA Cg 

R: ggA TTg ggA gTg ACg gTT CT 

Kontig 55 
F: gAg TAC CgC TgC TTC gTC 

R: CCA CCT CCg CCA CTg AA 
Kontig 136 

F: CAC CCA CTC CCA AAC CCT C 

R: gAT TTC AAg CAA gAA CCA A 

Kontig 57 
F: CAC ggT TTC CAg CAA gCA 

R: TTg gCg TTC Agg gTC CTC 
  

 

 Tablo 3.5 : PZR analizlerinde kullanılan singleton primerler 

Primer Dizi (5’-3’) Primer Dizi (5’-3’) 

CA598034 
F: AgC CTA AAA AAA AgC ATA   

R: Agg AgT CCC gTC AAA AAA   
CA598930 

F:  gTg gAC CAT gCA gAT CgA gg   

R: ggg ggC AAT TTT TAT TTT Ag   

CA598174 
F:  gAC CAA gAA CCg TCT CAT C   

R: TCA AgT CTC ACA ACA TCA A   
CA598143 

F: gAT CAA gTg CTg CAA ggT gA 

R: TTg TTA TAA Cgg CgC ATC AA    

CA598286 
F: gTT CTC CgA CCT CCA CAC   

R: gTC ATC ATC TTC ATC CTT   
CA599110 

F:  TCg gCT ACC ACC gTC gCA CC 

R: ACC CTC AAT Cgg CCA CAC CT 

CA598347 
F: ggA ACg CAC CTC CTC CCC TC 

R: CCA gTC CCg gCA CCT TTg AA   
CA599107 

F: Agg ACA CCA CgA gCA TC   

R: CCC CTT ggg AAC AgC Ag   

CA598432 
F: CgC TgA AgA gAA gAA ggA   

R: CgC ATA ggA ggA ACC CAC   
CA599218 

F: CCT CCT CTC CTC CgA TAA TA 

R: ACA TAg gCA gCT TTC CCA CA   

CA598523 
F: ggA ggA ggA gAg Cgg Cgg C   

R: ATA TCC CAg gAg TgA ACg g   
CA598196 

F:  ggT CgT TTC gCT CTC CCC  

 R: ATT TCT CCT CAg CTg gTT   

CA598719 
F: gCC TCA TCC CCC TCC TCC Gc 

R: CgA TTC gCT CTT gCT TCC AC   
CA599282 

F: gCg TAg TTC AAg Tgg ggg 

R: AAA AAT CAT TTA ggg ggg   

CA598762 
F: ACg gCg ggA Tgg ggg Agg   

R: TTT gCT Tgg gAC gAT gAA   
CA598296 

F: gCA CTg CTg gTg gAg ATg   

R: gTT Cgg ACg gAT TgA ggC   

CA599271 
F: TCg gCA CgA ggg TAA gAA g  

R: AgT TTg gAg CAA Cgg gAg T   
CA598421  

F: CTC CTC TCC TCC gAT AAT A 

R: TTg ACC TTC CCT CCC ACC T   

CA598802 
F: gCT CgT CCT CAA CAT CTC  

R: TTT CAC CTT CAg gCC ACT   
CA598485 

F: ACC gTT gCT gAC gCT gCC  

R: CCC CCA TTg TTC CCC ATT   

CA598725 
F: CAg CgA TAT gCT CgT ATT gg  

R: CTC TCA ATT CCT Cgg CAA TC 
CA598584 

F: CCC CTg Agg TgA TTg CTg   

R: TCg CCC TTg TAg gTg CCA   

CA599103 
F: TgT CgT CTg CgT ATT ggT g   

R: Cgg ACT Tgg TgA CTT gCT A   
CA598818 

F: TCC TTg CTg CCT gCT ACA  

R: TCC TCC ATT CTC Cgg TTC   

CA598961 
F: ggA ggA AAA gAg gAA ggA   

R: TCA AAT gAg TgT CgC AgA   
CA598677 

F: CgA CTA CCT TAT CCg CTC C   

R: ggg TTA CTC CCT TTT TTg A   

CA598949 
F: gTT TgT gAg CgA Tgg CgT TT 

R: ATT gAC TTC AgC CTT Tgg gg   
CA598518 

F: TCg gCA CgA ggg AgA AgC   

R: ATC ggA Agg Agg TAA AAC   

Tablo 3.4 ün devamı 
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CA597765 
F: TgA TTT CCT TTA TgC TTg Tg   

R: gCT TgT TgC TTg gTg ggg Tg 
CA598700 

F: gAC TCC ATA CAA TCC CCA   

R: gCA CCC gTT TTT CCA CAT   

 

CA598239 

F: ATT CAA CAT CCT CAA CAA   

R: gAA ACC CCC AAg gCA CCA   
CA598975 

F: CgC AgT TAg CCA gAg AgA   

R: ggA gTT Tgg AgA gCA CgT   

CA598314 
F: ATg gCg TCC ACC TCC TgC TT   

R: ggT Tgg TCg ggg TTT gAT TA   
CA598244 

F: ggA gAT ggT Tgg TTg TgT T   

R: CCA ggg gTT gTT ggT AAA T   

CA598577 
F: CgA CCT gCC CTA CTC TTg C 

R: AAC CCA CCT TgC CTC CAT T     
CA599101 

F: CgT CgT CgC CAC AAg AgT T   

R: CgC CCg TgT TCC CCA gAT T   

CA599238 
F: ggC gTC CAC CTC CTg CTT CC  

 R: TTg TTg TTg ggg TTT gAT TA   
CA597808 

F: CAC CTT CCT CCC TTC CTC CT 

R: CAT CTT TgT TgA CCC TCC TT   

CA598919 
F:  TAC TgA TTC TTg TgT CTT A   

R: CAC CCT TTA TCT ACT TTT A   
CA598837 

F: gAg AgT gAg gAg TgA gAA gA   

R: AAA gCA TTA ggg ATT ggA TA   

CA598848 
F: CCA gAT TTC CTT CCC CAT   

R: CAg CAC CAg CAg CAg CCC   
CA598850 

F: ACg CCC AgC CCT CAC AAg A   

R: ACg gAC CCA CAC ACA AgC A   

CA599257 
F: TgT TCT CAA CCT CCC CTC C  

R: CAA CgT ACT CAg CAC CCA g   
CA599262 

F: CCC ACC CAC TCC CAA ACC CT   

R: CCg gCC AgC TCC AgC ACC TC   

CA597851 
F: TTT ggA ggC ggC AgA gTA   

R: gTC ggT gAA ggg CgT ggT   
CA598020 

F: gTC ACA TCA TCT TCT CCC T   

R: TCC CCA ACA TCA ACT CCg T   

CA598130 
F: CTg ggA ggT ggT gTg TgA Tg   

R: ACT TTT TTg gTT gAg ggg AA   
CA598235 

F: gCg AgA Agg AAC AgC AAg   

R: TTA gAC ggA CCA CgA Agg   

CA598258 
F: CTC TCC CCC CCT CCC CAg   

R: gAg TTC ACC CCC gCC CCg   
CA598359 

F: CCC TgC TgA AAT CAT TgT   

R: TAg TTg TCg gAg CTC TTg   

CA598637 
F: CAC CTC gTg AgT CCT CgT Cg   

R: TgC ggg TCT TCT TgT TgT CC   
CA598674 

F: AAg gTg  CTg gAg gTC TAC   

R: AAT CAC ggC TTC TTg ggA   

CA599135 
F: AAg gCg AAg AAg CCA ggT TT 

R: Tgg ATT ggA ggA TTg ggg AA   
CA599114 

F: CCg Tgg TCg TCC TCg gCg Tg   

R: ggC AAT TAC Cgg ggg AAA CT   

CA599099 
F: CTC ggA ggT gAg CgA AAA T   

R: gAC CCC CCC gTT gAg AAg C   
CA599049 

F: ATT CTg CTC TgC TCC TCC   

R: CAg TTC gTC ACg ggT TTg   

CA599032 
F: gCC gAT CCA TTC ATC CCg A   

R: AgC AgT TgC CCC ACC CAg T   
CA599013 

F: TgA ACA AAg gAg ACA Cgg T   

R: TAT TgA TTg gAT TAA ggC C   

CA598962 
F: CAg ggA Cgg TgA CTg TgC C   

R: AAT gTC gTT TgC ggT TgT A   
CA598940 

F: gAC gCT CAA gCC CCC Ag   

R: Agg TTT gTT TgC CCA TA   

CA599166 
F: Agg gCT CCT ATg CTT CgC   

R: gTT gTA CgC CgC TTg gTC   
CA599172 

F: gCA gCC gAC ggT gAA gAt 

R: gAg ggC gTT gAA gTT TgA gTA g   

CA597830 
F: CgT gAg AAC AgC gAA gCg    

R: gAT TgA TgC gAA CAT Agg C    
CA597983 

F: TCA CgC ACT ACC TCA CCC  

R: CCC TTC CAg TAC CCT TTC T   

CA598102 
F: ggC ACA gAC CCT AAC CAC   

R: gAg TAC ATT CAC ggA gAC g    
CA598181 

F: CAC CCC gCA ggA CTT CgT   

R: TTT ATT TCC AgT TgA TTA   

CA598187 
F: TAg TAT TCT CCC CgC CAC  

R: CAT CCT TTA ATT TTT TCA   
CA598128 

F: gCC TTC TTg AAC CAT CCT g   

R: gCT TTg AAA TTT ggC gCC C   

CA598256 
F: ggg CAT TgT TgA CTC TgA   

R: TTg TTC TCg gCA ATC TCA    
CA598366 

F: CCC gTg gCA gTC AAg ATg  

R: TTg AAg CCC AAC Agg ATg    

Tablo 3.5’in devamı 
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CA598422 

F: CAC gAg TgA AgT gAg AgC   

R: TAT TTT ATT TTA ggC ggA   
CA598476 

F: ATT TCC CgA AgT TAg gCg   

R: CTC AAg ggC TgT AAg gTg   

CA598630 
F: CAA AgC AAA TCC CAC AAT   

 R: TgA ggC gTA ACA TCC AAg    
CA598687 

F: gAg CAA gTT TAg gAg CgA CCA A 

R: ATg TAC ggg AAg gCg gAg C   

CA598694 
F: AAT gTC Tgg CTg ggT TCA   

R: TCA gTC TTT CTT Tgg Tgg C   
CA599121 

F: AAA CAA CCA TgA AgA ACA CC 

R: CAC ATC TAC gCA CAA AAA Cg 

CA598966 
F: ggC TgT TTg AgA ATg gAC gg   

R: CTT Tgg TTT Tgg AgC ggg TT   
CA598941 

F: CAT CAC CAA ggA ggA CA   

R: AAA gAA Cgg gAA gAg CC   

CA597760 
F: gTg CTg gCg ATg gTg CTC   

R: gCC gTT Cgg ggT TgT TgT   
CA598151 

F: gCg AgC CCT CCA CCA CAA   

R: Cgg CAA AgT AAT CAA TCA   

CA598557 
F: ATg ggg AAg AAg CAg gTg g   

R: TTg gTT TgA ACA Agg AAg A   
CA598672 

F: CAg Tgg gTg TCA ggA gTC T   

R: TgT gTT gTg TTg TgT TgT T   

CA598691 
F: AAg CCg AAg CAC TAg ATC C   

R: ACA TTC CAg AAA AAC ACg A   
CA598755 

F: AgC AAg CAA gCC gAA gCA CT   

R: Cgg gAA Agg AAA ACg gAg gA   

CA599273 
F: gCA gCT CCA gCg gCg CAg gC   

R: gCg gTg TAg gTg gTA Agg gT   
CA599285 

F: gCT CAC CAC CAC TAC TA   

R: ggA TgC CCg Cgg CCT TC   

CA599115 
F: CgT gCg ggC Agg Tgg ACT   

R: TgA CAT gCT gAT ggg gAA   
CA599235 

F: gAT ggC Tgg gCT ACT CTC T   

R: TTT ggA CCC CCg AAT TTT g   

CA599277 
F: gCT TTT TTC CCC TTC CTC Cg   

R: gCC CCT TTg AAT CAA TgT CC   
CA598980 

F: ATg AAC TgC TTC TgC TCC T   

R: TAg ATT TCg TAC TCT Tgg g   

CA599015 
F: CCA TAT CCT CTC CCA AgC   

R: TCC CAC CCA TTC TCA AAC   
CA599119 

F: CTC CCC AAA gCC CTA ACC 

R: AgC CAg gAA ggC gAA gAA g 

 

3.5.2. EST Kökenli Primerler ile Gerçekleştirilen PZR Analizleri 

Çalışmada 39 adet EST (Expressed Sequence Tag) (Anlatım Yapan İşaretlenmiş 

Diziler) kökenli kontig ve 92 adet EST kökenli singleton primer çifti ile anaç bitkiler 

(PI178383, Harmankaya99, İzgi2001, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98)  kullanılarak 

PZR analizleri gerçekleştirildi (Şekil 3.7).  

 

PZR uygulamasında 0.2 ml’lik tüpler kullanıldı ve “Eppendorf Mastercycler Gradient” 

cihazında 25 µl hacimde çoğaltım gerçekleştirildi. Her genotip için tüplerdeki son 

konsantrasyon 1 X Taq Buffer (MBI Fermentas, Germany), 2.5 mM MgCl2 (MBI 

Fermentas, Germany), 0.2 mM dNTP (MBI Fermentas, Germany), 400 nM ileri primer, 

400 nM geri primer ve 0.625 U/µl Taq polimeraz (MBI Fermentas, Germany) ve 100 ng 

DNA  olacak şekilde karışım hazırlandı.  

 

Tablo 3.5’in devamı 
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Şekil 3.7: Polimeraz zincir reaksiyonunun şematik gösterimi 

 

3.5.3.  Buğdaya Ait RGA Dizilerinin Belirlenmesi 

Buğdaya ait NBS-LRR sınıfına ait iki NBS bölgesinden kökenlenen ve  buğdaya ait 

NBS (nukleotid bağlanma bölgesi) içeren 77 RGA-EST dizisi mantar hastalığına 

dayanıklılık ile ilişkili markır eldesi ve anaçlar arasında genetik uzaklık çalışmaları için 

kullanıldı. Bu amaçla buğdaya ait RGA-EST dizilerinin (Tablo 3.6) vektör 

kontantaminasyon taramaları NCBI’da yapılarak temizlendi. 15 RGA-EST dizisinde 

kontaminasyon belirlendi. Kontaminasyonları temizlenen “EST” dizilerinden “sense” ve 

“antisense” yönünde primerler “Primer Premier 5” ve “Primer 3.0” programları 

kullanılarak tasarlandı (Tablo 3.7). Bu primerler aracılığıyla bu genlerin varlığı 

öncelikle PZR yöntemi kullanılarak anaçların total DNA’larında belirlendi.  

 

 

 



44 
 

 

Tablo 3.6: Çalışmada kullanılan buğdaya ait RGA dizilerinin gen bankası erişim numaraları 

Buğdaya ait RGA dizileri gen bankası erişim numarası 

BE400250 CA606728 CA617198 
BE405711 CA610289 BM134978 
BE498831 CA652512 BU099584 
BE499177 CA662188 CA736742 
BE500158 CA662651 CA740494 
BF482358 CA676926 CA724373 
BJ255861 CA679534 CA498317 
BJ258770 CA681703 CA696482 
BJ269157 CA725884 BJ213107 
BJ270203 CA726158 BJ316279 
BJ272146 CA733486 BJ277253 
BJ286558 CA741642 BQ743300 
BJ295708 CA742788 BF484437 
BJ300496 CA742849 BJ207304 
BQ239089 CA499328 CA744411 
BQ241493 CA692539 BJ276947 
BQ246913 BJ246024 BJ225910 
BQ579469 BJ245188 CA727476 
BQ753146 CA501245 BE405507 
BQ802253 BM134773 BE418533 
BQ802688 BQ752781 BF199788 
BQ803195 BE591190 BF473313 
BQ901277 CD910548 BE445244 
BU100242 BE517538 BE605005 
CA500988 CA497657 BE426789 
CA600403 BQ744464  
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Tablo 3.7: PZR analizlerinde kullanılan RGA primerler 

Primer Sequence (5’-3’) Primer Sequence (5’-3’) 

BE400250 
F: 5'  CAT CTT ATT gTT TgT CCC T  3' 

R: 5'  gAg TAT gAT TTA TCC TTg g  3' 
BE405711 

F:5'  CAT TTC gCA TAC TTT TTg A  3' 

R:5'  TTC TgT gAT TTT TAC TCC C  3' 

BE498831 
F:5'  AgA CAA gAT TAg Tgg AAC g  3' 

R:5'  AAA gAA AgA TAg CAT Agg T  3' 
BE499177  

F:5'  ATC AgT CAC CgT gTC TCA  3' 

R:5'  TTC TTT CTC gCT ATA TTT  3' 

BE500158 
F:5'  AAC AgA TgA gAA ACC AAA g  3' 

R:5'  ATC AAC gAC AAC AAA ATA C  3' 
BF482358 

F:5'  gAg AAA CCC gCA gCg AgA g  3' 

R:5'  TTT gTg AAC ATA gCC ATT A  3' 

BJ255861  
F:5'  ggA ATC ggC AAg ACC ACT C  3' 

R: 5'  CAC ATC ATC CAg CAC CAg g  3' 
BJ258770  

F: 5'  TTg TCg ggC TTg gTg gTC TA  3' 

R: 5'  TgC TgT TTg CTT CAT TAC TT  3' 

 BJ269157  
F: 5'  gCT TCA TCT ACC TCC CAA CA  3' 

R:5'  CCC CCA CAC TCA TCC TCA TA  3' 
BJ270203 

F: 5'  ggC AgA gCA gTC CAg CAg  3' 

R: 5'  TCg TAA TAA CAC gCA AAT  3' 

BJ272146  
F: 5'  ggA gCg gAC AgT gAg ACA T  3' 

R: 5'  ggC AAg AAg CAg gAg CAT A  3' 
BJ286558  

F:5'  ACC ATA Agg AAA AAC ACC A  3' 

R: 5'  CTC AAC AAA ggC AAg ACT A  3' 

 BJ295708 
F:5'  TTT AgC ACA TCA ACC TCg  3' 

R: 5'  gAT TCT CTC AAA AAC gCC  3' 
BJ300496  

F: 5'  CTA TTg TTg gAT TTg gTg gg  3' 

R: 5'  CgA TAC ggg TTg TCg TgA TT  3' 

BQ239089 
F: 5'  CAA CCC TTC TCA AAA CAT T  3' 

R: 5'  TCA TTC AAg CAC TCC ATC C  3' 
BQ241493 

F: 5'  CCg TgC CCT CAg TTC AAT  3' 

R: 5'  CAT ACg TAg CTg CCC TCC  3' 

BQ246913 
F:5'  gAA CAg CgA AAg Tgg gAg gA  3' 

R: 5'  TgT AgA AgA Cgg CgC AgA Ag  3' 
BQ579469  

F: 5'  ggT CTg gAA CTC AAT gAT gC  3' 

R: 5'  CAA ggC TgT TTT Tgg CTg gT  3' 

BQ753146 
F: 5'  AAg ACC TgT gTg TTT ggA T  3' 

R: 5'  CAg CTT TgT gTA CTT gCA T  3' 
BQ802253 

F: 5'  ATC TAT CAC ATC gAg CCC C  3' 

R: 5'  gAC ATC CCA TCA TAC TgC C  3' 

BQ802688 
F: 5'  CTA TTA gTT gTg CTT TTC C  3' 

R: 5'  TTC ACC TAT CCA TTg TTT A  3' 
BQ803195 

F: 5'  ACT gCg ggg CTT TTg TCT C  3' 

R: 5'  gCT TCT TAg gTg gTg ggg A  3' 

BQ901277 
F: 5' gAg CTg CTC CAC ATC CAA AT 3' 

R: 5' CCA CAC TTg TgA Agg CTg Tg 3' 
BU100242 

F:5'  ATA TCC CAA AAA CCT AAC A 3' 

R: 5'  AgC AAC TCA CCA TAC TCA A 3' 

CA500988 
F: 5'  ACg ACA CCA TTC AAC gCC T  3' 

R: 5'  TCC CgA ACC TCC AAA ACC A  3' 
CA600403 

F: 5'  Agg TgA AgT CgT gCT TAT gg  3' 

R: 5'  TTC TgA TgT CCg AgT TTT gg  3' 

CA606728 
F: 5'  AgA TgA gTg ggA gAg ggT  3' 

R: 5'  CAg gTC TTg gAg ATg ggT  3' 
CA610289 

F: 5'  gTC AgT Cgg AgA ggT ggg A  3' 

R: 5'  AgT ATC ggg AgT ggA AAA T  3' 

CA652512 
F: 5'  gAT AgC ACT ACg CAC ATT  3' 

R: 5'  CCA TCA ACC ATC CAA CAg  3' 
CA662188 

F: 5'  AAA CTC TTT CCC ACA TCT  3' 

R: 5'  gTg CCT ggA CAA TAA CCT  3' 

CA662651  
F: 5'  gAC CTT CCC CAT CAC CTA  3' 

R:5'  TTC CCg TTC CAA ACC CAg  3' 
CA676926 

F: 5'  TgC CAT TTC ATA CAC ACg  3' 

R: 5'  AgA gCA ACA gTC CCC CAg  3' 

CA679534 
F: 5'  ATg gAC ATC CTC CTT CAA  3' 

R: 5'  TCA TCC CAA Tgg TTA gTT  3' 
CA681703 

F: 5'  CCC ATA AAA ACA CAA TCT  3' 

R: 5'  gAC gAC gAC AAC Agg ACA  3' 

CA725884 
F: 5'  CTT TgC CgA TTT gAg ACA  3' 

R: 5'  Agg ATT gAg ggA TgC TTC  3' 
CA726158 

F: 5'  TAA TCC gAC CAA AAA CAg gC  3' 

R: 5'  CCA AgA ggT gAA ACC AAA gA  3' 

CA733486 
F: 5'  CAT CAC CAA gCC AAA AgC A  3' 

R: 5'  CTg gAg AAg TAA gAC CCg A  3' 
CA741642 

F: 5'  AgA gAA TCA gCA gAC AAg gC  3' 

R: 5'  AAA CAT CAT CCA gCA CgA gC  3' 
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CA742788 

F: 5'  TCT CCT CAT CTT CCT TAg CA  3' 

R: 5'  ATC ACA gTC TCg CAg TCA TT  3' 
CA742849  

F:5'  CAg gTg TCg TAg gTg AAT g  3' 

R:5'  TgT ggA TAg CAg Agg gAT T  3' 

CA499328  
F: 5'  TgA AAg TgA AAA ggA ggg C  3' 

R:5'  CCA AAg ACA AAT gTg AgA A  3' 
CA692539  

F: 5'  Cgg TTg ATg AAT gAC ACg AA  3' 

R: 5'  CTg ACA CTg AAg CAg ggA gC  3' 

BJ246024  
F:5'  TCT ACA CAA CAg AAg ggC A  3' 

R:5'  gAA ggT TTA ggA CAC ggA C  3' 
BJ245188  

F:5'  AAA TCC TCC gAA gAg AAC A  3' 

R:5'  TTA CAA TCg CAg CCA ACA A  3' 

CA501245  
F:5'  ATA gCg gAA ggC TTT gTC  3' 

R:5'  CgA TgT TCg gTg gTA gTA  3' 
BM134773  

F:5'  AgA TTT TgC TAT gCT TTC AC  3' 

R:5'  TTA CTC ATT TTC TTT gCT gC  3' 

BQ752781 
F:5'  gTg gAT AgC AgA Agg ATT  3' 

R:5'  ACT TgA TTA gAT ggA ACA  3' 
BE591190  

F:5'  AAT CAA TgA ggA Agg AAT gg  3' 

R: 5'  gTA ACg ggA gAg AAA ACA gC  3' 

CD910548  
F:5'  AAg Tgg gTT gCT gAg ggT TT  3' 

R:5'  TgC ggC AgT TCT TCT AgT gT  3' 
 BE517538  

F:5'  ATg gAT TgC TgA Agg gTT  3' 

R:5'  gAg TgA TCT ggC ATg ggA  3' 

CA497657  
F:5'  CCg AAg gCA AgT AAA AAg g  3' 

R:5'  AAg AgC CCg AAC TgC gAC A  3' 
BQ744464  

F: 5'  ggg ATC TTC CAC ACC ATT  3' 

R: 5'  gCT TTC CgA TTT CAC CAg  3' 

CA617198 
F: 5'  gTC CAC ATg ggg TgA AgT AA  3' 

R: 5'  AAg TCC AAC AAC gCg AgA gA  3' 
BM134978  

F: 5'  CAg AAA CTg AAg AgA TgC T  3' 

R: 5'  TAT TgA CAg ATg ACg gAC A  3' 

BU099584  
F: 5'  ggC TCT CTC TgT CTT CTg  3' 

R: 5'  gCT TTA TTC TgT gCA TCA  3' 
CA736742  

F: 5'  TTC TCC CCT CTg TCA AC  3' 

R: 5'  AgC CAT gCA TCT TCT AC  3' 

CA740494  
F: 5'  gAg Cgg ggA gCA ATT CTT CT  3' 

R:5'  ATC CTT CAg CgA CCC ACA TA  3' 
CA724373  

F: 5'  ggg CTg CCA TAT CAT CTC AA  3' 

R: 5'  ACC TCC gTC CAA gTT CCT Cg  3' 

 
CA498317   

F: 5'  TAC TTC CgC AAA TgC CCA g  3' 

R: 5'  TTC CAg TTT CCA AAC ACC g  3' 
CA696482  

F: 5'  ATg ACC TTC CAg ACg ACC T  3' 

R: 5'  TCC gCT TTC CAT CCA CTT A  3' 

 BJ213107  
F: 5'  TTA AgC TCC TgT TTg Tgg  3' 

R: 5'  TTg CCC TTC TgT TgT ATg  3' 
 BJ316279 

F: 5'  CTg AAA AgA TgT ggT gg  3' 

R: 5'  TTT Agg TgT ggA ggT Ag  3' 

 BJ277253  
F: 5'  AgA AgA CAC AgC AgA AgA gT  3' 

R: 5'  TTC AAC ATC CCC AAT AAA AC  3' 
BQ743300 

F: 5'  AAg TCg TgC TTC CTC TAC  3' 

R: 5'  AgT CTC CCT TAT gTC CAg  3' 

BF484437  
F: 5'  CAg gAg gTg gTT AgC ggA  3' 

R: 5'  ATg gAT ggA AAg gTg gCA  3' 
 BJ207304  

F: 5'  TAT TTT TgC TCT ATT Tgg g  3' 

R: 5'  gTC TTC ACC TCT gTg CTg T  3' 

 
CA744411  

F: 5'  CgA gTg Tgg TTA TCC CTT g  3' 

R: 5'  gCT CCT CTg CTA TCT gTg C  3' 

 

BJ276947  

F: 5'  AAC CTA TTC CCT CCA TTC  3' 

R: 5'  TCA TTT CTT CAA CTT CCA  3' 

 BJ225910  
F: 5'  TTg CTT gAT TTA gCg gAT A  3' 

R: 5'  CAg ACT CTT gAg gAC TTT C  3' 
CA727476  

F: 5'  gCA gTg TAg ggA AAT CgT g  3' 

R: 5'  AAg TCA TTg gAg TTg ggA g  3' 

 
BE405507  

F: 5'  ATg CTT AgT gTT gTC TCC A  3' 

R: 5'  TAA TCC ATC ACA TTT CCT T  3' 
BE418533  

F: 5'  ACA ggC AAA TgA ACg ACg  3' 

R: 5'  TgT gAA ATg CTC TCT AAg  3' 

 BF199788  
F: 5'  ATC gCC AAC CAA ATC AAT g  3' 

R: 5'  TgT TTT TCC CAA CCC ACC A  3' 
 BF473313  

F: 5'  CTg gAA AAg CAC AgT TgA  3' 

R: 5'  gTg gAT gAT ggA AgA AgA  3' 

 
BE445244  

F: 5'  TAA ggC ggT TAT gAA gCA  3' 

R: 5'  TCg gAA ggA CTg Agg AAA  3' 
 BE605005  

F: 5'  ATA AAg gAT ggg ATg gAA  3' 

R: 5'  CTT gAg ggA ATC TgA gCA  3' 

 
BE426789  

F: 5'  AAT gTT ggg TgT CAg TTT CC  3' 

R: 5'  AgC ATg TCC ATC CAg gTT TC  3' 
  

 

Tablo 3.7’nin devamı 
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3. 5. 4. Moleküler Markır Analizlerine Ait PZR Ürün lerinin Görüntülenmesi 

EST kökenli kontig, singleton ve RGA-EST primerleri kullanılarak elde edilen PZR 

ürünleri agaroz jel elektroforezinde incelendi.  Analiz için 0.5 X TBE 

(Tris/Borate/EDTA)’de hazırlanan %2’lik agaroz (Sigma A5093) jel, mikrodalga fırında 

eritildi. Oda sıcaklığına gelen jele 5 µl etidyum bromür (10 mg/ml) çözeltisi eklenip 

karıştırıldı ve yatay elektroforez kasetine döküldü.  Elektroforez kaseti jelin polimerize 

olması için oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi ve 0.5 X TBE tamponu içeren 

elektroforez tankına yerleştirildi.  PZR ürünleri 3.5 µl yükleme tamponu ile 

karıştırılarak 20-22 µl hacimde jel kuyularına yüklendi.  PZR ürünlerinin boyutunu 

belirleyebilmek için 50 bç’lik (MBI Fermentas SM0371, Germany) DNA markırları  

kullanıldı. Jele yüklenen PZR ürünleri 80 Volt’ta 2 saat süre ile elektroforez işlemine 

tabi tutuldu. UV ışık altında (Vilber Lourmat) incelenen PZR ürünlerinin, Sony UPP-

110HG Type V High Glossy Printing Paper film üzerinde fotoğrafı çekildi. Agaroz jel 

elektroforezinde kullanılan çözeltilerin içerikleri ve konsantrasyon miktarları Tablo 3.8 

de verildi. 

Tablo 3.8: Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler 

Çözelti Adı İçeriği Konsantrasyonu 

TBE Tamponu (10X) 
Trisma Base 

EDTA 
Borik Asit 

890 mM 
20 mM 
890 mM 

Yükleme Tamponu (6X) 
Bromofenol Mavisi 

Sukroz 
%0.25 (w/v) 
%40    (w/v) 

Etidyum Bromür Etidyum Bromür 10 mg/ml 

 

3. 5. 5. Buğday Çeşitleri Arasındaki Genetik İlişkinin Belirlenmesi 

Sarı pas uygulanmış buğdaya ait EST kökenli primerler (39 adet kontig ve 92 adet 

singleton primeri) kullanılarak buğday çeşitleri ile PZR reaksiyonu sonucunda elde 

edilen polimorfik bantlar, bireyler arasındaki genetik benzerlik ile genetik uzaklığı 

belirlemek ve dendogram oluşturmak için “PopGene32” bilgisayar programı ile 

değerlendirildi.  “PopGene32” programı ile elde edilen dendogramı düzenlemek için ise 

‘TreeView’ bilgisayar programı kullanıldı. 
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“PopGene32” programında dendogram oluşturmak için öncelikle, PZR denemeleri 

sonucu elde ettiğimiz polimorfik bant profiline göre, her bir anaç için, bantların 

varlığında ‘1’, yokluğunda ise ‘0’dan oluşan kodlarla excel dosyasında bir veri matriksi 

oluşturuldu. Bu veriler, “PopGene32” programının kullanabileceği veriler haline 

getirilebilmek amacıyla “wordpad” yardımı ile hazırlandı. Daha sonra hazırlanan veriler 

“PopGene32” programına aktarılarak bireyler arasındaki genetik benzerlik ve genetik 

uzaklık belirlenerek dendogram çıkarıldı. Son olarak “TreeView” programı ile 

dendograma son hali verildi (Şekil 3. 8). 

 

 
Şekil 3.8: Dendogram oluşturmak için kullanılan “PopGene32” ve ‘TreeView’ bilgisayar 

programları      

 “PopGene32”  programında belirlenen bireyler arasındaki uzaklık ya da yakınlık 

mesafe analizleri, Nei’nin (1978) genetik benzerlik ve genetik uzaklık ölçümüne göre 

matriksler oluşturularak gerçekleştirildi. 
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3. 6. RNA DÜZEYİNDE GERÇEKLE ŞTİRİLEN ÇALI ŞMALAR 

3.6.1. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılmak Üzere Dayanıklılık 

Mekanizmasında Rol Oynadığı Düşünülen Genlerin Ortak Dizilerinin Belirlenmesi 

Bitkilerde mantar hastalıklarına karşı dayanıklılık mekanizmasında rol oynayan çeşitli 

genler belirlenerek bu genlerin mRNA dizileri “fasta formatı”nda kaydedildi. Buğday 

ve farklı organizmalarda aynı genlere ait mRNA dizileri, “BioEdit programı” 

kullanılarak karşılaştırıldı ve ortak diziler belirlendi (Şekil 3. 9), daha sonra bu ortak 

diziler primer tasarımında kullanıldı. Bu genler;  PR1 (Pathogenesis Related 1), PR4 

(Pathogenesis Related 4), PR5 (Pathogenesis Related 5), MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinase), RAD6 (Ubiquitin-Conjugating Enzyme), Hsp70 (Heat shock protein 

70),  Hsp90 (Heat shock protein 90), SGT1 (Suppressor of G2 allele of skp1), RAR1 

(Required for Mla12 Resistance), RLK (Receptor Like Kinase)’dır. Bu genlerden 

primer tasarımı GeXP GenomeLab Genetik Analiz Sisteminde (Beckman Coulter) 

“multipleks” halinde gerçekleştirildi. 

 

 

 

Şekil 3. 9: Buğday ve farklı organizmalardaki aynı genlerin ortak dizilerinin “BioEdit programı” 
kullanılarak belirlenmesi 
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3. 6. 2. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılmak Üzere, Stres ve Stresle İlişkili 

Kontig ve Singletonlardan Tasarlanan Primerler 

Kontig ve singletonların protein karşılıklarından yola çıkılarak RNA düzeyinde 

analizler gerçekleştirmek için ise stres ve stresle ilişkili olanlar belirlendi. Seçilen kontig 

ve singletonlar Tablo 3. 9 ve Tablo 3. 10 da gösterildi. Bunlardan benzer gene karşılık 

gelen kontig ve singletonların cDNA dizilerine BIOEDIT programı ile dizi eşleştirmesi 

(alignment) yapılarak içlerinden en uygun olan dizi tercih edildi. GeXP Genetik Analiz 

Sisteminde (Beckman Coulter GenomeLab) primer tasarımı gerçekleştirildi. Primerler 

multipleksler halinde cihaz tarafından bir araya getirildi. Her bir multipleks 9–10 kontig 

veya singletonun bulunduğu primerleri içermektedir.  

 

Tablo 3. 9:  Gen anlatım analizlerinde kullanılmak üzere seçilen stres ve stresle ilişkili kontigler 

Kontig adı Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

Kontig 34 jasmonate-induced protein AAR20919 915 

Kontig 55 glycine-rich RNA-binding 
protein 

BAF30986 492 

Kontig 80 wali7 AAC37416 815 
Kontig 91 cold shock protein-1 BAB78536 690 
Kontig 9 lipid transfer protein 

(LTP) 
ABB90546 348 

Kontig 90 putative membrane 
protein 

ABB90549 435 

Kontig 113 lipid transfer protein 3 
(LTP3) 

AAP23941 369 

Kontig 52 Metallothionein-like 
protein 1 

P43400 
L11879 

228 

Kontig 75 metallothionein mRNA AAP80616 345 
Kontig 57* type 1 non-specific lipid 

transfer protein precursor 
CAH69190 354 

       *Aynı protein’e karşılık gelen farklı kontig veya singleton ile eşleştiği için listeden çıkartıldı. 
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Tablo 3. 10:  Gen anlatım analizlerinde kullanılmak üzere seçilen stres ve stresle ilişkili 
singletonlar 

Singleton adı Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

CA599166 cold acclimation induced 
protein 2-1 

AAY16797 966 

CA599172 stress responsive protein   AAY44603 588 
CA597830 14-3-3 protein AAR89812 786 
CA597983 GRAB2 protein CAA09372 1056 
CA598102 WIR1A protein Q01482 267 
CA598181 pathogenisis-related protein 

1.2 
CAA07474 522 

CA598187 VER2 BAA32786 903 
CA598256 heat shock protein 80 AAD11549 2103 
CA598366*  receptor-like kinase protein 

(Lrk) 
AAS93629 1392 

CA598422 wali5 AAA50850 270 
CA598476 LRR19 AAK20736 2763 
CA598630 Translationally-controlled 

tumor protein homolog 
(TCTP) 

Q8LRM8 
AF508970 

507 

CA598687*  wali6 AAC37417 267 
CA598694 cold-responsive LEA/RAB-

related COR protein 
AF255053 501 

CA599121 putative proteinase 
inhibitor-related protein 

AAS49905 273 

CA598966 MAP kinase ABS11090 1110 
CA598941 calcium-dependent protein 

kinase 
ABY59005 1677 

CA597760 type 1 non specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH69210 363 

CA598151*  lipid transfer protein 
precursor 

AAG27707 348 

CA598557 type 2 non specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH69201 291 

CA598691 type 1 non-specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH04983 348 

CA598755*  type 1 non specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH69190 354 

CA599273 Outer mitochondrial 
membrane protein porin 
(Voltage-dependent anion-
selective channel protein) 
(VDAC) 

P46274 
X77733 

828 

CA599285*  putative lipid transfer 
protein 

ABB90547 399 

CA599115*  type 1 non specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH69199 326 

                              *
Aynı protein’e karşılık gelen farklı kontig veya singleton ile eşleştiği için listeden çıkartıldı 
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3. 6. 3. Çoklu Dizi Eşleştirilmesi 

Gen anlatım analizlerinde kullanılmak üzere stres ve stresle ilişkili kontig ve 

singletonları seçebilmek amacıyla aynı proteinle eşleşen veya aynı erişim numarasına 

sahip olan dizilerin çoklu eşleştirilmesi (multiple alignment) yapıldı. Eşleşen diziler 

karşılaştırıldı ve gen anlatım analizlerinde kullanılacak primer tasarımı için en sorunsuz 

ve uzun dizi tercih edildi 

3. 6. 4. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılacak GeXP Genetik Analiz Sistemi  

Gen anlatım analizlerinde kullanılacak primerlerin tasarlandığı “GeXP Genetik Analiz 

Sistemi (Beckman Coulter GenomeLab)” (Şekil 3.10, Şekil 3.11) kullanılarak çoklu gen 

anlatım analizleri gerçekleştirilebilmekte ve gen anlatım profilleri karşılaştırmalı olarak 

ortaya konulabilmektedir. 

 

Çoklu gen anlatım analizi 5 temel basamaktan oluşmaktadır: 

1. Primer tasarımı  

2. cDNA sentezi 

3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

4. PZR ürünlerinin kapiler elektroforez sisteminde yürütülmesi 

5. Dizi ve transkript profilleme analizleri 

 

 
Şekil 3.10:  GeXP Analiz Sistemi (Beckman Coulter GenomeLab) 
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Şekil 3.11:  GeXP Analiz Sistemi Yazılımı (Beckman Coulter GenomeLab) 

GeXP analiz sistemine ait parçalar aşağıda gösterilmektedir (Şekil 3.12). 

 

   
 

    
 

Şekil 3.12:  GeXP Analiz Sistemine (Beckman Coulter GenomeLab) ait parçalar; 
a) GeXP Sistemi genel görünümü, b) Çift panelli örnek yükleme bölmesi, c) 8’li kapiller, d) 96 örneklik PZR tablası 

a b 

d c 
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3. 6. 5. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılacak Primerlerin GeXP Genetik Analiz 

Sisteminde Tasarlanması 

Primer tasarımı için öncelikle anlatım düzeyi incelenecek olan genlerin mRNA dizi 

bilgisinin bulunması gereklidir (NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ardından analize 

alınacak genlere ait diziler cihazın “eXpress Profiller yazılımı”nda bulunan “eXpress 

Designer modülü”ne tek tek tanıtılmalıdır (Manuel veya internet sitelerinden). 

 

İlgili genlere ait dizi bilgileri kullanılarak aynı GC içeriğine ve aynı erime sıcaklığına 

sahip, sadece ilgili genle ilgili ileri (forward) ve geri (reverse) primer çiftleri birkaç 

saniye içinde üretilmektedir. Üretilen primerler, gene özgü dizilerine ek olarak, 5’ 

uçlarında evrensel primer dizileri de içermektedir (Şekil 3.13). İleri ve geri primer 

örneği Şekil 3.14 de verilmiştir.  Primerlerin tasarım aşamasında; bu primerlerle elde 

edilen PZR ürünlerinin 100–400 nükleotid ve birbirlerinden en az 5 baz farklı 

uzunluklarda olması gerekmektedir.  

 

 

Şekil 3.13:  İleri ve geri kimerik primerlerin gösterimi 

 

 

Şekil 3.14:  İleri ve geri kimerik primer örneği 

 

Kimerik ileri 
primer 

Kimerik geri 
primer 
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Ters transkripsiyon reaksiyonunda ve çoklu PZR’lerde kullanılan geri (revers) ve ileri 

(forward) primerlerin tasarlanmasında GeXP Genetik Analiz Sistemine (Beckman 

Coulter GenomeLab) ait “eXpress Primer Design” (Şekil 3.15) programı kullanıldı. 

Seçilmiş olan transkript dizileri ve sürekli anlatım yapan (housekeeping) genlerden 

aktin ve gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) dizileri bir arada kullanılarak 

primer sentezi gerçekleştirildi (Tablo 3. 11, Tablo 3. 12, Tablo 3.13, Tablo 3.14).  

 

Reaksiyonlarda kullanılan ileri ve geri primer karışımları 10 µM olacak şekilde stok 

olarak hazırlandı. Geri primer karışımı 1:20, ileri primer karışımı ise 1:50 oranında 

sulandırılarak reaksiyonlarda kullanıldı. Tüm geri primer dizilerinde ilk 18 nükleotid, 

ileri primer dizilerinde ise ilk 19 nükleotid ortak dizilerden oluşmaktadır. Böylelikle 

sadece istenen transkriptlere ait daha özgün çoğaltım gerçekleştirilmi ş olmaktadır. Gen 

anlatım analizlerinde kullanılmak üzere primerler hem mantar hastalıklarına direnç 

mekanizmasında görev alan genler hem de stres ve stresle ilişkili kontig ve 

singletonların eşleştiği proteinlere karşılık gelen dizilerden tasarlandı. 

 

 

Şekil 3.15:  Gen anlatım analizlerinde kullanılan GeXP Sistemi primer tasarımı programı 
“eXpress profiler” sayfası (http://www.beckmancoulter.com) 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 

Tablo 3.11. Gen anlatım analizlerinde kullanılacak GeXP’ye özgü  hastalık direnç mekanizması ile ilişkili primerler 

Multipleks     
Resistance    
    
Primerin Adı Ürün Boyutu İleri Primer w/ Evrensel Geri Primer w/ Evrensel 
PR4  (100) (26,20)-(125,19) 137 AGGTGACACTATAGAATAcgcagaataactgggacctg GTACGACTCACTATAGGGAgtccacccgtacttggacc 
Actin (108) (428,20)-(535,20) 145 AGGTGACACTATAGAATAccctctatgcaagtggtcgt GTACGACTCACTATAGGGAgaagaatggcatgaggaagc 
MAPK (115) (1518,20)(1632,20) 152 AGGTGACACTATAGAATAgcagtgagccctcaaaagtc GTACGACTCACTATAGGGAacttggaagcgctaatgctc 
RAD6 (122) (271,20)-(392,20) 159 AGGTGACACTATAGAATAtacagaaccagtggagccct GTACGACTCACTATAGGGActcgctgtacattctggctg 
PR1  (129) (128,20)-(256,20) 166 AGGTGACACTATAGAATAggcgaaaagaaggactacga GTACGACTCACTATAGGGAgttattgttgcagacgacgc 
Hsp90 (136) (872,20)-(1007,20) 173 AGGTGACACTATAGAATAatgactgggaggagcatttg GTACGACTCACTATAGGGAagcttgatgttgttggcctt 

SGT1 (143) (150,20)-(292,20) 180 AGGTGACACTATAGAATAcatcaagctgggcagttaca GTACGACTCACTATAGGGAcaagagcagcctttgcagtt 
Hsp70 (150) (45,21)-(194,20) 187 AGGTGACACTATAGAATAcgtcaactacaagggtgagga GTACGACTCACTATAGGGAtgggagtcgttgaagtaggc 
RLK (157) (190,20)-(346,20) 194 AGGTGACACTATAGAATAgctcgtcatctccacaggtt GTACGACTCACTATAGGGAttgctaaggcaggagactgg 
PR5  (164) (32,18)-(195,20) 201 AGGTGACACTATAGAATAaagccggaaggatatggg GTACGACTCACTATAGGGAgtagaaatcctgggtgctgc 
RAR1 (172) (99,20)-(270,20) 209 AGGTGACACTATAGAATAgagctgttgcaagcaaagaa GTACGACTCACTATAGGGAggtttccacaccctgcttag 
GAPDH (207) (26,20)-(232,20) 244 AGGTGACACTATAGAATAcaaggctgcagctcacatta GTACGACTCACTATAGGGAatcaaaccctcaacaatgcc 
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Tablo 3.12. Gen anlatım analizlerinde kullanılacak GeXP’ye özgü kontiglerin primer dizileri 

Multipleks        
Kontig        
        
Primerin Adı Ürün Boyutu İleri Primer w/ Evrensel Geri Primer w/ Evrensel 
Kontig91 (100) (28,20)-(127,19) 137 AGGTGACACTATAGAATAaagtggttcaacgtcaccaa GTACGACTCACTATAGGGAggtagccgtcggacttgat 
Actin (108) (428,20)-(535,20) 145 AGGTGACACTATAGAATAccctctatgcaagtggtcgt GTACGACTCACTATAGGGAgaagaatggcatgaggaagc 
Kontig9 (115) (220,20)-(334,20) 152 AGGTGACACTATAGAATAgcgtgcaagtgcattaagag GTACGACTCACTATAGGGAagcagtccacggatgagcta 

Kontig113 (122) (156,20)-(277,20) 159 AGGTGACACTATAGAATActcgatcagcaaggagtgct GTACGACTCACTATAGGGAtgatggacttgatgctggtg 
Kontig75 (129) (78,20)-(206,21) 166 AGGTGACACTATAGAATAgcggataaactcagagggag GTACGACTCACTATAGGGAtcgtccatctcagggtacatc 
Kontig90 (136) (142,20)-(277,20) 173 AGGTGACACTATAGAATAaggatcacctgcatgacgtt GTACGACTCACTATAGGGAagaagaagagccccgtcaag 
Kontig34 (144) (434,20)-(577,20) 181 AGGTGACACTATAGAATActgtccatggattttgtccc GTACGACTCACTATAGGGAtagtgccgctgctaactgtg 
Kontig55 (151) (12,18)-(162,19) 188 AGGTGACACTATAGAATAcgagtaccgctgcttcgt GTACGACTCACTATAGGGAgaaggtgacgaacccgaac 
Kontig52 (158) (60,20)-(217,19) 195 AGGTGACACTATAGAATAgtaccctgatctgacggagc GTACGACTCACTATAGGGAaggggttgcacttgcagtt 
Kontig80 (165) (605,20)-(769,20) 202 AGGTGACACTATAGAATAcgagaatcccaagaacaagg GTACGACTCACTATAGGGAcaccatctacacacgaacgg 
GAPDH (207) (26,20)-(232,20) 244 AGGTGACACTATAGAATAcaaggctgcagctcacatta GTACGACTCACTATAGGGAatcaaaccctcaacaatgcc 
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Tablo 3.13. Gen anlatım analizlerinde kullanılacak GeXP’ye özgü  singletonların primer dizileri (1) 

Multipleks        
ST1 “Singleton 1”       
        
Primerin Adı Ürün Boyutu İleri Primer w/ Evrensel Geri Primer w/ Evrensel 
S630 (100) (112,20)-(211,20) 137 AGGTGACACTATAGAATAcaaggagcagttgatgtgga GTACGACTCACTATAGGGAcaatgtcaaccaccttcacg 
Actin (108) (428,20)-(535,20) 145 AGGTGACACTATAGAATAccctctatgcaagtggtcgt GTACGACTCACTATAGGGAgaagaatggcatgaggaagc 
S187 (115) (320,20)-(434,20) 152 AGGTGACACTATAGAATAttgaacaagcaggtgagtgg GTACGACTCACTATAGGGAagctcccatgtgtttccatc 
S172 (122) (380,20)-(501,19) 159 AGGTGACACTATAGAATAactacctggacgagtcggtg GTACGACTCACTATAGGGAgtggtacttgtcgccgttg 

S422 (129) (99,21)-(227,19) 166 AGGTGACACTATAGAATAcaacaactgcaggtccttctc GTACGACTCACTATAGGGAgatttcatatccgcgcagc 
S166 (137) (240,20)-(376,19) 174 AGGTGACACTATAGAATAcaacaccacgacctacgtga GTACGACTCACTATAGGGAagagcacgacgacgatgag 
S694 (144) (358,20)-(501,20) 181 AGGTGACACTATAGAATAgacaccgctgcacagtacac GTACGACTCACTATAGGGAtcacttgtctcctcccatcc 
S273 (156) (462,20)-(617,20) 193 AGGTGACACTATAGAATAtttcgccaaatacaatgctg GTACGACTCACTATAGGGAgagaagctgtgggtcagctc 
S102 (166) (85,20)-(250,20) 203 AGGTGACACTATAGAATAatcatcaacagctccgtctg GTACGACTCACTATAGGGAccggtggtctacatccgtaa 
S760 (173) (190,18)-(362,20) 210 AGGTGACACTATAGAATAgtcgaggccaacaacagc GTACGACTCACTATAGGGAcagtggatcgagttgcagtc 
S557 (183) (37,18)-(219,18) 220 AGGTGACACTATAGAATActgatgctggtgctggtg GTACGACTCACTATAGGGAgtaggtggggtccttggc 
GAPDH (207) (26,20)(232,20) 244 AGGTGACACTATAGAATAcaaggctgcagctcacatta GTACGACTCACTATAGGGAatcaaaccctcaacaatgcc 
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Tablo 3.14. Gen anlatım analizlerinde kullanılacak  GeXP’ye özgü  singletonların primer dizileri (2) 

Multipleks       
ST2 “Singleton 2”       
        
Primerin Adı Ürün Boyutu İleri Primer w/Evrensel Geri Primer w/Evrensel 
S966 (100) (248,20)-(347,20) 137 AGGTGACACTATAGAATAagatcaagctcctcaggcac GTACGACTCACTATAGGGAgcgatgtagacgtcgttgaa 
Actin (108) (428,20)-(535,20) 145 AGGTGACACTATAGAATAccctctatgcaagtggtcgt GTACGACTCACTATAGGGAgaagaatggcatgaggaagc 
S121 (115) (101,20)-(215,19) 152 AGGTGACACTATAGAATAacaactgcaggtccttctcc GTACGACTCACTATAGGGAcaccggaacgtcttgtgag 

S691 (122) (224,19)-(345,20) 159 AGGTGACACTATAGAATAactgcctcaagaacctggc GTACGACTCACTATAGGGAgtgaaggttgttgcagttgg 
S941 (130) (1030,20)(1159,20) 167 AGGTGACACTATAGAATAgcacacgaagttctatgcca GTACGACTCACTATAGGGAgcaaagccatcctcttcaac 
S476 (137) (2428,20)(2564,20) 174 AGGTGACACTATAGAATAttggaattttacgcagggtc GTACGACTCACTATAGGGAagctcgggacagtctacgaa 
S256 (146) (905,20)-(1050,20) 183 AGGTGACACTATAGAATAtctctgtggagggtcagctt GTACGACTCACTATAGGGAcagctcctcacagttgtcca 
LRK (157) (190,20)-(346,20) 194 AGGTGACACTATAGAATAgctcgtcatctccacaggtt GTACGACTCACTATAGGGAttgctaaggcaggagactgg 
S983 (164) (19,20)-(182,20) 201 AGGTGACACTATAGAATAgtgatggatctggaggtgga GTACGACTCACTATAGGGAggctcgttcttgttgaggtc 
S830 (171) (322,20)-(492,20) 208 AGGTGACACTATAGAATAaagcttctggactcccacct GTACGACTCACTATAGGGAgatgtcctgggctgacttgt 
GAPDH (207) (26,20)-(232,20) 244 AGGTGACACTATAGAATAcaaggctgcagctcacatta GTACGACTCACTATAGGGAatcaaaccctcaacaatgcc 
S181 (214) (241,19)-(454,20) 251 AGGTGACACTATAGAATAaacatcttctggggttccg GTACGACTCACTATAGGGAagttgcaggtgatgaagacg 
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3. 6. 6. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılacak Bitkilere Pas Uygulamasının 

Gerçekleştirilmesi 

Gen Anlatım analizlerinde kullanılacak pas uygulanmış bitki materyali ile kontrol bitki 

materyali Tarla Bitkileri Merkez Araştırma Enstitüsü (TARM) tarafından hazırlandı. Bu 

çalışma için Şekil 3.16 daki şemada ayrıntılı olarak açıklandığı şekilde tasarlandı ve 

farklı zaman dilimlerinde (0. 8. 12. 24. 48. saatler) pas ile inoküle edilmiş ve edilmemiş 

(kontrol) olarak örnek alımı gerçekleştirildi (Şekil 3.17). 

 
Gen anlatım analizlerinde kullanılacak pas uygulanmış ve uygulanmamış kontrol 

bitkiler tamamen aynı fiziksel koşulların bulunduğu sera koşullarında inkübe edildi. 

Örnek alımı sırasında bitkiler her defasında kullanılan makaslar alkolle silinerek kesildi 

ve sonra hemen sıvı azota alınarak donduruldu. Bu şekilde RNA’ların izolasyonu 

sağlıklı şekilde gerçekleştirildi (Şekil 3.18). Bu işlem sırasında bitkiler üzerinde bir 

yaprak bırakılarak pas inokülasyonunun takibi yapıldı ve enfeksiyon gelişimi izlendi. 

Tarla Bitkileri Merkez Araştırma Enstitüsü (TARM) tarafından bu süreç sonunda pas 

okuma sonucları (Tablo 3.15, Tablo 3.16, Tablo 3.17, Tablo 3.18, Tablo 3.19, Tablo 

3.20) değerlendirilerek RNA  izolasyonu için bitki materyalinin seçimi gerçekleştirildi. 

Skop skalasına göre pas okuma sonuçları “0-5” dayanıklı ve  “6-10” hassas olarak 

değerlendirilmektedir.   
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Pas Sporları İle İnoküle Bitkiler                                  Kontrol        
                                    

                                  0. saat                     

    12 Bitki             12 Bitki                                                12 Bitki 
 

                                 8.saat                           

        12 Bitki           12 Bitki                                               12 Bitki 
 

                                 12. saat                     

      12 Bitki            12 Bitki                                             12 Bitki 
 

                       24. saat            
     12 Bitki               12 Bitki                                          12 Bitki 
 
 

                          48. saat          
     12 Bitki               12 Bitki                                          12 Bitki 
 

Şekil 3.16:  Gen anlatımı analizlerinde kullanılacak bitki materyalinin hazırlığı ve seçilen zaman 
aralıkları 
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Şekil 3.17:  Gen anlatımı analizlerinde kullanılacak bitki materyaline pas uygulanması ve 

seçilen zaman aralıklarında bitki materyalinin toplanması 
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Tablo 3.15: Pas uygulanan bitkilerde hastalık oluşumunu takiben Izgi01 genotipinde gözlenen 
pas okuma sonuçları 

İZGİ01 

  0. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat   

1 0 0 0 0 0 1 

2 0 0 0 0 0 2 

3 0 0 0 0 0 3 

4 0 0 0 0 0 4 

5 0 0 0 0 0 5 

6 0 0 0 0 0 6 

7 0 0 0 0 0 7 

8 0 0 -- 0 0 8 

9 0 0 -- 0 0 9 

10 0 0 -- 0 0 10 

11 0 0 -- 0 -- 11 

12 0 0 -- 0 -- 12 

 
 
 
 

Tablo 3.16: Pas uygulanan bitkilerde hastalık oluşumunu takiben ES14 genotipinde gözlenen 
pas okuma sonuçları 

ES14 

  0. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat   

1 8 8 8 8 8 1 

2 8 8 8 8 8 2 

3 8 8 8 8 8 3 

4 8 8 8 8 8 4 

5 8 8 8 8 8 5 

6 8 8 8 8 8 6 

7 8 8 8 8 8 7 

8 8 8 8 8 8 8 

9 8 8 8 8 8 9 

10 8 8 8 8 8 10 

11 8 8 8 8 8 11 

12 8 8 8 8 8 12 
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Tablo 3.17: Pas uygulanan bitkilerde hastalık oluşumunu takiben Sönmez2001 genotipinde 
gözlenen pas okuma sonuçları 

SÖNMEZ2001 

  0. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat   

1 0 0 7 7 7 1 

2 0 0 7 7 7 2 

3 0 0 3 6-7 7 3 

4 7 0 7 ; 7 4 

5 0 5-6 7 ; 7 5 

6 0 ;  7 6-7 3 6 

7 7 ;  7 7 7 7 

8 0 ;  7 6-7 ; 8 

9 0 0 7 5 7 9 

10 7 7 7 5-6 7 10 

11 7 ; 7 7 7 11 

12 0 7 -- 6-7 -- 12 

 
 
 

Tablo 3.18: Pas uygulanan bitkilerde hastalık oluşumunu takiben Aytın98 genotipinde gözlenen 
pas okuma sonuçları 

AYTIN98 

  0. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat   

1 0 8 8 7 7 1 

2 0 8 8 8 8 2 

3 8 0 8 8 7 3 

4 7 8 8 8 8 4 

5 7 0 8 8 8 5 

6 7 7 8 8 8 6 

7 0 0 8 0 0 7 

8 7 0 8 8 8 8 

9 0 0 8 0 8 9 

10 7 0 8 8 8 10 

11 7 7 8 7 8 11 

12 7 8 8 0 8 12 
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Tablo 3.19: Pas uygulanan bitkilerde hastalık oluşumunu takiben PI178384 genotipinde 
gözlenen pas okuma sonuçları. 

PI 178384 

  0. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat   

1 0 0 0 0 0 1 

2 0 0 0 0 0 2 

3 0 0 0 0 0 3 

4 0 0 0 0 0 4 

5 0 0 0 0 0 5 

6 0 0 0 0 0 6 

7 0 0 0 0 0 7 

8 0 0 0 0 -- 8 

9 0 0 0 0 -- 9 

10 0 -- -- 0 -- 10 

11 -- -- -- 0 -- 11 

12 -- -- -- 0 -- 12 

 
 
 
 
 

Tablo 3.20: Pas uygulanan bitkilerde hastalık oluşumunu takiben Harmankaya99 genotipinde 
gözlenen pas okuma sonuçları 

HARMANKAYA99   

  0. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat   

1 7 0 8 8 0 1 

2 0 0 8 7 7 2 

3 8 0 0 7 0 3 

4 0 0 8 8 8 4 

5 0 8 8 0 8 5 

6 0 8 8 8 0 6 

7 8 0 8 8 8 7 

8 0 8 8 8 8 8 

9 7 8 8 8 8 9 

10 8 8 8 6-7 8 10 

11 8 0 7 8 8 11 

12 8 0 -- 8 0 12 
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3. 6. 7. Total RNA İzolasyonu 
 
RNA izolasyonları “TriPure Isolation Reagent” (Roche) kullanılarak firma tarafından 

belirtilen şekilde yapıldı (Şekil 3.18). 1 ml Trizol solüsyonu ile 50–100 mg bitki 

dokusundan RNA izole edilebilmektedir. RNA’nın çabuk yıkılabilen bir molekül olması 

sebebiyle izolasyonlar steril kabinde gerçekleştirildi ve kullanılan cam malzemeler % 

0.1’lik DEPC (Dietilpirokarbonat) (DEPC, Sigma, D-5758) çözeltisinde bir gece 

bekletildikten sonra 180 ºC’deki etüvde 3 saat bekletilerek kullanıldı. DEPC’li çözeltiler 

bir gece bekletildikten sonra otoklavlandı.  

 

Buğday bitkisinin yapraklarından alınan 100 mg bitki dokusu sıvı azotta 

dondurulduktan sonra homojenizatör ile toz haline getirildi. Ardından ependorf tüplere 

alınarak üzerine 1 ml Trizol eklendi. Hafifçe alt üst edilen tüpler 5 dakika oda ısısında 

bekletildi. Üzerine 200 µl kloroform eklenip karıştırıldı ve oda ısısında 2–3 dakika 

bekletildi. 20 dk +4 ºC’deki santrifüjde 15000 rpm’de santrifüj edildi ve üst faz yeni bir 

ependorf tüpe alınarak üzerine 500 µl isopropanol eklendi. 1–2 kez karıştırılan tüpler 

oda ısısında 10 dk bekletildi. 15 dk 15000 rpm’de +4 ºC’de santrifüj işlemi 

gerçekleştirildi. Pelletin üzerine 1 ml soğuk %75’lik etanol eklenerek yıkama yapıldı. 

Pelletin toplanması için 5 dk 15000 rpm’de +4 ºC’de santrifüj edildi. Pellet oda ısısında 

kurutularak, 30–100 µl suda çözüldü ve buza alındı. İzole edilen RNA hemen 

kullanılmayacak ise -80 ºC’de saklandı. RNA’lar DEPC içeren %1’lik  agaroz jele 

yüklenerek görüntülendi. 
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Şekil 3.18:  Gen anlatımı analizlerinde kullanılacak bitki materyalinden total RNA izolasyonu 
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3. 6. 8.  RNA Miktarının ve Saflığının Belirlenmesi 

Karşılaştırmalı olarak gerçekleştirilen gen anlatım analizlerinde kullanılacak RNA 

moleküllerinin kırılmamış halde yüksek kalitede olması ve miktarının hassas biçimde 

ölçülmüş olması son derece önemlidir. Eğer analiz için kullanılacak RNA molekülleri 

kırılmış, parçalanmış durumda ise ve miktarı olması gerekenden az veya çok ise elde 

edilen veriler önemli ölçüde yanıltıcı sonuçlar doğurabilmektedir. Bu nedenle özellikle 

RT PZR,  cDNA “array”leri ve kantitatif RT PZR (Real time PCR) gibi karşılaştırmalı 

gen anlatım analizlerinde çok kaliteli RNA’ya gereksinim vardır. RNA moleküllerinin 

miktar ve kalitesininin daha hassas biçimde ölçümüne yönelik çeşitli metodlar 

geliştirilmi ştir. Bunlardan biri olan “NanoDrop” teknolojisi aslında spektrofotometreden 

oluşmaktadır. Bilinen diğer spektrofotometrelerle kıyaslandığında kullanım kolaylığı ve 

ölçüm hassasiyeti önemli üstünlükler sumaktadır. Bu alanda geliştirilen bir diğer önemli 

teknik mikrokanallara sahip çiplerde RNA’ların molekül büyüklüklerine göre 

elektroforetik olarak ayrılmaları prensibine dayanan “Agilent Bioanalyzer” 

teknolojisidir.   

 

3.6.8.1. NanoDrop (ND1000) ile RNA Örneklerinin Ölçülmesi 

“NanoDrop” tekniğinde örnek, örnek kaidesine bir damla halinde yüklenir. Daha sonra 

örnek aparatı kapatılarak bir damla halinde bulunan örneğe aparat tarafından hafif bir 

baskı uygulanır. Oluşan bu yüzey gerilimi ile örneğin yerinde kalması sağlanır ve örnek 

spektrofotometrik olarak okunur. Cihaza bağlı bir bilgisayardaki program ile değerler 

elde edilir (Şekil 3.19). Ancak ölçümden sonra RNA kalitesi ve DNA kontaminasyonu 

agaroz jelde konrol edilmelidir. 

 

RNA örnekleri DEPC’li ddH2O ile 1/100 oranında sulandırıldı. Daha sonra NanoDrop 

(ND1000) ile 260 ve 280 nm dalga boylarında ölçüm yapıldı. RNA örnekleri uygun 

konsantrasyonlarda sulandırıldı. Cihazın ölçebildiği RNA konsantrasyon aralığı 2–3000 

ng/µl’dir. 2 µl nükleazlardan arınmış su NanoDrop cihaz kaidesi üzerine bir damla 

halinde konuldu ve bilgisayardaki program ile kör (blank) alındı. Daha sonra 

sulandırılmış RNA örneğinden 2 µl alınarak cihaz kaidesi üzerine bir damla halinde 

konuldu. Daha sonra cihazın bilgisayarına ait program ile örnekler 230, 260, 280 nm’de 

okundu. RNA’ların miktar tayini, 260 nm dalga boyunda ölçülen absorbans değerlerine 
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göre yapıldı. A260/A280 oranı 1.8 -2.0 olan RNA’lar saf olarak kabul edildi. RNA 

örneklerinin miktar ve saflık tayini yapıldıktan sonra total RNA’nın bütünlüğünün 

değerlendirildiği DEPC içeren %1’lik agaroz jelin kullanıldığı elektroforez 

gerçekleştirildi. 

 

 

Şekil 3.19: NanoDrop (ND1000) ile RNA’nın konsantrasyonunun belirlenmesi 

 

3.6.8.2. Bioanalyzer ile RNA Örneklerinin Ölçülmesi 

RNA’lar ayrıca “Agilent Bioanalyzer 2100” cihazı ile de analiz edildi. Cihaz mikrofluid 

teknolojisine dayalı elektroforez yöntemiyle ile DNA, RNA ve protein gibi elektrik 

yüklü molekülleri ayırmakta, ayrım sonucunda elde edilen verileri yazılım programı 

aracılığı ile standartlarla karşılaştırarak moleküllerin büyüklüğü ve miktarını 

belirlemektedir.  
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“Agilent Bioanalyzer tekniği”nde özel çipler ve çözeltiler kullanılmaktadır. Bu çipler 

“Agilent Bioanalyzer 2100” cihazına yerleştirilir. Çiplerde çok ince kapillerler vardır. 

Cihaz moleküllerin klasik elektroforez yöntemiyle ayırma işlemini mikrofluid 

teknolojisi için geliştirilen çipler aracılığıyla yapmaktadır. Analiz için hazırlık 

aşamasında bu mikro kanallar jel ve floresan boyalarla doldurulur ve böylece her bir 

kuyucuk ve kanal bir elektrik devresi biçime getirilir. Cihazın kapağında bulunan 16 

pinli kartuş, her bir pin (elektrod) bir kuyucuk içine yerleşebilecek şekilde tasarlanmıştır 

ve her elektrod birbirinden bağımsız bir güç kaynağıyla bağlantılıdır. Örnek, bu 

kapillerler içinde hareket eder.  Bu çiplere yüklenen RNA örnekleri ve standart ile RNA 

bantlarının miktar ve kalitesi standart ile karşılaştırılarak analiz edilir. Cihaz 

çalıştırıldığında her kanalda klasik jel elektroforezlerinde olduğu gibi bir voltaj gradienti 

uygulanmış olur ve örneklerde bulunan farklı moleküller, molekül büyüklüğü ve 

elektrik yükü oranına bağlı olarak jel porları arasından geçerek birbirinden ayrılır. 

Ayırma işlemi sırasında elde edilen veriler yazılım programı aracılığıyla ile 

değerlendirilerek örneklerde hangi büyüklükte moleküller bulunduğu ve miktarı gibi 

bilgiler detaylı biçimde verilir (Şekil 3.20). Ölçüm sonrasında jel görüntüsü mükemmel 

bir şekilde elde edilmektedir.  

 

Örnek hazırlığı, analizi yapılacak molekülün tipi ve büyüklüğüne uygun olarak 

hazırlanmış kitlerin kullanım klavuzlarında detaylı biçimde açıklanmıştır. Analiz 

edilecek örnekler (DNA, RNA ve Protein) kitlerin kullanım klavuzlarında açıklandığı 

şekilde hazırlanarak çip kuyucuklarına yerleştirilir.  
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Şekil 3.20: Agilent Bioanalyzer 2100 cihazı ve parçaları   

a) “Agilent Bioanalyzer 2100” cihazı, b) Özel çipler, c) Çiplerin içindeki çok ince kapillerler 

 

3. 6. 9.  İzolasyonu Yapılan RNA’lara DNaz Uygulanması 

Örneklere ait RNA’lara,  genomik DNA kontaminasyonunu engellemek amacıyla DNaz 

uygulaması yapıldı. DNaz uygulaması aşağıda belirtildiği şekilde gerçekleştirildi (Şekil 

3.21).  

 
 
                                       24 µl Total RNA (10 µg) 
                                         3 µl DNase reaksiyon buffer (10X) 
                                         3 µl DNAse I (1u/ µl) 
                                    0,75 µl Rnasin (Promega) 

 
                                  30,75 µl :  Toplam 

Şekil 3.21: DNaz uygulamasında kullanılan çözeltiler ve miktarları 

 
Reaksiyon 37 ºC de 1 saat inkübe edildi. Bu sürenin sonunda enzim aktivitesi 15 mM 

EDTA eklendikten sonra 72 ºC’de tutularak durduruldu. RNA’lar DEPC içeren %1’lik 

jelde görüntülendi. 
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3. 6. 10.  DNaz Uygulanmış Örneklerle 18S PZR 

DNaz uygulanan örneklerde genomik DNA’nın varlığını kontrol etmek amacıyla 18S 

primerleri kullanılak PZR gerçekleştirildi (Şekil 3.22). 

 
 

18S PZR hazırlığı     

4 µl RNA (DNaz uygulanmış)  94 ºC 2 dak  

12.5 µl 2x Master Mix  94 ºC 30 sn. 

35 döngü 1.5  µl 18S Forward primer  50 ºC 30 sn. 

1.5  µl 18S Reverse  primer  72 ºC 1 dak 

5.5  µl H2O  72 ºC 7 dak. 

25   µl Tüp başına  4 ºC inkübasyon 

Şekil 3.22: 18 S PZR hazırlığı ve kullanılan PZR programı 

 

3. 6. 11. Transkiptlerde Çoklu (Multipleks) Gen Anlatım Analizleri  

Gen anlatım analizleri, kontig ve singletonların protein karşılıklarından yola çıkılarak 

stres ve stresle ilişkili olanlar ayrıca bitkilerde mantar hastalıklarına dayanıklılık 

mekanizmasında rol oynayan çeşitli genlerin ortak dizileri kullanılarak dayanıklı ve 

hassas çeşitlerin mantar hastalığına karşı seçilen zaman aralıklarındaki gen anlatım 

düzeyleri kontrol bitkilerle karşılıklı olarak incelenmeye çalışıldı.  

 

Gen anlatım analizlerinde kullanılan dört farklı multipleks (çoklu primer)((Kontig, 

Singleton 1, Singleton 2, Hastalık direnç genleri (Resistant genes)) ile beş farklı zaman 

aralığında (0, 8, 12, 24, 48. saat) altı bitkide (PI178383, Harmankaya99, İzgi01, ES14, 

Sönmez2001, Aytın98) gen anlatım analizleri gerçekleştirildi.  

 

Gen anlatım analizleri birbirini takip eden iki reaksiyonda gerçekleştirildi. Bunlar; 

1-Ters transkripsiyon reaksiyonu ile birinci iplik cDNA sentezi. 

2-Birinci iplik cDNA kullanılarak gerçekleştirilen çoklu (multipleks) PZR’dir. 

 

Ters transkripsiyon reaksiyonunda ve çoklu PZR’lerde kullanılan geri (revers) ve ileri 

(forward) primerlerin tasarlanmasında GeXP Genetik Analiz Sistemine ait “eXpress 

Primer Design” (Şekil 3.23) programı kullanıldı.  
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Seçilmiş olan transkript dizileri ve sürekli anlatım yapan (housekeeping) genlerden 

aktin ve gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) dizileri birarada kullanılarak 

primer sentezi gerçekleştirildi. 

 

 
Şekil 3.23: Gen anlatım analizlerinde kullanılan GeXP Sistemi primer tasarımı programı 

“eXpress profiler” sayfası (http://www.beckmancoulter.com) 

 

3.6. 11. 1. Ters Transkripsiyon Reaksiyonu 

Gen anlatım analizi çoklu PZR’de cDNA molekülü kalıp olarak kullanıldı. Bu amaçla 

gen anlatım analizi gerçekleştirilecek örneklerin toplam RNA’larından birinci iplik 

cDNA sentezi “Beckman GenomeLab GeXP Start Kit” (Katalog No: A21019) 

kullanılarak gerçekleştirildi. Analiz yapılacak her örneğe ait kontrol ve sarı pas 

uygulamalarının toplam RNA’ları ters transkripsiyon reaksiyonunda kullanıldı. Ters 

transkripsiyon reaksiyonunda kullanılan bileşenler Tablo 3.21 de verilmiştir.  
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Tablo 3.21:  GeXP Start kit’e ait ters transkripsiyon reaksiyonu bileşenleri 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Ters transkripsiyon reaksiyonunda toplam RNA’dan birinci iplik cDNA sentezi aşağıda 

belirtilen sıcaklık ve sürelerde gerçekleştirildi (Tablo 3.22). 

Tablo 3.22:  RNA’dan birinci iplik cDNA sentez koşulları 

Basamak Döngü sayısı Sıcaklık Süre 
1 1 95°C 10 dk 

2 34 

94°C 

55°C 

68°C 

30 sn 

30 sn 

1 dk 

3 1 4°C ∞ 

 

 

Birinci iplik cDNA molekülü ve çoklu PZR’ye ait ileri primer karışımı kullanılarak 

seçilmiş olan transkript dizilerine özgü çoğaltım reaksiyonu gerçekleştirildi. Bu 

reaksiyon ile kontrol ve sarı pas uygulanmış gruplara ait örneklerde çoklu gen anlatım 

analizleri yapıldı. Çoklu PZR analizlerinde kullanılan bileşenler Tablo 3.23 de verildi. 

 

 

 

 

 

 

Bileşenler Miktar ( µl) 
dH2O 3 µl 

5X RT tamponu  4 µl 

RT geri primer karışımı (500 nM) 2 µl 

Kanamisin RNA’sı 5 µl 

Örnek RNA’sı (5–20 ng/ µl) 5 µl 

Ters transkriptaz 1 µl 

Toplam 20 µl 
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Tablo 3.23:  Çoklu PZR’de kullanılan bileşenler 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çoklu PZR, ileri primer karışımı ile Tablo 3.24 de gösterilen koşullarda gerçekleştirildi. 

 

Tablo 3.24:  Çoklu PZR koşulları 

Basamak Döngü sayısı Sıcaklık Süre 
1 1 48°C 1 dk 

2 1 37°C 5 dk 

3 1 42°C 60 dk 

4 1 95°C 5 dk 

5 1 4°C ∞ 
 

Çoklu primer karışımı ile gerçekleştirilen PZR sonrasında elde edilen reaksiyon 

ürünleri, GeXP Genetik Analiz Sisteminde kullanılan 96 örneklik yükleme aparatına 

yüklenerek, gen anlatım modülü programı ile analiz edildi. Yükleme öncesi örnekler 

1:20 oranında 10 mM Tris-HCl (pH: 8.0) kullanılarak sulandırıldı. GeXP Genetik 

Analiz Sisteminde “frag3” programı altında örneklerin çoklu gen anlatım analizleri için 

kapiller elektroforez işlemi gerçekleştirildi (Şekil 3.24). 

 

Bileşenler Miktar ( µl) 
5 X PZR tamponu 4 µl 

25 mM MgCl2 4 µl 

İleri primer karışımı (200 nM) 2 µl 

“Thermo-Start” DNA Polimeraz 0.7 µl 

RT reaksiyonundan cDNA kalıbı 9.3 µl 

Toplam hacim 20 µl 
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Şekil 3.24: GeXP Genetik Analiz Sisteminde kapiller elektroforez işlemi için kullanılan yönerge 
şeması (http://www.beckmancoulter.com) 

 

Daha önce sulandırımları yapılan 1 hacim (1 µl) PZR örneği, 19 hacim (19 µl) örnek 

yükleme çözeltisi (Tablo 3.25) ile karıştırılarak analiz için hazırlandı.  

 

Tablo 3.25: Gen anlatım analizinde kullanılan örnek yükleme çözeltisi bileşenleri 

 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bileşen Miktar 
DNA size standart–400 0.25 µl 

Örnek yükleme çözeltisi (SLS) 18.75 µl 
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4. BULGULAR 

4.1. EST VERİTABANI ÇALI ŞMALARI   

Buğdayda sarı pas hastalığı ile ilişkili EST kütüphanesinin belirlenmesi yoluyla, 

dokulara özgün olarak EST sayısının tespit edilmesi için; http://wheat.pw.usda.gov/cgi-

bin/westsql/est_lib.cgi  adresi kullanılarak sarı pas uygulanmış buğdaya (Triticum 

aestivum) ait “TA117G1X” isimli 1549 adet EST’ye ulaşıldı (Şekil 4.1). 

 
 

 
Şekil 4.1: Sarı pas uygulanmış buğdaya ait EST kitaplığının gösterimi 

 

Belirlenen 1549 adet EST dizisinde vektör kontaminasyonunun varlığını araştırabilmek 

amacıyla http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen.html adresi kullanılarak 

gerçekleştirilen taramalar sonucunda 16 adet EST’ye ait kontaminasyonlu diziler 

belirlendi ve bu kontaminasyonlu diziler temizlendi (Tablo 4.1, Şekil 4.2)  
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Tablo 4.1: Buğdaya ait kontaminasyonlu dizileri içeren EST’ler 

CA597953      CA597981      CA597987      CA598046 

CA598146      CA598156      CA598174      CA598199 

CA598353      CA598388      CA598412      CA598440 

CA598553      CA598683       CA599081     CA599084 

 

 

Şekil 4.2: Kontaminasyonlu dizi içeren EST’nin görünümü 

Kontaminasyonlu dizileri temizlenen 1549 EST’den ‘Vector NTI programı’ ile 

birbirleriyle aynı olan bölgeleri bir araya getirilerek 136 adet kontig oluşturuldu. 

Kontigleri oluşturan EST’ler sayıldığında 136 adet kontiğe karşılık 560 adet EST 

olduğu belirlendi. Singletonların bulunması için sarı pasa ait 1549 EST’den kontigleri 

oluşturan 560 adet EST çıkarıldı. Bu tanımlamaya göre 989 adet singleton bulundu 

(Tablo 4.2, Şekil 4.3).    

Tablo 4.2: Sarı pas uygulanmış Triticum aestivum’a ait EST’lerin genel yapısı 

Sarı pas uygulanmış Triticum aestivum’a ait ESTler 

Kitaplık Adı TA117G1X 
Toplam EST sayısı 1549 
Kontig Sayısı 136 
Toplam kontig boyutu (bç) 80241 
Kontigleri olu şturan EST sayısı 560 
Singleton sayısı 989 / %63.84 
Kontaminasyonlu EST sayısı 16 
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Şekil 4.3: Contig Express Modülünde EST’ler kullanılarak kontig oluşturulması 

 

Tüm EST’lerin “FASTA formatı”ndaki dizilerinin BlastX analizleri yapıldı. Kontig ve 

singletonlara karşılık gelen protein profilleri çıkarıldı. Bu çalışmalardan hareketle 

BlastX sonuçları her bir kontiğin eşleştiği organizma, eşleştiği protein, bu proteinlerin 

‘BLAST HIT’leri ve erişim numaraları başlıkları altında toplandı (Tablo 4.3, Tablo 4.4).  
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Tablo 4.3: Kontig dizilerinin BlastX sonuçları 

 
 

 
8

0 
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          Tablo 4.3’ün devamı 
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Tablo 4.4: Singleton dizilerinin BlastX sonuçları 

 
 

8
2 
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            Tablo 4.4’ün devamı 

 
 

8
3 
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              Tablo 4.4’ün devamı 

 
 

8
4 
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           Tablo 4.4’ün devamı 

 
 

8
5 
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           Tablo 4.4’ün devamı 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8
6 
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Triticum aestivum’la eşleşen kontig ve singletonlar seçilerek değerlendirildi (Şekil 4.4, 

Şekil 4.5). Çalışmanın aşamaları Şekil 4.6 da ayrıntılı olarak gösterilmektedir. 

 

 
Şekil 4.4: Sarı pas mantarı bulaştırılmış Triticum aestivum’a ait kontiglerin BlastX analizi  

sonucu protein profilleri 

 

 
Şekil 4.5: Sarı pas mantarı bulaştırılmış Triticum aestivum’a ait singletonların BlastX analizi 

sonucu protein profilleri 
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Şekil 4.6: DNA (EST) düzeyinde çalışmaların akış şeması   
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4. 2. DNA DÜZEYİNDE GERÇEKLE ŞTİRİLEN ÇALI ŞMALAR 

4. 2. 1. Primer Tasarımı 

Primer 3.0 ve Primer Premier 5.0 programları kullanılarak Triticum aestivum’a ait 

kontiglerden 39 adet, singletonlardan ise 92 adet primer tasarlandı (Şekil 4.7). Yapılan 

PZR analizlerinde kullanılan primerlere tasarlandığı kontiğin veya singletonun adı 

verildi. 

 

Şekil 4.7: Primer Premier 5.0 programının gösterimi  

 

4. 2. 2. EST Kökenli Primerleri ile Gerçekleştirilen PZR Analizleri 

4.2.2.1. Anaçların DNA’ları ile Gerçekleştirilen PZR Sonuçları 

Anaçlara ait DNA’lar kullanılarak PZR analizleri gerçekleştirilen 39 adet kontig 

primerinin 14 tanesi polimorfik 24 tanesi ise monomorfik bant profili gösterdi, 

primerlerden birinde ise çoğaltım gözlenmedi (Şekil 4.8). Farklı kombinasyonlara göre 

(PI178383xHarmankaya99, İzgi2001xES14 ve Sönmez2001xAytın98 kombinasyonları)  

monomorfik ve polimorfik bant yapısı gösteren kontiglere ait primerler listelendi (Tablo 

4.5). Bu primerlerin 6 tanesi (Kontig 46, Kontig 55, Kontig 65, Kontig 66, Kontig 75, 

Kontig 136)  her üç kombinasyonda da (PI178383xHarmankaya99, İzgi2001xES14 ve 

Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonları) polimorfizm gösterirken, 2 tanesi (Kontig 19, 



90 
 

 

Kontig 90) sadece PI178383xHarmankaya99, 1 tanesi (Kontig 110)  İzgi2001xES14, 2 

tanesi ise (Kontig 17, Kontig 133)  Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarında 

polimorfizm gösterdi (Şekil 4.9).  Kontiglerin polimorfizm gösteren primerlerinin 

fonksiyonel kategorileri belirlenerek şema halinde gösterildi (Şekil 4.10).  

 

 

Şekil 4.8: Polimorfizm gözlenen kontig primerine (Kontig 46) örnek                                                                 
 

M: 100bp DNA Ladder, P:PI178383, İ:İzgi01, S:Sönmez2001, H:Harmankaya99, E:ES14, A:Aytın98, K: Kontrol 
 

 

 

 
Şekil 4.9: Polimorfizm gösteren kontig primerlerinin kombinasyonlarına göre dağılımını 

gösteren şema 

     

 

M      P       İ        S       H       E       A      K 

100 

500 

1031 
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Tablo 4.5:  Farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve polimorfik bant yapısı gösteren kontig 
primerlerinin listelenmesi 

Kombinasyonlar Monomorfik Bant Yapısı Gösteren Primerler 
Polimorfik Bant Yapısı Gösteren 

Primerler 

PI178383 x 

Harmankaya99 

Kontig 1        

Kontig 8         

Kontig 22    

Kontig 96      

Kontig 135     

Kontig 12 

Kontig 33      

Kontig 35       

Kontig 40 

Kontig 63       

Kontig 30      

Kontig 99       

Kontig 39 

Kontig 34      

Kontig 80       

Kontig 91 

Kontig 21      

Kontig 58       

Kontig 9 

Kontig 57       

Kontig 113     

Kontig 52 

Kontig 93      

Kontig 133     

Kontig 17   

Kontig 110    

Kontig 49  

Kontig 105     

Kontig 122 

Kontig 46       

Kontig 65        

Kontig 75  

Kontig 73       

Kontig 136       

Kontig 19    

Kontig 90        

Kontig 66        

Kontig 55 

Kontig 24 

 

İzgi2001 x 

ES14 

 Kontig 1        

Kontig 8         

Kontig 22   

Kontig 96      

Kontig 135     

Kontig 12 

Kontig 33      

Kontig 35       

Kontig 40 

Kontig 63      

Kontig 105     

Kontig 122 

Kontig 30      

Kontig 99       

Kontig 39 

Kontig 34      

Kontig 80       

Kontig 90 

Kontig 91      

Kontig 21       

Kontig 58 

Kontig 9        

Kontig 57        

Kontig 113 

 Kontig 52      

Kontig 93        

Kontig 73 

Kontig 133    

Kontig 17        

Kontig 19    

 

Kontig 75      

Kontig 66       

Kontig 46     

Kontig 65      

Kontig 136     

Kontig 110       

Kontig 49      

Kontig 24       

Kontig 55 

 

Sönmez2001 x 

Aytın98 

Kontig 1         

Kontig 8         

Kontig 22 

Kontig 96       

Kontig 135     

Kontig 12 

Kontig 33       

Kontig 35       

Kontig 40 

Kontig 9 

Kontig 63     

Kontig 105   

Kontig 122 

Kontig 30     

Kontig 99     

Kontig 39 

Kontig 34     

Kontig 80     

Kontig 91 

Kontig 21      

Kontig 57     

Kontig 113   

Kontig 52 

Kontig 93     

Kontig 110   

Kontig 24 

Kontig 19     

Kontig 90 

Kontig 58      

Kontig 46       

Kontig 65         

Kontig 55  

Kontig 73       

Kontig 136       

Kontig 133  

Kontig 17       

Kontig 49          

Kontig 75   

Kontig 66   
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Şekil 4.10:   Kontiglerin polimorfizm gösteren primerlerinin fonksiyonel kategorilerinin şematik 

gösterimi 

 

Anaçlara ait DNA’lar kullanılarak yapılan PZR analizlerinde kullanılan 92 adet 

singleton  primerinin 48 tanesi polimorfik 44 tanesi ise monomorfik bant profili gösterdi 

(Şekil 4.11). Farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve polimorfik bant yapısı 

gösteren singletonlara ait primerler listelendi (Tablo 4. 6). Bu primerlerin 15 tanesi her 

üç kombinasyonda da (PI178383xHarmankaya99, İzgi2001xES14 ve Sönmez2001 x 

Aytın98 kombinasyonları) (CA598286, CA598949, CA599135,   CA598359, 

CA597808, CA598102, CA599285, CA598366, CA598577, CA598432, CA598485, 

CA599032,   CA598244, CA599166, CA598258)  polimorfizm gösterirken, 6 tanesi 

sadece PI178383xHarmankaya99 (CA598850, CA598557, CA598523, CA598818, 

CA598296, CA599172), 3 tanesi İzgi2001xES14 (CA598941, CA598421, CA599110), 

5 tanesi ise Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarında (CA598196, CA597760, 

CA598584, CA599099, CA598700) polimorfizm gösterdi (Şekil 4. 12). Singletonların 

polimorfizm gösteren primerlerinin fonksiyonel kategorileri belirlenerek şema halinde 

gösterildi (Şekil 4.13).   

 



93 
 

 

 

 

Şekil 4.11: Polimorfizm gözlenen singleton primerine (CA598286) örnek                                               
 

M: 100bp DNA Ladder, P:PI178383, İ:İzgi01, S:Sönmez2001, H:Harmankaya99, E:ES14, A:Aytın98 
 

 

 

 
Şekil 4.12: Polimorfizm gösteren singleton primerlerinin kombinasyonlarına göre dağılımını 

gösteren şema 

 

 

 

 

 

 

M        P         İ        S         H       E       A 

100 

500 

1031 
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Tablo 4.6:  Farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve polimorfik bant yapısı gösteren 
singleton primerlerinin listelenmesi 

Kombinasyonlar Monomorfik Bant Yapısı Gösteren Primerler 
Polimorfik Bant Yapısı Gösteren 

Primerler 

PI178383 x 

Harmankaya99 

CA599262  

CA599110   

CA598174 

CA598762   

CA598725   

CA599103  

CA597765   

CA598239   

CA599238 

CA598919   

CA598930   

CA598143 

CA599282   

CA598677   

CA598518 

CA599101   

CA598837   

CA599257 

CA599015 

CA598034   

CA598196   

CA597760 

CA598672   

CA598941   

CA598966 

CA599107   

CA598584   

CA599099 

CA598848   

CA598421   

CA598700 

CA598020   

CA598130   

CA598235 

CA598674   

CA599114   

CA599049 

CA598128 

CA599013   

CA598962   

CA597830 

CA597983    

CA598181   

CA598187 

CA598256    

CA598422   

CA598476  

CA598630   

CA598687   

CA598694 

CA598151   

CA598691   

CA598755 

CA599273   

CA599235   

CA598980   

CA599119    

CA598286   

CA598850   

CA598949 

CA598975   

CA599135   

CA598359 

CA598637   

CA597808   

CA598961 

CA599121   

CA598557    

CA598102 

CA597851    

CA599032   

CA598244 

CA598802   

CA598296   

CA599166 

CA599172 

CA599285   

CA598314    

CA598366 

CA598577    

CA599115   

CA598719 

CA598432    

CA598523   

CA598940 

CA598258    

CA598347   

CA599271 

CA599218    

CA598485   

CA598818 

 

İzgi2001 x 

ES14 

CA598850   

CA599119   

CA598128 

CA598196   

CA598637   

CA597760 

CA598961   

CA599121   

CA598557 

CA598584   

CA599099   

CA599115 

CA598523   

CA598700   

CA599271 

CA598818   

CA597851   

CA598802 

CA598296   

CA599172   

CA598174  

CA598919   

CA598930   

CA598143 

CA599282   

CA598677   

CA598518 

CA599101   

CA598837   

CA599257 

CA598020   

CA598130   

CA598235 

CA598674   

CA599114   

CA599049 

CA599013   

CA598962   

CA597830 

CA597983   

CA598181   

CA598187 

CA598256   

CA598422   

CA598476 

CA598630   

CA598687   

CA598694 

CA598151   

CA598691   

CA598755 

CA599273    

CA599235   

CA599277 

CA598980   

CA599015 

CA598725   

CA599103 

CA597765   

CA598239   

CA599238 

CA598762    

 CA598286   

CA598949  

CA598975  

CA599135   

CA599166   

CA598102 

CA598366   

CA598034   

CA598359  

CA598672   

CA598577   

CA598719 

CA597808   

CA598941   

CA599285 

CA598966   

CA599107   

CA598314  

CA599032   

CA599110   

CA598244 

CA598848   

CA598432   

CA598421 

CA598940   

CA598258   

CA599262 

CA598347   

CA599218   

CA598485 

 



95 
 

 

Sönmez2001 x 

Aytın98 

CA598850   

CA598975   

CA598128 

CA598557   

CA598941   

CA598314 

CA598719   

CA598523   

CA598421 

CA598940   

CA598347   

CA599218 

CA598818   

CA599110   

CA598296 

CA599172   

CA598174   

CA598762 

CA598725   

CA599101 

CA598837   

CA599257   

CA598020 

CA598130   

CA598235   

CA598674 

CA599114   

CA599049   

CA599013 

CA598962   

CA597830   

CA597983 

CA598181   

CA598187   

CA598256 

CA598422   

CA598476   

CA598630 

CA598687    

CA598518 

CA598694   

CA598151 

CA598691   

CA598755   

CA599273 

CA599235   

CA599277   

CA598980 

CA599015   

CA599119 

CA599103   

CA597765  

CA598239   

CA599238   

CA598919 

CA598930   

CA598143   

CA599282 

CA598677       

 

 CA598286   

CA598949  

CA599135 

CA598034   

CA597808   

CA598961 

CA598196   

CA598102   

CA598802   

CA598359   

CA599166   

CA598366 

CA598637   

CA597760   

CA598672 

CA599121   

CA599285   

CA598966 

CA599032   

CA598244 

 CA599107   

CA598577  

CA598584 

CA599099   

CA599115   

CA598848  

CA598432   

CA598700   

CA598258 

CA599262   

CA599271   

CA598485 

CA597851    

Primer 

yapımına uygun 

olmayan EST 

Dizileri 

 

CA599265 

 

 

CA598489 

 

 

CA598182  

 

 

CA597766 

 

 
 

 

 
Şekil 4.13:   Singletonların polimorfizm gösteren primerlerinin fonksiyonel kategorilerinin 

şematik gösterimi 
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Kontig ve singleton primerler ile anaç bitkiler kullanılarak yapılan analizler sonucu 

PI178383xHarmankaya99, İzgi2001xES14 ve Sönmez2001xAytın98 kombinasyonunda 

polimorfizm gözlenen primerler ile “Bulk Segregasyon Analizleri” gerçekleştirildi. 

Burada, ergin döneme ve fide dönemine ait F2 DNA karışımları kullanıldı ve anaç 

bitkiler ile gerçekleştirilen analizler sonucunda görülen polimorfizmin bu karışımlar 

arasında olup olmadığı incelendi.  

 

4.2.2.2. Bulk  DNA’ları ile Gerçekleştirilen PZR Sonuçları 

Anaç DNA’larında polimorfizm gösteren 14 adet kontig ve 48 adet singleton primeri ile 

“Bulk Segregasyon Analizi” gerçekleştirildi. Dayanıklı çeşit olan Sönmez2001 ve 

duyarlı çeşit olan Aytın98 arasında polimorfizm gösteren CA599121 isimli singleton 

primeri kullanılarak gerçekleştirilen “Bulk Segregasyon Analizi” örnek olarak 

gösterilmektedir. (Şekil 4.14).  

 

 
 

   
 

 Şekil 4.14: Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait CA599121 primeri kullanılarak elde 
edilen PZR ürünleri 

 
M: 100+500bp DNA Ladder, 1. Aytın98, 2. Sönmez2001, 3. Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait fide dönemi dayanıklı F2 

DNA karışımı, 4. Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait fide dönemi hassas F2 DNA karışımı, K. Kontrol 
 

 

Şekil 4.14 e göre dayanıklı çeşit olan Sönmez2001’de görülen işaretlenmiş bant, duyarlı 

çeşit olan Aytın98’de görülmediğinden bu bant açısından anaçlar arasında bir 

polimorfizm gözlenmektedir. Bulk Segregasyon Analizlerinde elde edilen polimorfik 

 M       1        2       3       4       K    M      1       2      3      4      K   
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bir bant profilinin markır niteliği taşıması için, çoğaltımdan sonra elde edilen ürünlerde 

dayanıklı anaç ve dayanıklı F2 DNA karışımında (bulk) bulunan, duyarlı anaç ve duyarlı 

F2 DNA karışımında bulunmayan veya duyarlı anaç ve duyarlı F2 DNA karışımında 

bulunan, dayanıklı anaç ve dayanıklı F2 DNA karışımında bulunmayan bir bant profili 

gözlemlenmelidir. Ayrıca, F2 karışımlarında görülen bant yapısının bu karışımları 

oluşturan F2 bireylerinin de her birinde gözlemlenmesi gerekmektedir. Sönmez2001 ve 

Aytın98 arasında görülen işaretli bant Bulk Segregasyon Analizleri sonucunda fide 

dönemi Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karışımında gözlenmekte fakat 

duyarlı F2 DNA karışımlarında gözlenmemektedir. Anaçlar arasında markır niteliği 

taşıdığı düşünülen, polimorfizm gösteren bu bant profilinin bulkı oluşturan her bir DNA 

ile yapılan PZR analizleri incelendiğinde bu primerin markır niteliği taşımadığı 

belirlendi. 

4.2.3.  Buğdaya Ait RGA Dizilerinin Belirlenmesi 

Buğdaya ait NBS-LRR sınıfına ait iki NBS bölgesinden kökenlenen ve  buğdaya ait 

NBS (nukleotid bağlanma bölgesi) içeren 77 RGA-EST dizisi mantar hastalığı ile 

bağlantı gösteren markır elde edebilmek ve genetik uzaklık çalışmaları için kullanıldı. 

Buğdaya ait 15 RGA-EST dizisinde kontaminasyon belirlendi.  

4. 2. 4. RGA-EST Kökenli Primerler ile Gerçekleştirilen PZR Analizleri 

4.2.4.1. Anaçların DNA’ları ile Gerçekleştirilen PZR Sonuçları 

Farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve polimorfik bant yapısı gösteren RGA’lara 

ait primerler listelendi (Şekil 4.15, Tablo 4. 7). 
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Şekil 4.15: Polimorfizm gösteren RGAP primerlerinin kombinasyonlarına göre dağılımını 
gösteren şema 

 

RGA primerlerinin 38 tanesi monomorfik, 38 tanesi ise polimorfik bant profili gösterdi. 

Primerlerden 1 tanesi ise çoğaltım ürünü göstermedi (Şekil 4.16). 

 

 

 

Şekil 4.16: Anaçlarda RGAP primerleri kullanılarak gerçekleştirilen PZR sonuçları 
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Tablo 4.7:  Farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve polimorfik bant yapısı gösteren 
RGA’lara ait primerlerin listelenmesi 

Kombinasyonlar Monomorfik Bant Yapısı Gösteren Primerler 
Polimorfik Bant Yapısı Gösteren 

Primerler 

PI178383 x 

Harmankaya99 

BJ255861(7)  

BJ270203(10) 

BQ802688(21) 

CA499328(41)  

BJ286558(12) 

BQ239089(15) 

BQ803195(22)         

CA662188(30)      

CA740494(73) 

BJ258770(8)  

BJ272146(11) 

BJ295708(13) 

BQ241493(16)           

BQ246913(17)    

BQ579469(18) 

BJ213107(77) 

BQ901277(23)  

CA500988(25) 

CA600403(26) 

CA606728(27)  

CA662651(31) 

CA726158(36) 

CA741642(38)  

CA742788(39) 

BM134773(61) 

BQ752781(62)  

BE591190(63) 

CD910548(64) 

BE517538(65)  

CA497657(66) 

CA617198(68) 

BM134978(70) 

BJ207304(82)  

CA744411(83) 

BJ276947(84) 

BJ225910(85)    

BE405507(87) 

BE418533(126) 

BF199788(127)    

BF473313(128) 

BE445244(129) 

BE605005(130)     

BE426789(131) 

CA736742(72) 

CA724373(74) 

BJ277253(79) 

BF484437(81) 

BE400250(1) 

BE405711(2)   

BE499177(4)   

CA679534(33) 

BU099584(71) 

BE498831(3) 

BF482358(6) 

BQ753146(19) 

CA681703(34) 

CA725884(35) 

CA733486(37) 

BJ300496(14) 

CA676926(32) 

CA498317(75) 

CA696482(76)              

BJ316279(78)   

CA742849(40) 

CA501245(60) 

BJ245188(59) 

BE500158(5) 

BQ743300(80) 

CA652512(29) 

CA692539(53) 

CA610289(28)  

İzgi2001 x 

ES14 

BE400250(1)  

BE405711(2) 

BE499177(4) 

BJ258770(8)  

BJ272146(11)  

BJ286558(12)  

BJ295708(13)   

BQ239089(15)   

BQ246913(17)  

BQ579469(18)  

BQ803195(22)  

BQ901277(23)   

CA500988(25)  

CA600403(26)  

CA679534(33)   

CA662188(30)   

CA741642(38)   

CA742788(39)  

BM134773(61)  

BQ752781(62)   

BE591190(63)  

CD910548(64)  

BE517538(65)   

CA497657(66)  

CA617198(68)  

BM134978(70)   

CA736742(72)  

CA724373(74)  

BJ213107(77)   

BJ277253(79)  

BF484437(81)  

BJ207304(82)    

BJ276947(84)  

BJ225910(85)    

BE405507(87)  

BE418533(126)  

BF199788(127)    

BF473313(128)  

BE445244(129)  

BE605005(130)       

BE426789(131) 

CA606728(27)   

CA662651(31)  

CA726158(36)  

BU099584(71)  

CA740494(73)  

CA744411(83) 

BJ255861(7)  

BJ270203(10)  

BQ802688(21)  

CA499328(41)  

BE498831(3)  

BF482358(6)  

BQ753146(19)  

CA681703(34)  

CA725884(35)  

CA733486(37)  

BJ269157(9)                

CA742849(40)  

BJ246024(58)  

CA501245(60)  

BQ744464(67)  

BE500158(5)   

CA727476(86)  

BU100242(24)  

CA652512(29)  

CA692539(53)  

CA498317(75)  

CA696482(76)  

BJ316279(78)     



100 
 

 

Sönmez2001 x 

Aytın98 

BE400250(1)  

BE405711(2)  

BE499177(4)  

CA679534(33)  

BU099584(71)  

BJ255861(7)  

BJ270203(10)  

BQ802688(21)  

CA499328(41)  

BJ258770(8)  

BJ272146(11)  

BJ295708(13)  

BQ246913(17)  

BQ579469(18)  

BQ901277(23)  

BE405507(87) 

CA500988(25)  

CA600403(26)  

CA606728(27)  

CA662651(31)  

CA726158(36)  

CA741642(38)  

CA742788(39)  

BM134773(61)  

BQ752781(62)  

BE591190(63)  

CD910548(64)  

BE517538(65)  

CA497657(66)  

CA617198(68)  

BM134978(70)  

BJ276947(84) 

CA736742(72)  

CA724373(74)  

BJ213107(77)  

BJ277253(79)  

BF484437(81)  

BJ207304(82)  

CA744411(83)    

BJ225910(85)    

BE418533(126)  

BF199788(127)  

BF473313(128)  

BE605005(130)  

BE445244(129)  

BE426789(131) 

BJ286558(12)  

BQ239089(15)  

BQ803195(22)  

CA662188(30)  

CA740494(73)  

BE498831(3)  

BF482358(6)  

BQ753146(19)  

CA676926(32) 

CA610289(28) 

BQ743300(80) 

CA727476(86)  

BU100242(24) 

BJ246024(58)  

BQ744464(67)  

BJ245188(59)      

CA681703(34)  

CA725884(35)  

CA733486(37)  

BJ269157(9)  

BJ300496(14)     

 

 
 
Anaç DNA’larında polimorfizm gösteren 38 adet RGA primeri ile “Bulk Segregasyon 

Analizi” gerçekleştirildi. Anaçlar arasında gözlenen polimorfizmlere karşılık, Bulk 

Segregasyon Analizleri sonucunda fide dönemi ve ergin dönem dayanıklı ve duyarlı F2 

DNA karışımlarında bu bantlar açısından polimorfizm elde edilmemiştir. Bu nedenle, 

anaçlar arasında polimorfik olan bu bant profilleri markır niteliği taşımamaktadır. 

4. 2. 5. Dendogram Hazırlanması 

4.2.5.1. EST Kökenli Primerler Kullanılarak Buğday Çeşitleri Arasındaki Genetik 

Benzerliğin Belirlenmesi 

Sarı pas uygulanmış buğdaya ait EST kökenli primerler (39 adet kontig ve 92 adet 

singleton primeri) kullanılarak çalışmada kullanılan dayanıklı ve hassas kışlık ekmeklik 

buğday çeşitlerinin genetik uzaklık ve benzerlik matriksi ve dendogramı oluşturuldu 

(Tablo 4. 8) (Şekil 4.17).  

 

Çalışmalarımızda kullanılan dayanıklı ve hassas kışlık ekmeklik buğdayın genetik 

yakınlığı, sarı pas uygulanmış buğdaya ait TA117G1X isimli EST kitaplığı kullanılarak 

elde edilen 39 kontig ve 92 singleton primeri ile karakterize edildi. Hassas ve dayanıklı 

çeşitler arasında 14 kontig ve 48 singleton primeri polimorfik bant profili gösterdi. 

Hassas ve dayanıklı çeşitlerin POPGENE programı kullanılarak belirlenen genetik 
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uzaklığı ve genetik benzerliği Tablo 4. 7 de gösterildi. Çeşitlerin uzaklığı 0 ile 0.3973 

arasında değişmektedir. En uzak çeşitler Aytın98 ve Izgi01 olarak belirlendi. Uzaklık 

0.3973’tür. En yakın çeşitler ise Harmankaya99 ve Sönmez2001’dir (0.2359). 

Dendogram 2 ana kola ayrılmaktadır. İlk kol sadece Aytın98’i içermektedir. İkinci kol 

ise 2 alt kola ayrılmaktadır. Alt kollardan ilki PI178383 ve Izgi01’i içermektedir. İkinci 

alt kol ise kendi içinde tekrar iki alt kola ayrılmaktadır. İlki sadece ES14’ü, ikincisi ise 

Sönmez2001 ve Harmankaya99’u içermektedir.  

 

Dendogram Şekil 4.17 de gösterilmektedir. Oluşturulan dendogram EST kökenli kontig 

ve singletonların yakın genotipler arasında büyük oranda genetik çeşitlilik tespit 

edebileceğini göstermektedir.  

 

Tablo 4.8. Dayanıklı ve hassas Triticum aestivum çeşitlerinin Nei’s (1978)’ye göre genetik 
uzaklık ve genetik benzerlik matriksi 

pop ID PI178383 Izgi01 Sönmez2001 Harmankaya99 ES14 Aytın98 

PI178383 **** 0.7443 † 0.7253† 0.7532† 0.7392† 0.7025† 

Izgi01 0.2953‡ **** 0.7633† 0.7456† 0.7165† 0.6722† 

Sönmez2001 0.3211‡ 0.2701‡ **** 0.7899† 0.7506† 0.6835† 

Harmankaya99 0.2835‡ 0.2936‡ 0.2359‡ **** 0.7684† 0.7038† 

ES14 0.3021‡ 0.3334‡ 0.2868‡ 0.2635‡ **** 0.7481† 

Aytın98 0.3531‡ 0.3973‡ 0.3805‡ 0.3513‡ 0.2902‡ **** 

†Genetik benzerlik“identity” . 

‡ Genetik uzaklık “ distance”. 

 

 

Şekil 4.17. PHYLIP 3.5. versiyonunun göre değiştirilmi ş Nei (1978) genetik uzaklığına göre 
oluşturulan populasyonların dendogramı 
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4.2.5.1. RGA-EST Kökenli Primerler Kullanılarak Buğday Çeşitleri Arasındaki Genetik 

Benzerliğin Belirlenmesi 

Buğdaya ait EST kökenli RGAP primerler (77 adet) kullanılarak çalışmada kullanılan 

dayanıklı ve hassas kışlık ekmeklik buğday çeşitlerinin genetik uzaklık ve benzerlik 

matriksi ve dendogramı oluşturuldu (Tablo 4.9) (Şekil 4.18) .  

 

Hassas ve dayanıklı çeşitler arasında 38 RGAP primeri polimorfik bant profili gösterdi. 

Hassas ve dayanıklı çeşitlerin POPGENE programı kullanılarak belirlenen genetik 

uzaklığı ve genetik benzerliği Tablo 4.8 de gösterilmiştir. Çeşitlerin uzaklığı 0 ile 

0.7274 arasında değişmektedir. En uzak çeşitler PI178383 ve Izgi01 olarak 

belirlenmiştir. Uzaklık 0.7274’tür. En yakın çeşitler ise Harmankaya99 ve 

Sönmez2001’dir (0.4282). Dendogram 2 ana kola ayrılmaktadır. İlk kol kendi içinde 

yine 2 kola ayrılmaktadır. Bu alt kollardan biri PI178383 ve ES14’ü, diğeri ise 

Sönmez2001 ve Harmankaya99’u içermektedir. İkinci alt kol ise Izgi01 ve Aytın98’i 

içermektedir. Dendogram Şekil 4.18 de gösterilmektedir. Oluşturulan dendogram EST-

RGA kökenli primerlerin yakın genotipler arasında büyük oranda genetik çeşitlilik 

tespit edebileceğini göstermektedir.  

Tablo 4.9: Dayanıklı ve hassas Triticum aestivum çeşitlerinin Nei (1978)’ye göre genetik 
uzaklık ve genetik benzerlik matriksi 

pop ID PI178383 Izgi01 Sönmez2001 Harmankaya99 ES14 Aytın98 

PI178383 **** 0.4831† 0.5281† 0.5843† 0.6180† 0.4944† 

Izgi01 0.7274‡ **** 0.5281† 0.5393† 0.5281† 0.6067† 

Sönmez2001 0.6385‡ 0.6385‡ **** 0.6517† 0.5955† 0.6067† 

Harmankaya99 0.5374‡ 0.6174‡ 0.4282‡ **** 0.6067† 0.5056† 

ES14 0.4813‡ 0.6385‡ 0.5183‡ 0.4997‡ **** 0.4944† 

Aytın98 0.7044‡ 0.4997‡ 0.4997‡ 0.6820‡ 0.7044‡ **** 

†Genetik benzerlik “identity” 

‡ Genetik uzaklık “distance” 
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Şekil 4.18: PHYLIP 3.5. versiyonunun göre değiştirilmi ş Nei genetik uzaklığına (Nei 1978) 

göre oluşturulan populasyonların dendogramı 

 

4. 3. RNA DÜZEYİNDE GERÇEKLE ŞTİRİLEN ÇALI ŞMALAR 

4.3.1. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılmak Üzere Dayanıklılık 

Mekanizmasında Rol Oynadığı Düşünülen Genlerin Ortak Dizilerinin Belirlenmesi 

Buğday ve farklı organizmalarda dayanıklılık mekanizmasında rol oynadığı düşünülen 

genlerin (PR1 (Pathogenesis Related Gene 1), PR4 (Pathogenesis Related Gene 4), PR5 

(Pathogenesis Related Gene 5), MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), RAD6 

(Ubiquitin-Conjugating Enzyme), Hsp70 (Heat Shock Protein 70),  Hsp90 (Heat Shock 

Srotein 90), SGT1 (Suppressor of G2 Allele of Skp1), RAR1 (Required for Mla12 

Resistance), RLK (Receptor Like Kinase)) mRNA dizilerinin, “BioEdit programı” 

kullanılarak karşılaştırılması sonucu elde edilen ortak diziler ve bu diziler kullanılarak 

sentez edilen GeXP primerlerinin çoğaltım ürünleri Tablo 4.10 da gösterilmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 
 

 

Tablo 4.10: Hastalık direnç mekanizması  ile ilişkili genlere ait dizilerin korunmuş bölgelerinin  
ve çoğaltım ürünlerinin gösterimi 

 

Gen Genin çeşitli organizmalardaki ortak dizileri 
PR4  
 

 
GCAACGTATCATTACTACCGGCCAGCGCAGAATAACTGGGACCTGGGCGCGCCCGCGGTGAGC
GCCTACTGCGCAACCTGGGACGCCAGCAAGCCGCTGTCGTGGCGGTCCAAGTACGGGTGGACG
GCGTTCTGCGGCCCCGCCGGCGCCCACGGGCAGGCGGCGTGCGGCAAGTGCCTCCGGGTGACG
AACCCGGCGACGGGGGCGCAGGTGACGGCGAGGATCGTGGACCAGTGCGCCAACGGCGGGCT
GGACCTGGACTGGGACACCGTCTTCACCAAGATCGACACCAACGGGATCGGGTACCAGCAAGG
CCATCTTAATGT 

MAPK 
 

 
GATACATGGGGGGAGGGAACGGCATCGTCGACGGCTTCCGCCGCTTGTTCCACCGCCGCACGC
CCTCCGGCTCCGTGCTCGGCAGTTCCAACCAGTCCTCCGCCGGCGAGGACTCCTCCGACGTCGA
GGCCGCCGAGGGCCTGGATCTCGTGGGCCTCCGCTCCATCCGCGTCCCCAAGCGCAAGATGCCG
CTCCCCGTCGAGAGCCACAAGAAGAACATAATGGAGAAAGAATTCTTCACAGAGTATGGAGAG
GCAAGCCAGTACCAAATCCAAGAAGTTGTTGGCAAGGGGAGTTATGGAGTAGTTGCTGCTGCA
ATAGATACCCGCACCGGCGAGCGGGTTGCGATTAAGAAGATCAATGACGTGTTTGAGCACGTC
TCGGATGCCACACGCATCCTCCGCGAGGTCAAGCTCCTTCGGCTGCTACGTCATCCAGACGTGG
TAGAGATCAAGCACATAATGCTCCCCCCTTCTCGGAGGGAGTTCCAAGATATATATGTTGTTTT
CGAGCTGATGGAGTCAGATCTCCATCAGGTCATCAGAGCGAATGATGACCTCACAGCTGAGCA
TTACCAGTTTTTCCTTTACCAGCTTCTCCGCGCTCTCAAGTACATCCATGGGGCTAATGTATTTC
ATCGCGATCTGAAGCCCAAGAATATACTGGCCAACGCAGACTGCAAACTGAAAATTTGTGACTT
TGGACTTGCGCGTGTATCATTTAATGATGCTCCTTCAGCTATATTTTGGACGGATTATGTAGCAA
CAAGGTGGTACAGGGCCCCTGAATTATGTGGCTCCTTTTTCTCGAAATACACTCCTGCTATTGAT
ATTTGGAGTATTGGATGCATATTTGCCGAGCTTCTCACTGGACGGCCACTCTTTCCTGGGAAGA
ATGTCGTACACCAGTTAGATATAATAACAGATCTTCTTGGAACTCCATCATCAGAAACCTTATC
TCGGATTCGAAATGAGAAGGCCAGGAGGTACTTAAGTTGCATGCGAAAAAAACACCCTGTACC
CTTGACTCAGAAATTTCCTAATGCTGATCCATTGGCGGTTCGCCTACTGGGTCGTTTACTTGCAT
TTGATCCTAAAGACCGGCCTTCAGCTGAAGAGGCTTTAGCAGACCCATATTTTGCATCTCTTGCC
AATGTGGAGCGTGAGCCTTCAAGGCATCCAATTTCGAAACTTGAGTTTGAGTTTGAGAGACGAA
AGGTGACAAAAGATGATGTTAGGGAATTGATCTATCGAGAGATTTTGGAGTACCATCCACAGA
TGCTGGAGGAATACATGAAAGGTGGAGACCAGATTAGCTTCCTCTATCCAAGTGGTGTTGACCG
CTTTAAACGGCAGTTTGCACACCTGGAGGAGCATTACAGCAAAGGAGAACGAGGTTCTCCGCT
GCAAAGAAAGCATGCCTCTTTACCAAGGCAGAGGGTAGGTGCATCGAACGACGGTAATAATGA
GCAGCATATTAGTGATCAGGAGATGAGTGCAGAGCCTGATGCCCATGGTGCAGTGAGCCCTCA
AAAGTCACAGGATGCACCCGGTGTTGGCCAGAATGGTCTGAGCCCCACCAGCTTGAGCTCGCG
GACCTACCTCAAGAGCGCGAGCATTAGCGCTTCCAAGTGCGTCGTTGTCAACCCGAATAAACAG
CCAGAGTATGACGACGCGATCTCTGAGGAAACAGAAGGAGCCGTCGATGGACTATCCGAGAAG
GTCTCAAAGATGCATGCCTAG 

 
Rad6 
 

  
CGACGCCGGCGAGGAAGCGCCTGATGCGCGACTTCAAGCGGCTGCAGCAGGACCCGCCCGCCG
GCATCAGCGGCGCGCCGCACGACAACAACATCACCCTCTGGAACGCCGTCATATTTGGGCCTGA
TGACACGCCGTGGGATGGAGGTACGTTCAAGCTGACCCTGCAATTCACAGAAGATTACCCCAA
CAAGCCACCAACTGTTCGGTTTGTCTCAAGGATGTTTCACCCAAACATTTATGCAGATGGAAGC
ATCTGCTTGGACATCCTACAGAACCAGTGGAGCCCTATATATGATGTTGCAGCAATATTGACCT
CTATCCAGTCCCTGCTGTGCGACCCGAACCCGAATTCTCCTGCGAACTCTGAAGCAGCCAGAAT
GTACAGCGAGAACAAGCGCGAGTACAACCGCAAGGTTCGTGAGGTCGTGGAGCAGAGCTGGAC
AGCGGACTAGCGTTGCCAGATCCTGCAATAA 

 
PR1  
 

 
GAGCTACGCCAACCAGAGGATCAACGACTGCAAGCTCCAGCACTCGGGCGGGCCGTACGGGGA
GAACATCTTCTGGGGGTCGGCCGGCGCGGACTGGAAGGCGGCGGACGCGGTGAACGCGTGGGT
GGGCGAAAAGAAGGACTACGACTACGGCTCCAACACCTGCGCGGCGGGGAAGGTGTGCGGGC
ACTACACGCAGGTGGTGTGGCGCGCGTCAACCAGCATCGGCTGCGCCCGCGTCGTCTGCAACA
ATAACCTCGGCGTCTTCATCACCTGCAACTACGAGCCCCGCGGGAATATCATTGGACAGAAACC
ATACTA 
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Hsp90 
 

 
ATGGCGACGGAGACCGAGACCTTCGCCTTCCAGGCCGAGATCAACCAGCTCCTCTCGCTCATCA
TCAACACCTTCTACTCCAACAAGGAGATCTTCCTCCGCGAGCTCATCTCCAACTCCTCCGATGCC
TTGGACAAGATCAGGTTCGAGAGCCTCACGGACAAGAGCAAGCTAGACGCGCAGCCCGAGCTC
TTCATCCACATCATCCCCGACAAGGCGACCAACACGCTCACGATCGTTGACAGCGGCATTGGGA
TGACCAAGTCCGACCTCGTCAACAACCTCGGGACCATCGCCAGGTCGGGGACCAAGGAGTTCA
TGGAGGCCCTCGCCGCCGGCGCCGACGTGTCCATGATTGGGCAGTTCGGTGTCGGTTTCTACTC
CGCCTACCTCGTCGCCGAGAGGGTTGTCGTCACCACCAAGCACAACGACGACGAGCAGTACGT
GTGGGAGTCCCAGGCCGGTGGCTCCTTCACCGTCACTCGTGATACGTCTGGGGAGCAGCTCGGC
AGGGGTACCAAGATGGTCCTCTACCTCAAGGACGACCAGATGGAATACCTTGAGGAGCGCCGC
ATCAAGGATCTAGTTAAGAAGCACTCTGAGTTTATCAGCTACCCCATCTCCCTGTGGACTGAGA
AGACCACCGAGAAGGAAATTTCTGATGATGAAGATGAGGAGGAGAAGAAGGATACTGAGGAG
GGCAAGGTTGAGGATGTTGATGAGGAGAAGGAAGAGAAGGAAAAGAAGAAAAAGAAGATCA
AGGAAGTCTCTCACGAGTGGAACTTGGTCAACAAGCAGAAGCCGATCTGGATGAGGAAGCCAG
AGGAGATCAACAAGGAAGAGTACGCTGCTTTCTACAAGAGCTTGACCAATGACTGGGAGGAGC
ATTTGGCTGTCAAGCACTTCTCTGTTGAGGGTCAGCTTGAGTTCAAGGCTGTCCTGTTTGTGCCC
AAGAGGGCCCCCTTCGACCTCTTCGACAACAAGAAGAAGGCCAACAACATCAAGCTGTACGTG
CGCCGTGTCTTCATCATGGATAACTGTGAGGAGTTGATCCCTGAGTACCTGAGCTTTGTCAAGG
GCATTGTTGATTCAGAGGACCTTCCCCTGAACATCTCCCGTGAGAC 

 
SGT1 
 

 
ATGGCCGCCGCCGCCGCGTCGGATCTGGAGAGCAAGGCCAAGGAGGCCTTCGTCGACGACGAC
TTCGAGCTGGCCGCCGAGCTCTACACCCAGGCCATCGAGGCGGGGCCGGCTACCGCGGAACTC
TACGCCGACCGAGCCCAGGCGCACATCAAGCTGGGCAGTTACACTGAGGCTGTAGCTGATGCC
AACAAAGCAATTGAACTTGATCCTTCGATGCATAAAGCATACCTTCGGAAGGGCTCTGCTTGCA
TCAAGCTGGAGGAATACCAAACTGCAAAGGCTGCTCTTGAAGTGGGTTCTTCTTATGCATCTGG
TGACTCGAGGTTTACTCGTCTGATGAAGGAGTGTGATGATCGTATTGCTGAGGAGGCTAGCCAG
GTGCCAGTAAAGAATGCCGCTGCGGCTGTTGCTTCAGCT 
 

 
HSP70 
 

 
CCCTTCAAGGTCATCCCTGGCCCTGCAGACAAGCCCATGATCGTCGTCAACTACAAGGGTGAGG
AGAAGCAGTTCGCAGCGGAGGAGATCTCCTCCATGGTGCTTATCAAGATGAGGGAGATCGCTG
AGGCCTTCCTCGGCAACTCTGTCAAGAACGCCGTGGTCACCGTTCCGGCCTACTTCAACGACTC
CCAGCGCCAGGCCACTAAGGACGCCGGCGCCATCGCCGGGCTGAACGTGCTGCGCATCATCAA
CGAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCCTACGGCCTTGACAAGAAGGCGACCAGCACCGGTGAGAA
GAACGTCCTCATCTTCGAC 

 
RLK 

 
CATCATCATGTGGATGTAGTGGGAAATCAATCAGGAAGATAGCATGCTCTGGCCAAGACACCA
TTCTAGTCCACCCAGTTCTTTGCCCATACAGTGTCAGCGCCATAGATTACAAGCGTTCTTCCATG
AAGATCACCCCACTTGTAGACCCCTGTTTGGTACTCCAGCAGAAGCTCGCCATCTCCAGAAGCT
CGTCATCTCCACAGGTTGATGTTATCAACGATGAGAAGCCAAGTCTTGACAGATATTTATTTTG
GAGTTCTACAATTTCCCTAGTACGCTGTTCAAGAGAGTTTGCACCTGGTGCAGCCGATGGGATT
GCTGGCCCAGTCTCCTGCCTTAGCAACATAACCCACTTCTTTTATTTGGTGAATGGTTATGAAGA
CATGTCTATTCTTCCGTTGGACTGCAAGGTCGTCC 

 
PR5 

 
ACGTCGAGCATCAACGTGCCCGCCGGCACCCAAGCCGGAAGGATATGGGCACGCACCGGGTGC
TCGTTCAATGGCGGTAGCGGGAGCTGCCAGACCGGCGACTGCGGCGGCCAGCTCTCATGCTCTC
TCTCCGGGCAGCCACCAGCAACGCTGGCCGAGTTCACCATCGGCGGCGGCAGCACCCAGGATT
TCTACGACATCTCGGTTATCGACGGCTTCAACCTTGCCATGGACTTCTCGTGCAGCACCGGCGA
CGCGCTCCAGTGTAGGGATCCCAGCTGCCCG 

 
RAR1 

 
ATAGGCTGCGACGCCATGTTCACCGACGACGACAACCCCGACGGCTCCTGCCACTACCACCCCT
CCGGACCTATGTTTCATGATGGCATGAAAGAGTGGAGCTGTTGCAAGCAAAGAAGCCATGATTT
TAGCTTATTTTTAGCTATTCCTGGATGTGCCACAGGGAAGCATACAACTGAGAAACCAGTCACA
AAAGCTGTTTCTCTTAACTCAAAGGCAACCCCACCAAAGTTAGCTCCAATCCAGTCTTCTAAGC
AGGGTGTGGAAACCGAGGCCTGCTCCAGGTGCCGTCAGGGTTTCTTTTGCTCCGACCATGGATC
ACAGCCCAAGGCACAAAAACCAGTTGCTGTAAATGGTACAAATACGGAA 

 
ACTIN 

 
ATGGCTGACGGTGAGGACATCCAGCCCCTTGTCTGTGACAATGGAACCGGAATGGTCAAGGCT
GGTTTCGCTGGAGATGATGCACCAAGGGCTGTTTTCCCTAGCATAGTTGGTCGCCCACGGCACA
CTGGTGTCATGGTAGGGATGGGGCAGAAGGATGCCTATGTTGGTGATGAGGCGCAGTCCAAGA
GAGGTATCCTCACACTCAAGTACCCGATCGAGCACGGCATCGTGAGCAACTGGGATGACATGG
AGAAAATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTCCGTGTGGCACCCGAGGAGCACCCTGTGTT
GCTCACTGAGGCTCCTTTGAACCCAAAAGCCAACAGAGAGAAGATGACCCAGATTATGTTTGA
GACTTTCAATGTTCCTGCCATGTACGTCGCAATTCAGGCCGTGCTTTCCCTCTATGCAAGTGGTC
GTACTACTGGTATCGTTCTCGACTCTGGTGATGGTGTCAGCCACACTGTGCCCATTTACGAAGG
ATATGCGCTTCCTCATGCCATTCTTCGTTTGGATCTCGCTGGTCGGGATCTCACGGACTCC 
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GAPDH 

 
CCACCGGTGTCTTCACTGACAAGGACAAGGCTGCAGCTCACATTAAGGGTGGTGCCAAGAAGG

TCATCATTTCTGCTCCCAGCAAGGATGCTCCCATGCTTGTCTGTGGTGTCAATGAGAAGGAATA

CAAGTCTGACATCGACATTGTCTCCAACGCTAGCTGCACCACTAACTGCCTTGCTCCTCTTGCTA

AGGTTATCAATGACAGGTTTGGCATTGTTGAGGGTTTGATGACCACAGTTCATGCCATGACTGC

AACCCAGAAGACTGTTGATGGTCCTTCCAGCAAGGACTGGAGAGGTGGAAGGGCTGCCAGCTT

CAACATCATTCCAAGCAGCACTGGTGCCGCAAAGGCTGTTGGCAAGGTGCTCCCAGAGCTTAAC

GGAAAGTTGACTGGAATGGCCTTCCGTGTTCCCACTGTTGATGTTTCTGTTGTTGATCTGACTGT

TAGACTTGCGAAGCCAGCAACCTATGATCAGATTAAGGCTGCTATCAAGGAGGAGTCTGAGGG

AAACCTCAAGGGCATTTTGGGTTACGTTGATGAGGACCTTGTTTCCACTGACTTTCAGGGTGAC

AACAGGTCCAGCATCTTTGATGCTAAGGC 

 

Bu genlerden  primer tasarımı GeXP GenomeLab Genetik Analiz Sisteminde (Beckman 

Coulter) multipleks halinde gerçekleştirildi. 

 

4. 3. 2. Gen Anlatım Analizlerinde Kullanılmak Üzere, Stres ve Stresle İlişkili 

Kontig ve Singletonlardan Tasarlanan Primerler 

4.3.2.1 Çoklu Dizi Eşleştirmesi 

Gen anlatım analizlerinde kullanılmak üzere stres ve stresle ilişkili kontig ve 

singletonları seçebilmek amacıyla aynı proteinle eşleşen veya aynı erişim numarasına 

sahip olan dizilerin çoklu eşleştirilmesi (multiple alignment) sonucu Tablo 4. 11, Tablo 

4. 12, Tablo 4. 13, Tablo 4. 14, Tablo 4. 15, Tablo 4. 16 ve Şekil 4. 19, Şekil 4. 20, 

Şekil 4. 21, Şekil 4. 22, Şekil 4. 23, Şekil 4. 24, Şekil 4. 25 de gösterilmektedir. 

 

Tablo 4.11: lipid transfer protein (LTP) karşılık gelen kontig ve singletonların dizilerinin 
özellikleri 

Singleton adı Singleton/Kontig 
uzunluğu 

Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

CA598151 669 lipid transfer protein precursor AAG27707 348 
CA599285 534 putative lipid transfer protein ABB90547 399 
Kontig 9 403 lipid transfer protein(LTP) ABB90546 348 
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA598151 ATGGCTCGCACTGCAGCAACAAAGCTCGTGCTGGTCGCCCTGGTGGCGGCAATGCTCCTGGTAGCCTCCGACGCGGCGATCTCCTGCGGTCAGGTGAACT
CA599285 ATGGCCCGTGCTGCAGCTGCTCAACTCGTGTTGTTCACCCTCGTGGCAGCAATGGTCCTCACAGCCACAGACGCTGCAATCTCCTGTGGCCAGGTGAGCT
KONTIG9 ATGGCCCGTGCTGCAGCTGCTCAACTCGTGTTGTTCACCCTCGTGGCAGCAATGGTCCTCACAGCCACAGACGCTGCAATCTCCTGTGGCCAGGTGAGCT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA598151 CTGCCCTGGCCTCCTGCGTCTCCTACGCAAAAGGCAGCGGGGCCAGCCCGCCTGGGGCCTGCTGTTCCGGAGTTAGGAGATTGGCCGGCTTAGCGCGGAG
CA599285 CTGCCTTGAGCCCCTGCATCTCCTATGCACGCGGCAGCGGCTCCAGCCCACCTGCGGCCTGCTGCAGTGGTGTCAGGAGTCTGGCCGGC-CAGCGCGGAG
KONTIG9 CTGCCTTGAGCCCCTGCATCTCCTATGCACGCGGCAGCGGCTCCAGCCCACCTGCGGCCTGCTGCAGTGGTGTCAGGAGTCTGGCCGGCGCAGCGCGGAG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA598151 CACCGCCGACAAGCAAGCGGCATGCAGGTGCATCAAGAGTGCTGCCGGTGGGCTCAACCCCGGAAAGGCTGCAAGTATCCCCTCCAAGTGCGGCGTCAGC
CA599285 CACCGCTGACAAGCAAGCGGCGTGCAAGTGCATTAAGAGTGCTGCTGGTGGGCTCAACGCTGGAAAGGCCGCTGGCATCCCCTCCAAGTGCGGCGTCAGC
KONTIG9 CACCGCTGACAAGCAAGCGGCGTGCAAGTGCATTAAGAGTGCTGCTGGTGGGCTCAACGCTGGAAAGGCCGCTGGCATCCCCTCCAAGTGCGGCGTCAGC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA598151 ATCCCCTACTCCATCAGCGCATCCGTGGACTGCTCTAAGATCCACTGA----------------------------------------------------
CA599285 ATCCCCTACGCCATTAGCTCATCCGTGGACTGCTCTAAGATTCGCTGATCAACCACTGGCCACCATGGTCGCCGCCTATAGTGCCATCCATCGACACTAA
KONTIG9 ATCCCCTACGCCATTAGCTCATCCGTGGACTGCTCTAAGATTCGCTGA----------------------------------------------------

 
Şekil 4. 19: CA598151, CA599285 ve Kontig 9’un cDNA’sının BİOEDİT programı 

kullanılarak gerçekleştirilen çoklu eşleştirilmesi 

 

Eşleşen dizilerin karşılaştırılması sonucunda gen anlatım analizlerinde kullanılacak 

primer tasarımı için “CA598151” (lipid transfer protein precursor) ve “CA599285” 

(putative lipid transfer protein) yerine onlara eş olan Kontig 9’un (LTP)  (Lipid Transfer 

Protein) mRNA dizisi kullanıldı. 

 

Eşleşen diziler karşılaştırıldı (Tablo 4.12) ve gen anlatım analizlerinde kullanılacak 

primer tasarımı için “CA599115” (type 1 non specific lipid transfer protein precursor) 

yerine onunla yüksek dizi benzerliği gösteren Kontig 113’ün (LTP3)  (lipid transfer 

protein 3) dizisi kullanıldı (Şekil 4.20). 

 

Tablo 4.12: Aynı proteine karşılık gelen kontig ve singletonların dizilerinin özellikleri  

Singleton 
adı 

Singleton/Kontig 
uzunluğu 

Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

CA599115 422 type 1 non specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH69199 326 

Kontig 
113 

599 lipid transfer protein 3 
(LTP3) 

AAP23941 369 
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA599115  ATGGCTCGTCTCAACAGCAAGGCTGTGGTGTCCGCCGTGGTCCTGGCGGCGGTGGTGCTAATGATGGCCGGCAGGGAGGC---GACGGCACTGTCGTGCG
KONTI113 ATGGCTCGTCTCAACAGCAAGGCTGTGGCGGCCGCCGTGGTCCTGGCGGCGGTGGTGCTGATGATGGCCGGCAGGGAGGCCTCGGCGGCGCTGTCGTGCG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA599115  GGCAGGTGGACTCCAA-GCTCGCGCCGTGCGTGTCGTACGTGACGGGGAAGGCGCCCTCGATCAGCAAGGAGTGCTGCTCCGGTGTGCAGGGGCTGAACG
KONTI113 GGCAGGTGGACTCCAA-GCTCGCGCCGTGCGTGGCGTACGTGACGGGGAGGGCGTCCTCGATCAGCAAGGAGTGCTGCTCCGGCGTGCAGGGGCTGAACG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA599115  GCCTGGCCCGCAGCAGCCCGGACCGCAAGATAGCGTGCAGGTGCCTCAAGAGCCTCGCCACCAGCA--TCAAGTCCA--TCAACATGGACAAGGTCTCCG
KONTI113 GCCTGGCCCGCAGCAGCCCGGACCGCAAGATAGCGTGCAGGTGCCTCAAGAGCCTCGCCACCAGCA--TCAAGTCCA--TCAACATGGGCAAGGTCTCCG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

CA599115  GCGTGCCCGGCAAGTGCGGCGTCAGCGTGCCCTTCCCCATCAGCATGTCCACCAACTGCAACAATGTCAACTAG--------------------------
KONTI113 GCGTGCCCGGCAAGTGCGGCGTCAGCGTGCCCTTCCCCATCAGCATGTCCACCAACTGCAACAATGTCAACTAG--------------------------

 
Şekil 4. 20: CA599115 ve Kontig 113’ün cDNA dizilerinin BİOEDİT programı kullanılarak 

gerçekleştirilen çoklu eşleştirilmesi 

 

Eşleşen diziler karşılaştırıldı (Tablo 4.13) ve gen anlatım analizlerinde kullanılacak 

primer tasarımı için “CA598687” (wali6) yerine onunla yüksek dizi benzerliği gösteren 

CA598422’ün  (wali5) dizisi kullanıldı (Şekil 4. 21). 

Tablo 4.13: wali5 ve wali6’ya  karşılık gelen kontig ve singletonların dizilerinin özellikleri 

Singleton adı Singleton uzunluğu Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

CA598422 566 wali5 AAA50850 270 
CA598687 548 wali6 AAC37417 267 

 
 

 

Şekil 4. 21: CA598422 ve CA598687’nin cDNA dizilerinin BİOEDİT programı kullanılarak 
gerçekleştirilen çoklu eşleştirilmesi 

 
 

Eşleşen diziler karşılaştırıldı (Tablo 4.14) ve gen anlatım analizlerinde kullanılacak 

primer tasarımı için CA598366 (AAS93629) (Triticum aestivum receptor-like kinase 

protein (RLK) mRNA, partial cds.) yerine ona eş olan RLK (Receptor-Like Kinase 

Protein)’nın dizisi kullanıldı (Şekil 4. 22). 
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Tablo 4.14: receptor-like kinase protein (RLK)’ya karşılık gelen kontig ve singletonların 
dizilerinin özellikleri 

Singleton 
adı 

Singleton 
uzunluğu 

Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

CA598366 566 receptor-like kinase protein (Lrk) AAS93629 270 
RLK - receptor-like kinase protein (Lrk) AY584533 1528 

 
 

 
Şekil 4. 22: CA598366 ve RLK’nın cDNA dizilerinin BİOEDİT programı kullanılarak 

gerçekleştirilen çoklu eşleştirilmesi 

 
NCBI’da yapılan Blast analizi sonucu “CA598691” ve Kontig 57’nin protein karşılığı, 

erişim numarası ve cDNA dizisinin aynı olduğu belirlendi (Tablo 4.15) ve “Kontig 57” 

iptal edilerek gen anlatım çalışmalarında kullanılmak üzere primer tasarımı  

“CA598691”den gerçekleştirildi (Şekil 4.23). Ayrıca “CA598691” ile aynı protein 

karşılığına sahip “CA598755”den de primer tasarımı gerçekleştirilmedi.  “CA598691” 

ve “CA598755”’in dizilerinin eşleştirilmesi (alignment) Şekil 4.24 de gösterilmektedir. 

 

Tablo 4.15: type 1 non specific lipid transfer protein precursor’e karşılık gelen kontig ve 
singletonların dizilerinin özellikleri 

Singleton 
adı 

Singleton/Kontig 
uzunluğu 

Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

CA598691 542 type 1 non-specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH04983 348 

Kontig 57 534 type 1 non-specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH04983 348 

CA598755 403 type 1 non specific lipid 
transfer protein precursor 

CAH69190 354 
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Şekil 4. 23: CA598691 ve Kontig 57’nin cDNA dizilerinin BİOEDİT programı kullanılarak 
gerçekleştirilen çoklu eşleştirilmesi 

 

 

Şekil 4. 24: CA598691 ve CA598755’in cDNA dizilerinin BİOEDİT programı kullanılarak 
gerçekleştirilen çoklu eşleştirilmesi 

 
 

Kontig 52 ve Kontig 75 BlastX analizi sonucu aynı proteinle eşleşmesine rağmen 

dizileri ortak değildir ve gen anlatım analizlerinde kullanılmak üzere bu kontiglere ait 

diziler ayrı ayrı primer tasarımında kullanıldı (Tablo 4.16, Şekil 4.25). 

Tablo 4.16: Aynı proteine karşılık gelen kontig dizilerinin özellikleri 

Kontig 
adı 

Kontig uzunluğu Protein adı Erişim no cDNA 
uzunluğu 

Kontig 52 
 

627 Metallothionein-
like protein 1 

P43400 
L11879 

228 

Kontig 75 
 

562 metallothionein 
mRNA 

AAP80616 345 
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Şekil 4. 25: Seçilen dizilerin BİOEDİT programı kullanılarak gerçekleştirilen çoklu 
eşleştirilmesi 

 
 

4. 3. 3. Total RNA İzolasyonu 

RNA izolasyonları “TriPure Isolation Reagent” (Roche) kullanılarak firma tarafından 

belirtilen şekilde yapıldı. İzolasyon pas ile inoküle edilmiş ve edilmemiş (kontrol) 

bitkilerde (PI178384, İzgi01, Sönmez2001, Harmankaya99, ES14 ve Aytın98) farklı 

zaman aralıklarında (0. 8. 12. 24. 48. saatler) gerçekleştirildi.  

 

4. 3. 3. 1.  RNA Miktarının ve Saflığının Belirlenmesi 

RNA’ların miktar tayini, 260 nm dalga boyunda ölçülen absorbans değerlerine göre 

yapıldı. A260/A280 oranı 1.8-2.0 olan RNA’lar saf olarak kabul edildi. RNA örneklerinin 

miktar ve saflık tayini yapıldıktan sonra (Şekil 4.26) total RNA’nın bütünlüğünün 

değerlendirildiği DEPC içeren %1’lik agaroz jel kullanılarak elektroforez işlemi 

gerçekleştirildi (Şekil 4.27). 
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Şekil 4. 26: İzolasyonu yapılan RNA’ların “Agilent Bioanalyzer 2100” cihazı ile kalitelerinin 

ölçülmesi 
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Şekil 4. 27: Harmankaya99’a ait  0-48. saat RNA’ların DEPC’li %1’lik  agaroz jelde görünümü   

1) 0. Saat Kontrol  2) 0. Saat Pas Uygulama  3) 8. Saat Kontrol  4)  8. Saat Pas Uygulama  5) 12. Saat Kontrol  6) 12. Saat Pas 
Uygulama  7) 24. Saat Kontrol  8) 24. Saat Pas Uygulama  9) 48. Saat Kontrol  10) 48. Saat Pas Uygulama 

 

4. 3. 4.  İzolasyonu Yapılan RNA’lara DNaz Uygulanması 

Örneklere ait RNA’lara,  genomik DNA kontaminasyonunu engellemek amacıyla DNaz 

uygulaması yapıldı. DNaz uygulanmış RNA’lara ait örnek şekil 4.28 de gösterildi.  

 

 

Şekil 4. 28: PI178384’e ait DNaz uygulanmış RNA’ların agaroz jelde gösterimi                          

1) 0. Saat Kontrol 2) 0. Saat Pas Uygulama 3) 8. Saat Kontrol 4) 8. Saat Pas Uygulama 5) 12. Saat Kontrol 6) 12. Saat Pas 
Uygulama 7) 24. Saat Kontrol 8) 24. Saat Pas Uygulama 9) 48. Saat Kontrol 10) 48. Saat Pas Uygulama 

 

 
 

  1       2       3      4      5      6      7       8      9     10    

   1       2      3      4      5      6       7      8      9      10    
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4. 3. 5.  DNaz Uygulanmış Örneklerle 18S PZR 

DNaz uygulanan örneklerde genomik DNA’nın varlığını kontrol etmek amacıyla 18S 

primerleri kullanılarak PZR gerçekleştirildi (Şekil 4.29) 

 
 

 

Şekil 4. 29: Harmankaya99 ve PI178384’e  ait RNA’larla 18S PZR’nin agaroz jelde gösterimi  

M. 50 bp DNA Markır, PK. Pozitif Kontrol, Harmankaya (1-10). 1) 0. Saat Kontrol 2) 0. Saat Pas Uygulama 3) 8. Saat Kontrol       
4)  8. Saat Pas Uygulama 5) 12. Saat Kontrol 6) 12. Saat Pas Uygulama 7) 24. Saat Kontrol 8) 24. Saat Pas Uygulama 9) 48. Saat 
Kontrol 10) 48. Saat Pas Uygulama. PI (11-20) 11) 0. Saat Kontrol 12) 0. Saat Pas Uygulama 13) 8. Saat Kontrol 14)  8. Saat Pas 
Uygulama 15) 12. Saat Kontrol 16) 12. Saat Pas Uygulama 17) 24. Saat Kontrol 18) 24. Saat Pas Uygulama 19) 48. Saat Kontrol 

20) 48. Saat Pas Uygulama. NK. Negatif Kontrol 

 

4. 3. 6.  Transkiptlerde Çoklu (Multipleks) Gen Anlatım Analizleri  

Gen anlatım analizlerinde kullanılan dört farklı multipleks (çoklu primer) ((Kontig, 

Singleton 1, Singleton 2, Hastalık direnç genleri (Resistant genes)) ile beş farklı zaman 

aralığında (0, 8, 12, 24, 48. saat) altı bitkide (PI178383, Harmankaya99, İzgi01, ES14, 

Sönmez2001, Aytın98) gen anlatım analizleri gerçekleştirildi. Şekil 4.30 da GeXP 

Genetik Analiz Sisteminde Harmankaya99 genotipinde, pas uygulanmış ve kontrol 

bitkide 12. saat gen anlatım analizleri gösterilmektedir. 

 

 

 M  PK  1   2    3   4    5   6    7   8   9   10  11 12 13  14 15  16  17 18  19 20 NK 
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Şekil 4. 30: Kontig çoklu primerleri ile Harmankaya99  (12.  Saat) kontrol ve pas uygulanmış 

örneklerde gen anlatım analizleri 

 

4.3.6.1 Kontrol ve Pas Uygulanmış Örneklerde Çoklu Gen Anlatım Analizlerinin 

Karşılaştırılması 

Kontrol bitkide PR5 geninin (201) anlatımı belirlenemezken, pas uygulanmış bitkide 

gen anlatımı görülmektedir (Şekil 4.31).   

 
Şekil 4.31: Harmankaya99 genotipinde (8. saat pas uygulanmış) resistant çoklu primerine ait 

grafik 
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Kontrol bitkide PR5 geninin (201) anlatımı belirlenemezken, pas uygulanmış bitkide 

gen anlatımı görülmektedir (Şekil 4.32).   

 

 
Şekil 4.32: ES14 genotipinde (48. saat pas uygulanmış) resistant çoklu primerine ait grafik  

 

Kontrol bitkide GRAB2 (CA597983’ün BlastX homoloğu) geninin (201) anlatımı 

belirlenemezken, pas uygulanmış bitkide gen anlatımı görülmektedir (Şekil 4.33).   

 

Şekil 4.33: Singleton 1 çoklu primerleri ile PI178383  (8.  saat) kontrol ve pas uygulanmış 
örneklerde gen anlatım analizleri 
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Kontrol bitkide Patogenezle ilişkili (251) (CA598181’in BlastX homoloğu) genin 

anlatımı belirlenemezken, pas uygulanmış bitkide gen anlatımı görülmektedir (Şekil 

4.34).   

 

Şekil 4.34: Sönmez2001 genotipinde (12. saat pas uygulanmış) singleton 2 çoklu primerine ait 
grafik 

Kontrol bitkide GRAB2 (CA597983’ün BlastX homoloğu) geninin (201) anlatımı 

belirlenemezken, pas uygulanmış bitkide gen anlatımı görülmektedir (Şekil 4.35).   

 

Şekil 4.35: Aytın98 genotipinde (12. saat pas uygulanmış) singleton 2 çoklu primerine ait grafik  
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 Kontrol bitkide Patogenezle ilişkili (251) (CA598181’in  Blastx homoloğu) genin  

anlatımı belirlenemezken, pas uygulanmış bitkide gen anlatımı görülmektedir (Şekil 

4.36).   

 

Şekil 4.36: Aytın98 genotipinde (12. saat pas uygulanmış) singleton 2 çoklu primerine ait grafik 

 

Pas uygulanmış bitkide wali5 (166) (CA598422’nin Blastx homoloğu) geninin anlatımı 

kontrol bitkiye göre artış gösterdi (Şekil 4.37, Şekil 4.38). 

 

Şekil 4.37: Harmankaya99 genotipinde (48. saat kontrol ve pas uygulanmış) singleton 1 çoklu 
primerine ait grafik  
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Şekil 4.38: Tüm genotiplerde (pas uygulanmış ve kontrol) belirlenen zaman aralıklarında wali5 
(166) (CA598422’nin Blastx homoloğu) geninin  anlatımı 

 

Pas uygulanmış bitkide wali7 (202) (Kontig 80’in  BlastX homoloğu) geninin  anlatımı 

kontrol bitkiye göre artış gösterdi (Şekil 4.39). Tüm genotiplerde belirlenen zaman 

aralıklarında wali7 geninin anlatımı Şekil 4.40 da gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 4.39: Harmankaya99 genotipinde (12. saat kontrol ve pas uygulanmış) kontig çoklu 
primerine ait grafik  
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Şekil 4.40: Tüm genotiplerde (pas uygulanmış ve kontrol) belirlenen zaman aralıklarında wali7 
(166) (Kontig80’nin  BlastX homoloğu) geninin  anlatımı 

 

Pas uygulanmış bitkide ürünü 14–3–3 proteini olan (208) (CA597830’un Blastx 

homoloğu) genin anlatımı kontrol bitkiye göre artış gösterdi (Şekil 4.41). Tüm 

genotiplerde belirlenen zaman aralıklarında 14–3–3 geninin anlatımı Şekil 4.42 de 

gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 4.41: Aytın98 genotipinde (12. saat kontrol ve pas uygulanmış) kontig çoklu primerine ait 
grafik 
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Şekil 4.42: Tüm genotiplerde (pas uygulanmış ve kontrol) belirlenen zaman aralıklarında 14-3-3 
(208) (CA597830’un  Blastx homoloğu) geninin  anlatımı 

 

Pas uygulanmış bitkide patogenezle ilişkili (PR 1.2) (251) (CA598181’in Blastx 

homoloğu) genin anlatımı kontrol bitkiye göre artış göstermiştir (Şekil 4.43). Tüm 

genotiplerde belirlenen zaman aralıklarında patogenezle ilişkili genin anlatımı Şekil 

4.44 de gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 4.43: Harmankaya99 genotipinde (24. saat kontrol ve pas uygulanmış) singleton 2 çoklu 
primerine ait grafik 



122 
 

 

 

Şekil 4.44: Tüm genotiplerde (pas uygulanmış ve kontrol) belirlenen zaman aralıklarında 
(CA597830’un  Blastx homoloğu) PR 1.2 geninin  anlatımı 

Singleton CA598691’n BlastX karşılığının “tip 1 lipid transfer protein öncülü” olduğu 

belirlenmiştir. Kontrol ve pas uygulaması yapılmış genotiplerin pas uygulaması 

gerçekleştirilen zaman dilimlerinde kontrol bitkilere göre gen anlatımları 

karşılaştırıldığında PI178383, Sönmez2001 ve Aytın98 genotiplerinde kontrol bitkilere 

göre gen anlatımında ~1.5 kat artış gözlenmiştir. 

 

Şekil 4.45: Tüm genotiplerde (pas uygulanmış ve kontrol) belirlenen zaman aralıklarında 
(CA598691’in  Blastx homoloğu) LTP geninin  anlatımı 
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5. TARTI ŞMA VE SONUÇ 

Bu tez çalışmasında stratejik bir ürün bitkisi olan buğdayda sarı pas hastalığı ile 

mücadeleye katkı sağlayacak biyoteknolojik çalışmalar yapılmıştır. Mantarları, 

bakterileri, virüsleri, nematodları ve böcekleri de içeren çok sayıda patojen buğdayda 

(Triticum aestivum L. 2n = 42, AABBDD) dünya genelinde büyük oranda ürün 

kayıplarına yol açmaktadır. Sarı pas bu patojenler arasında en fazla zarara yol açan 

etmenlerden biridir. Sarı pası kontrol altına alabilmek ve dayanıklılık için ıslah 

çalışmaları gerçekleştirmek en ekonomik ve çevreyle uyumlu yöntemdir. Bu nedenle, 

dayanıklı kaynaklar kullanılarak gerçekleştirilen genetik çalışmaların yürütülmesi 

büyük önem taşımaktadır.  Dünya üzerinde 1.5 milyon fungal tür belirlenmiş 

(Hawksworth 2001),  ve en az 712,000 fungal türünde varlığı tahmin edilmektedir 

(Schmit ve Mueller, 2007). Tahıllarda geniş spektrumlu hastalık dayanıklılığı 

oluşturmada en önemli yöntem biyoteknoloji ve geleneksel ıslah yöntemlerinin bir 

arada kullanılmasıdır. Bu çalışmanın ilk aşamasında önemli bir biyoteknolojik yaklaşım 

olan DNA temelli moleküler markırların eldesi için EST dizilerine özgül primerler 

tasarlanmış ve kullanılmıştır.   

 

EST’ler transkripsiyonel bölgelerden elde edilen ve farklı türlerde yüksek korunmuşluk 

gösteren evrensel dizilerdir. Bu diziler karşılaştırmalı genomik çalışmaları 

gerçekleştirebilmek için oldukça kullanışlıdır. Özellikle EST temelli PZR markırları 

kolayca elde edilebilen düşük maliyetli markırlardır (Ya-Ping ve diğ., 2009). Çok çeşitli 

türlere ait EST kitaplıklarına ulaşabilmek için yaygın olarak kullanılabilen birkaç veri 

tabanı bulunmaktadır. Bunlardan en önemlileri TIGR gen indeksleri 

(http://www.tigr.org/tdb/tgi/), TIGR EGO (Lee ve diğ.,  2002) ve NCBI veri tabanlarıdır 

(Pontius ve diğ.,  2003). Bu kaynaklar dizilere ulaşmayı sağlayan ve araştırılan dizi 

bilgisi ile ilgili gerekli bilgilerin sunulduğu erişim yollarıdır. Bu çalışmada da buğday 

ile ilgili EST bilgilerini elde etmede bu veritabanlarından aktif olarak yararlanılmıştır.   
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Dayanıklı ve hassas çeşitlerdeki EST anlatım analizlerinde ilk adım olarak, sarı pas 

uygulanmış buğdaya (Triticum aestivum) ait “TA117G1X” isimli kitaplıktan 1549 adet 

EST’ye ulaşılmıştır. Kontaminasyonlu dizileri temizlenen bu EST’ler ile 136 adet 

kontig ve 989 adet singleton elde edilmiştir. “BlastX analizleri” sonucu kontig ve 

singletonlara karşılık gelen protein profilleri çıkarılarak bu proteinler fonksiyonlarına 

göre metabolik kategorilere ayrılmıştır. Kontig ve singletonlarda en büyük fonksiyonel 

kategori metabolizma ve enerji olarak belirlenmiştir. DNA seviyesinde PZR analizleri 

gerçekleştirebilmek amacıyla 92 adet singleton, 39 adet ise kontig primeri tasarlanarak 

kışlık ekmeklik buğdaya ait altı genotipte PZR analizleri gerçekleştirilmi ştir. Anaçlar 

düzeyinde yüksek seviyede polimorfizm gözlenmekle beraber (kontig primerler 

kullanılarak gerçekleştirilen PZR analizlerinde anaçlar düzeyinde polimorfiz %37, 

singleton primerler kullanıldığında ise bu oran %52 olarak belirlenmiştir) bu çalışmada 

gerçekleştirilen Bulk Segregasyon Analizleri sonucunda saptanan polimorfik bantların 

markır niteliği taşımadığı belirlenmiştir. Benzer şekilde Ya-Ping ve diğerleri tarafından 

2009 da gerçekleştirilen bir çalışmada buğday külleme hastalığı (powdery mildew), pas 

hastalıklarına, mantarlara, buğday mozaik virüsü gibi hastalıklara direnç gösterebilen ve 

buğdaya yakın yabani bir tür olan Haynaldia villosa (L.) schur kullanılarak 

gerçekleştirilen çalışmalarda buğday ve pirince ait EST’ler kullanılarak 240 STS 

primerine ulaşılmış ve DNA düzeyinde analizler gerçekleştirilmi ştir. Bu analizler 

sonucunda H. Villosa’da 1V ve 7V arasında 13 adet kromozoma spesifik markır 

geliştirilmi ştir (Ya-Ping ve diğ., 2009). Çalışmamızda çok sayıda (92+39+77 adet) 

primer kullanılmasına karşın markır niteliği taşıyan bant profili elde edilememesinin 

nedeni seçilen bölgelerdeki korunmuşluk nedeniyle ayırt edici markırların oluşmaması 

olabilir. EST’ler transkripsiyonel bölgelerden elde edildikleri için oldukça yüksek 

korunmuşluk göstermektedir. Daha fazla sayıda ve farklı EST’lere ait primer dizilerinin 

denenmesiyle bu sorun aşılabilecektir.   

 

Çalışmada ikinci adım olarak elde edilen EST- temelli markırlar ile çeşitlerin akrabalık 

dereceleri incelenmiştir. Dayanıklı ve hassas kışlık ekmeklik buğdayların genetik 

uzaklık ve benzerliğini ölçmek için, sarı pas uygulanmış buğdaya ait TA117G1X isimli 

EST kitaplığı kullanılarak elde edilen 62 polimorfik markırın hassas ve dayanıklı 

çeşitlerdeki yayılımı POPGENE programı ile incelenmiştir. Çeşitlerin uzaklığı 0 ile 

0.3973 arasında değişmektedir. En uzak çeşitler Aytın98 ve Izgi01 olarak belirlenmiştir. 
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Uzaklık 0.3973’tür. En yakın çeşitler ise Harmankaya99 ve Sönmez2001’dir (0.2359). 

Son yıllarda yaygınlaşan EST dizileme projeleri ile bir çok bitki grubuna ait EST 

kitaplıklarının türlerin birbiriyle olan genetik yakınlık analizlerinde kullanılmaya 

başlandığı görülmektedir (Ohlrogge ve Benning, 2000). Torre ve diğerleri tarafından 

2006 yılında gerçekleştirilen bir çalışmada tohumlu bitkilerin büyük bir grubunun 

genetik yakınlık ilişkilerini inceleyebilmek amacıyla EST dizilerinden yararlanılmıştır. 

Buğday ve pirincin genom yakınlığının araştırıldığı başka bir çalışmada Triticeae’ye ait 

5.780 EST’den yararlanılmıştır (La Rota ve Sorrells, 2004). Bu çalışmalarda açıklanan 

çok çesitli ölçümler EST’lerin filogenetik analizlerde başarıyla kullanılabileceğini 

desteklemektedir. 

 

Tez çalışmasında hassas ve dayanıklı bireyleri ayırmada polimorfik markır eldesi için 

kullanılan diğer bir yaklaşım genomdaki RGA (resistance gene analogs)’lara 

dayanmaktadır. RGA uygulamaları bitki direnç genlerinin izole edilebilmesi ve 

moleküler markır geliştirmede 1995 ten beri başarıyla kullanılmaktadır.  Markıra dayalı 

seçimde doğrudan direnç genleri ile ilişkili markırlar bir gene bağlı markırlardan daha 

çok tercih edilmektedir. Bitki direnç genleri ile ilgili son çalışmalar ve moleküler markır 

teknikleri direnç genleri için doğrudan markırlar geliştirmeyi olanaklı hale getirmiştir. 

Buğdayda en az 397 genin hastalıklara ve ya pestisitlere dayanıklılık sağladığı 

bilinmekle beraber (McIntosh ve diğ., 2005), Lr21 (Huang ve diğ., 2003), Lr10 (Feuillet 

ve diğ., 2003) ve Pm3 (Yahiaoui ve diğ., 2004) gibi sadece birkaç tanesi klonlanmış 

direnç genleri olarak bilinmektedir.  Bu tez çalışması kapsamında buğdaya ait NBS-

LRR sınıfına ait iki NBS bölgesinden kökenlenen ve buğdaya ait NBS (nukleotid 

bağlanma bölgesi) içeren 77 RGA-EST dizisi moleküler markır elde edebilmek ve 

genetik uzaklık çalışmaları için kullanılmıştır. Vektör kontaminasyonları temizlenen 

RGA-EST dizilerinden tasarlanan primerler ile gerçekleştirilen PZR analizleri 

sonucunda anaçlar arasında %49.5 polimorfizm belirlenmiştir. Fakat Bulk Segregasyon 

Analizleri sonucunda fide dönemi ve ergin dönem dayanıklı ve duyarlı F2 DNA 

karışımlarında bu bantlar açısından polimorfizm elde edilmemiştir. Bu nedenle, anaçlar 

arasında polimorfik olan bu bant profilleri markır niteliği taşımamaktadır.  2002 de 

Mohler ve diğerleri tarafından 11 buğday 3 arpa ve 1 pirinç genotipinde gerçekleştirilen 

RGA analizleri sonucunda Triticeae’lerin 1 S kromozomunun hastalık direnç lokusu ile 

ili şkili olduğu belirlenmiştir. Buğdayda Fusarium head blight (FHB) ile bağlantı 
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belirlenirken arpa ve pirinçte külleme hastalığı direnç genleri Mla1 ve Pm17 ile bağlantı 

belirlenmiştir. 

 

Hassas ve dayanıklı çeşitler arasında polimorfizm gösteren 38 RGA-EST primeri ile 

anaçların genetik uzaklık ve benzerliği POPGENE programı kullanılarak belirlenmiştir. 

Çeşitlerin uzaklığı 0 ile 0.7274 arasında değişmektedir. En uzak çeşitler PI178383 ve 

Izgi01 olarak belirlenmiştir. Uzaklık 0.7274’tür. En yakın çeşitler ise Harmankaya99 ve 

Sönmez2001’dir (0.4282).  Hem EST kökenli kontig ve singletonların hem de RGA-

EST’lerin kullanıldığı genetik uzaklık ve benzerlik çalışmalarında en yakın çeşitler 

Harmankaya99 ve Sönmez2001 olarak belirlenmiştir. En uzak çeşitler ise EST kökenli 

kontig ve singletonlar kullanıldığında Aytın98 ve Izgi01, RGA-EST’ler kullanıldığında 

ise PI178383 ve Izgi01 olarak belirlenmiştir. Genom üzerinde farklı bölgelerden 

kökenlenen farklı primer setlerinin kullanıldığı PZR analizleri ile genomdaki farklı 

bölgeler çoğaltıldığı için birebir örtüşen sonuçların gözlenmemesi beklenen bir 

sonuçtur.  

 

Populasyon genetik analizleri gerçekleştirebilmek amacıyla birçok bilgisayar programı 

kullanılabilir durumdadır. Bu programlar populasyonun yapısı ve çeşitlili ği konusunda 

birçok bilgi sağlamaktadır.  Bu programlardan biri olan POPGENE (Yeh ve Boyle, 

1997) kullanımı kolay "Microsoft Windows" temeline dayanan populasyonların içinde 

ve arasında kodominant veya dominant markırların kullanılarak genetik çeşitlilikleri 

belirleyebilen bir bilgisayar programıdır (Saad, 2009).  Naz ve diğerleri tarafından 2006 

da gerçekleştirilen çalışmada 10 buğday hattı 6 RAPD primeri ile analiz edilerek 

POPGENE programı yardımı ile genetik uzaklıkları belirlenmiştir.  

 

Çalışmada son olarak dayanıklı ve hassas bireyler arasında gen anlatımının farklılığı 

incelenmiştir. Gen anlatımının hızlı analizinde en etkili yöntem real-time PZR (gerçek 

zamanlı PZR)’dir. Bu yöntem sayesinde DNA ve RNA örnekleri kalitatif ve kantitatif 

olarak kısa sürede analiz edilebilmektedir. Fakat tek genin anlatımının incelendiği 

analizler kullanım açısından çok pratik yöntemler değildir. Bu nedenle tez çalışmasında 

aynı anda 30 genin anlatım analizlerini gerçekleştirebilen, kullanımı kolay, zaman 

yönünden büyük üstünlükler sağlayan GeXP GenomeLab Genetik Analiz Sistemi 

(Beckman Coulter) kullanılmıştır. Gen anlatım analizleri “multipleks” halinde 
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gerçekleştirilmi ştir. Bu amaçla biyoinformatik analizler ile elde edilen kontig ve 

singletonların fonksiyonel kategorileri BlastX analizi ile belirlendikten sonra stres ve 

stresle ilişkili olanlar belirlenerek gen anlatım analizlerinde kullanılmak üzere primerler 

tasarlanmıştır. Ayrıca bitkilerde mantar hastalık mekanizması ile ili şkili genler 

belirlenerek bu genlerin farklı organizmalardaki dizileri eşleştirilerek ortak olan 

korunmuş bölgelerinden de gen anlatım analizleri gerçekleştirebilmek için primerler 

tasarlanmıştır. Bu amaçla dört multipleks oluşturulmuştur (Kontig 1, Singleton 1, 

Singleton 2, Resistance multipleksleri). Her bir multipleksde 2 kontrol gen (Aktin ve 

GAPDH) ve anlatımı araştırılan 10 gen bulunmaktadır. Bu çalışmanın sonucunda dikkat 

çekici veriler elde edilmiştir.  

 

Yürütülen bu doktora tez projesi kapsamında singleton CA598691’n BlastX karşılığının 

“tip 1 lipid transfer protein öncülü” olduğu belirlenmiştir. Kontrol ve pas uygulaması 

yapılmış genotiplerin pas uygulaması gerçekleştirilen zaman dilimlerinde kontrol 

bitkilere göre gen anlatımları karşılaştırıldığında PI178383, Sönmez2001 ve Aytın98 

genotiplerinde kontrol bitkilere göre gen anlatımında ~1.5 kat artış gözlenmiştir. ES14 

genotipinde ise bu artış 2 katı aşmıştır. Bu bulgular tip 1 nonspesifik lipid transfer 

proteinde 8. saatin patojene cevapta belirleyici olduğunu ve genotiplerin patojene karşı 

oluşturdukları cevabın patojenle temastan sonraki 8. saatte başladığını 

düşündürmektedir. 8. saatten sonra ise bu genin anlatımında düşüş gözlenmektedir. 

LTP’lerin hücre dışı yayılımı ve enfeksiyon sonrası gen anlatımlarında meydana gelen 

değişiklikler bu proteinlerin aktif bitki savunma proteinleri olduğunu düşündürmektedir 

(Kirubakaran ve diğ., 2008). Mantar hastalıklarına karşı bitki savunmasında genellikle 

büyük çeşitlilik gösteren bitki proteinleri önemli rol oynar. Lipid transfer proteinleri 

(LTP), PR proteinlerinin bir üyesidir ve bitkiler aleminde önemli role sahiptir. 

LTP’lerin fitopatojenlere karşı antimikrobiyal potansiyelleri ile ilgili araştırmalar 

bulunmaktadır. Velazhahan ve diğ. “pearl millet” tohumlarından antifungal protein izole 

ederek saflaştırmıştır. Bu proteinin yapısı incelendiğinde pamuk, buğday ve arpadaki 

LTPlerle yüksek seviyede dizi benzerliği taşıdığı belirlenmiştir. Ayçiçeği 

tohumlarındaki antifungal LTP proteinlerinin F. solani f. sp. eumartii’ye karşı 

kullanıldığında spor çimlenmesini baskıladığı belirlenmiştir. Kirubakaran ve diğ. (2008) 

tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada buğdaydaki LTP’nin pirinç gibi ekonomik 

önemi olan tahıllar ile yonca ve muz gibi önemli bitkilerde geniş boyutta fitopatojenik 
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funguslara karşı antifungal aktivite gösterdiği belirlenmiştir. Belirlenen buğday Ltp 3F1 

geninin bitkilerde hastalık dirençliliğinde etkili olduğu ve genetik mühendisliği tekniği 

ile kullanılabileceği saptanmıştır.  

 

Patojene cevap ile ilişkili birçok bitki savunma mekanizması aynı zamanda alüminyum 

(Al) toksisitesi semptomları ile de ilişkilidir. Bu durum Al’nin patogenezle ilişkili sinyal 

iletim yolunda elisitör olarak rol oynayabileceğini düşündürmektedir (Hamel ve diğ., 

1998). Tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen biyoinformatik analizler kapsamında 

singleton CA598422’nin BlastX homoloğunun “wali5 geni” olduğu belirlenmiştir. Bu 

gen bitkilerde alüminyum toksisitesi ile ilişkilidir. Alüminyumun bitkilerde patojenle 

ili şkili sinyal iletim yolunda etkili olduğuna dair çalışmalar mevcuttur. Genome Lab 

GeXP genetik analiz sistemi ile gerçekleştirilen çalışma kapsamında tüm genotiplerde 

(PI178383 dışında) wali5 genin anlatımında 12. saatte önemli bir artış gözlenmiştir. 

Tüm genotiplerde gen anlatım analizleri kontrol bitki ile karşılaştırmalı olarak 

incelendiğinde gen anlatım seviyelerinde ~6–19 kat arası artış gözlenmiştir. Benzer bir 

çalışmada wali genleri patogenezle ilişkili protein 1. 2 (PR-1.2) ile ilişkilendirilmiş ve 

bu genin anlatımınında bitkide 12. saatte artış gösterdiği belirtilerek gen anlatımında 

yaklaşık 10 katlık bir artış saptanmıştır. Bizim çalışmamız da bu bulgu ile paralellik 

göstermektedir.   Pirinçte cv Blanco da  PR 1.2 geninin anlatım yolunda Al’nin etkili 

olduğunu ve bu genin ait olduğu grubun memeliler, böcekler, mantarlar ve bitkilerde de 

ortak olduğu belirlenmiştir fakat bu proteinin ait olduğu ailenin fonksiyonu tam olarak 

bilinmemektedir (Milla ve diğ., 2002).   Kontig 80’nin BlastX homoloğu wali7 genidir. 

wali5 geninde de olduğu gibi bu gen bitkilerde alüminyum toksisitesi ile ili şkilidir ve 

aynı zamanda hastalık dayanıklılık yolunda rol oynadığı düşünülmektedir. Richards ve 

diğerleri tarafından 1994 yılında gerçekleştirilen bir çalışmada buğday köklerinde düşük 

seviyede wali7 mRNA’sının bulunduğu ve 24 saat Al ile etkileşimden sonra bu genin 

anlatımının 3 gün boyunca artışını sürdürdüğü belirlenmiştir. wali7 mRNA’sı aynı 

zamanda yapraklarda da bulunmaktadır. Fakat kökler Al ile etkileşime girse bile 

yapraklardaki genin anlatımında artış gözlenmemektedir. Genome Lab GeXP genetik 

analiz sistemi ile gerçekleştirilen tez çalışması kapsamında Harmankaya99 genotipinde 

wali7 genin anlatımında 12. saatte önemli bir artış gözlenmiştir (pas uygulaması 

yapılmış bitkide kontrol bitkiye göre ~ 3.5 kat). Diğer genotiplerde bu genin anlatımı bu 

kadar yüksek olmamıştır.  
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Gen anlatım analizlerinde hastalık mekanizması ile ili şkili genlerin içinde bulunduğu 

çoklu primerlerin (multipleks) grubuna dahil olan MAPK geninin anlatımı en yüksek 

seviyeye ES14 genotipinde ve 8. saatte ulaşmıştır (pas uygulaması yapılmış bitkide 

kontrol bitkiye göre ~ 4 kat). Ardından PI178383 genotipinde 48. saatte ve 

Harmankaya99 genotipinde 24. saatte pas uygulaması yapılmış bitkide kontrol bitkiye 

göre ~2.5 kata varan artış gözlenmiştir. Mitojen-aktifleştirici protein kinazlar (MAPK)  

(Mitogen-Activated Protein Kinase) ökaryotlarda korunmuştur ve mayalardan insana 

kadar çok çeşitli organizmalarda tanımlanmışlardır (Herskowitz, 1995; Schaeffer ve 

Weber, 1999). Bitkilerde çeşitli patojenlere karşı savunma cevabı olarak çok sayıda 

MAPK belirlenmiştir. Bitki hücrelerinde MAPK aktivitesi avirulent patojenle temastan 

sonra veya patojen kökenli elisitörlere cevap olarak tetiklenir.  Genin bu hızlı aktifleşme 

süreci MAPK’nin bitkilerde savunma ile ilişkili sinyal iletim yolunda primer bir bileşen 

olduğunu düşündürmektedir (Pedley ve Martin, 2005) MAPK’ler hastalık direnç cevabı 

ile ili şkilidir ve genellikle nekrotrofik mantarların saldırısı sırasında anlatım 

seviyelerinde değişiklikler gözlenir. Benzer şekilde salatalıkta köklerin Trichoderma 

asperellum ile inokülasyonundan sonra MAPK’nin aktif hale geldiği belirlendi. 

Bitkilerde bu genin aktifleşmesi bakteriyal bir patojen olan Trichoderma’ya karşı 

savunma cevabını tetiklemektedir. MAPK geni susturulduğunda bitkide savunma cevabı 

belirlenememiştir. Bu çalışmada MAPK’nin yaralanma gibi diğer stres cevaplarında da 

etkili rol oynadığı belirtilmiştir (Shoresha ve diğ., 2006). 

 

Singleton CA598256’nin BlastX homoloğu ısı şoku proteini 80 (HSP80)  (Heat Shock 

Protein 80) olarak belirlendi. En yüksek gen anlatımı Aytın98 genotipinde pas 

uygulaması yapılmış bitkide kontrol bitkiye göre ~2.5 - 3 kat arası artış belirlendi. Hsp 

80 ve 90’nın NB-LRR proteinlerinin birikiminde belirleyici olduğu belirlenmiştir (Holt 

ve diğ.,  2005). 

 

Singleton CA597830’nin BlastX homoloğu 14-3-3 genidir. Bu genin ürünü olan protein 

yüksek korunmuşluk gösteren bir moleküldür. Sinyal iletimi, hücre döngüsünün 

kontrolü gibi çok çeşitli biyolojik süreçlerde görev almaktadır. Diğer yandan bu 

proteinin sinir zedelenmesi veya patojenler, metabolik stres gibi  dış ve ya iç kaynaklı 

streslerle tetiklendiğine dair kanıtlar bulunmaktadır fakat bu mekanizmalar henüz 
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açıklığa kavuşmamıştır (Bae ve diğ., 2003; Namikawa ve diğ., 1998; Roberts ve diğ., 

2002). Yürütülen doktora tez çalışması kapsamında Aytın98 genotipinde 12. saatte pas 

uygulaması yapılmış bitkide kontrol bitkiye göre gen anlatımında ~ 7–8 katlık bir artış 

gözlenmiştir. Bu genin anlatımının patojen enfeksiyonu sonucu arttığına yönelik 

bulguları bizim çalışmamızda desteklemektedir. 14-3-3 proteinine dair  ilk bulgular 

arpada powdery mildew mantarıyla etkileşim sonucunda transkriptlerde  birikim olarak 

gözlenmiştir (Brandt ve diğ.,  1992; Thordal-Christensen ve diğ.,  1992). 14-3-3 

proteininin birikimi erken fakat yavaş meydana gelmektedir. Bu proteinin proton 

pompalarını düzenleyerek  aşırı duyarlı yanıtı tetiklediği bildirilmi ştir (Zhou ve diğ., 

2000). 14-3-3 proteininin bitki patojen direnç cevabı ile ilgili  farklı bir rolü de 

Arabidopsis AKR2 geni belirlendikten sonra açığa çıkmıştır (Yan ve diğ., 2002). AKR2 

maya ikili hibrid teknolojisi ile incelenmiş ve bu proteinin 14-3-3 proteini ile 

etkileşimde olduğu belirlenmiştir. Ayrıca patojen dayanıklılık cevabınında olumsuz 

yönde rol oynadığı bildirilmi ştir.  Roberts ve Bowles (1999), domateste mantar patojeni 

Cladosporium fulvum’um avirulens elisitörü olan Avr9 ile etkileşimden sonra gen 

anlatımını analiz etmiş ve benzer sonuçlara ulaşmıştır.  

 

Singleton CA598181’in BlastX homoloğu patogenezle ilişkili protein 1.2  (PR 1.2) 

olarak belirlendi. Bu genin anlatımı Harmankaya99 genotipinde 24. saatte pas 

uygulaması yapılmış bitkide kontrol bitkiye göre ~10–11 kat arası artış gözlendi. ES14 

genotipinde ise 48.  saatte bu artış pas uygulaması yapılmış bitkide kontrol bitkiye göre 

~2–2.5 kat arasında gözlenmiştir. Bitkiler, fungus ve virüs gibi bir patojenle 

karşılaştıklarında fitoaleksinler, antimikrobiyal peptidler ve küçük proteinler (thionin, 

defensin benzeri proteinler, ve  peptidler gibi düşük molekül ağırlığına sahip bileşikleri 

üretir ve birçok antimikrobiyal proteinin anlatımını arttırır (Bull ve diğ., 1992; Caruso 

ve diğ., 1996). Bu bitki proteinleri patogenez ilişkili proteinler (PR Proteinleri) olarak 

adlandırılır ve bu proteinler amino asit dizi analizine göre 5 grupta toplanır. Bunlar PR 

1,-2, -3, -4, -5’tir (Van Loon, 1985). Patojen bitkiye bulaştığında PR-1 proteinlerinin 

yüksek seviyede birikimleri olur ve hem bitkide hem de in vitro da antifungal özellik 

gösterirler (Tahiri-Alaoui ve diğ., 1993; Niderman ve diğ., 1995). PR-1 proteinleri 

buğday, pirinç, mısır, tütün, Arabidopsis, arpa ve diğer birçok bitkide bulunmuştur 

(Molina ve diğ., 1999; Agrawal ve diğ., 2000;  Bryngelsson ve diğ.,1994;  Muradov ve 

diğ., 1993). Farklı organizmalardaki bu proteinlerin dizileri karşılaştırıldığında en az 
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%35 oranında benzerlik görülmüştür (Selitrennikof, 2001) PR-1 proteinleri, bitkilerde 

patojen olan birçok fungusa karşı mikromolar seviyede bile antifungal aktivite 

göstermiştir (Niderman ve diğ., 1995). 

 

PR5 geninin anlatımı Harmankaya99 genotipinde 8. saatte ve ES14 genotipinde 48. 

saatte kontrol bitkilerde belirlenemezken pas uygulanmış bitkilerde bu genin anlatımı 

saptanmıştır.  

 

Singleton CA597983’ün BlastX homoloğu GRAB2 genidir. Aytın98 genotipinde 12. 

saatte ve Sönmez2001 genotipinde 48. saatte bu genin anlatımı kontrol bitkilerde 

belirlenemezken pas uygulanmış bitkilerde bu genin anlatımı saptanmıştır.  

 

Singleton CA598181’in BlastX homoloğu pathogenezle ilişkili protein 1.2  (PR 1.2) 

olarak belirlendi. Bu genin anlatımı Sönmez2001 12. saat ve Aytın98 12. saatte kontrol 

bitkilerde belirlenemezken pas uygulanmış bitkilerde bu genin anlatımı saptanmıştır. Bu 

bulgular bu genlerin anlatımının patojen bulaşması ile tetiklendiğini düşündürmektedir.  

 

Bu tez çalışmasında buğday bitkisinin üretimini ve verimini tehdit eden sarı pas 

hastalığına dayanıklı ve duyarlı olduğu klasik ıslah yöntemleri ve fitopatolojik 

çalışmalar ile belirlenen buğday çeşitlerinin hem DNA düzeyinde (EST kökenli kontig, 

singleton ve RGA-EST) hem de RNA düzeyinde GeXP GenomeLab Genetik Analiz 

Sistemi (Beckman Coulter) kullanılarak analizleri gerçekleştirildi. DNA düzeyinde 

gerçekleştirilen çalışmalar kapsamında çeşitler arasındaki akrabalık derecelerinin 

belirlenmesinde genetik uzaklık ve benzerliklerinin belirlenmesi sonucunda elde edilen 

bilgilerin, bitki ıslah çalışmalarında kalitatif ve kantitatif karakterler için yapılacak 

markırlara dayalı seçilim, genetik ve bağlantı haritaları oluşturma, QTL analizleri gibi 

araştırmalara katkı sağlayacak bir ön çalışma niteliğinde olduğu düşünülmektedir. 

Ayrıca bu çalışmada buğdaya ait EST dizileri ve biyoinformatik araçlar gen 

anlatımlarını belirlemede yüksek verimlilikte kullanılmıştır. Çok sayıda genin aynı anda 

analizine olanak tanıyan GeXP GenomeLab Genetik Analiz Sistemi (Beckman Coulter) 

kullanılarak ilk defa ülkemize özgü çeşitlerde pas uygulamasını takiben farklı saatlerde 

mantar hastalık direncine karşı gen anlatım profilleri çıkarılmaya çalışılmış ve çeşitli 

sonuçlar elde edilmiştir. Bu çalışmanın daha sonra yapılması planlanan hastalık 
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dayanıklılık mekanizması ve sinyal iletim yollarının araştırılması gibi daha karmaşık 

çalışmalara katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  
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