EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LISANS TEZi)

BUGDAYIN (Triticum aestivum L.) 7D KROMOZOMU
UZERINDE RUS BUGDAY AFiDi DAYANIKLILIK GENi iLE
ILISKILi SSR MARKORLERININ BELIRLENMESI

Meltem TURGUT

Tez Damismani: Do¢. Dr. Fatma AYKUT TONK

Tarla Bitkileri Anabilim Dal

Sunus Tarihi: 13.09.2017

Bornova-iZMiR

2017






Meltem TURGUT tarafindan yiiksek lisans tezi olarak sunulan “Bugdayin
(Triticum aestivum L.) 7D Kromozomu Uzerinde Rus Bugday Afidi Dayaniklilik
Geni ile Iliskili SSR Markérlerinin Belirlenmesi” baslikli bu ¢alisma EU Lisansiistii
Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim
Yonergesi’nin ilgili hitkkimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya
deger bulunmus ve 13.09.2017 tarihinde yapilan tez savunma smavinda aday

oybirligi/oygoklugu ile basarili bulunmustur.

Jiiri I"Jyeleri:

Jiiri Baskan1 : Do¢. Dr. Fatma AYKUT TONK

Raportior Uye : Prof. Dr. Muzaffer TOSUN

Uye : Yrd. Doc¢. Dr. Hilal Betiil KAYA AKKALE // ; A7
y ¢ N /4{/1







EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yoénetmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Bugdayin (Triticum aestivum L.)7D
Kromozomu Uzerinde Rus Bugday Afidi Dayanikhlik Geni ile Iligkili SSR
Markérlerinin Belirlenmesi” baslikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu,
sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez ¢alismasi
kapsaminda elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara atif yaptifimi ve bunlar kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak
verdigimi, tez calismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal edici bir
davramisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir béliimiinii bu iiniversite veya diger
bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin
planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda bilimsel etik kurallarina uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu

kabul edecegimi beyan ederim.

13/09/2017

’

Meltem TURGUT






vii
OZET

BUGDAYIN (Triticum aestivum L.) 7D KROMOZOMU
UZERINDE RUS BUGDAY AFiDi DAYANIKLILIK GENIi iLE
ILISKIiLi SSR MARKORLERININ BELIRLENMESI

TURGUT, MELTEM

Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri

Tez Danismani: Dog¢. Dr. Fatma AYKUT TONK
Eyliil 2017, 120 sayfa

Rus Bugday Afidi Diuraphis noxia (Kurdjumov) (Homoptera: Aphididae) diinyada
tiim bugday ekili alanlarda biiyiilk ekonomik kayba sebep olan afit tiirlerinin en basinda
gelmektedir. Zararli, bugday bitkisinde yaprak kivrilmasina neden olmasiyla kimyasal
miicadeleyi de zor bir hale getirmektedir. Bu nedenle de afide karsi dayanikli gesit
kullanimi, dayaniklilik islahi ¢alismalarin ana konusunu olusturmaktadir.

Daha 6nce yapilan iki ¢calisma sonucunda Rus bugday afidine dayaniklilik saglayan
genin bugdayin 7D kromozomunun kisa kolunda lokalize oldugu belirlenmistir.
Calismada dayanikli olarak belirlenen ICARDA kokenli 15 nolu hat ile hassas olarak
saptanan Basribey ¢esidi ebeveyn olarak yer almistir. Bu iki genotip arasinda yapilan
melezlemeden elde edilen ve 190 bireyden olusan F. generasyonu QTL analizinde
haritalama popiilasyonu olarak kullamilmistir. Calismada dayamklilik genine daha yakin
markor veya markdrleri belirlemek amaciyla 7D kromozomu iizerinde lokalize olmus ve
ebeveynlerde polimorfik sonug veren 11 adet SSR primeri kullanilmistir. Elde edilen bant
desenleri QTL analizlerinde fenotipik gozlemler olan kloroz, yaprak kivrilmasi ve afit
yogunlugu degerleriyle iliskilendirilmistir. Yapilan analizler sonucu, dayaniklilik geninin
yakin bir bolgesinde bir SSR markoric (GWM121) haritalanmistir. GWM121 markori
dayaniklilik geninin hemen {ist kisminda genden 19.9 ¢cM uzaklikta haritalanmis ve afidin
bitkide olusturdugu kivrilma o&zelligindeki fenotipik varyasyonu %7.1 oraninda
acgiklamistir.

Incelenen popiilasyonda dayamklilik genine en yakin markér olan CFD14’den
sonra gene en yakin markor GWM121 olarak saptanmistir. Bundan sonraki yapilacak Rus
bugday afidi dayaniklilik 1slahi ¢aligmalarinda bu markorlerin kullanilmasiyla 1slah

stirecinin kisalmasi ve seleksiyon etkinliginin artmas1 beklenmektedir.

Anahtar Sozciikler: Ekmeklik bugday, Rus Bugday Afidi, Diuraphis noxia,
QTL, dayaniklilik,, SSR






ABSTRACT

DETERMINATION OF SSR MARKERS RELATED TO RUSSIAN
WHEAT APHID RESISTANCE GENE ON CHROMOSOME 7D OF
WHEAT (Triticum aestivum L.)

TURGUT, Meltem

MSc in Thesis, Department of Field Crops

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatma AYKUT TONK
September 2017, 120 pages

Russian Wheat Aphid Diuraphis noxia (Kurdjumov) (Homoptera:
Aphididae) is the most important of all aphid species that cause economic losses
in wheat cultivated areas in all over the world. The pest causes leaf rolling in
wheat plant and this makes chemical control difficult. Therefore using the aphid
resistant cultivars is the main subject of resistance breeding studies.

Two previous studies have shown that the gene which provides resistance to
Russian Wheat Aphid (RWA) is located on the short arm of wheat chromosome
7D. RWA resistant genotypes the line 15 from ICARDA and the susceptible
variety Basribey were used as parents in this study. The F2 generation that
includes 190 individuals obtained from the cross between two genotypes were
used as mapping population for QTL (Quantitative Trait Loci) analaysis. In the
study, 11 SSR primers localized on chromosome 7D and polymorphic between
the parents were used to identify markers or markers closer to the resistance gene.
Obtained DNA banding patterns were correlated to the phenotypic characteristics
chlorosis, leaf rolling and aphid density.

In consequence of the analysis, an SSR marker (GWM121) was mapped on
close location of resistance gene. Marker GWM121 was mapped immediately
above the resistance gene at a distance of 19.9 cM and explained 7.1% phenotypic
variation of leaf rolling. As a result of this study, the GWM121 is the most closer
marker to the resistance gene after CFD14 in the this population. It is expected
that the use of these markers will shorten the breeding process and increase the
efficiency of selection in resistance the Russian wheat aphid in breeding program.

Anahtar Sozciikler: Bread wheat, Russian wheat aphid, Diuraphis
noxia, QTL, Resistance, SSR
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tezimin konusunu belirleyen, molekiiler ¢alismalarim
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faydalandigim, ayrica tez yaziminda benden destegini asla esirgemeyen danigman
hocam Sayin Dog, Dr. Fatma AYKUT TONK’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma asamasinda deneyim ve bilgilerini benden esirgemeyen Sayin Prof.
Dr. Muzaffer TOSUN’a, molekiiler laboratuvar ¢alismalarimda yanimda olan Ars.
Gor. Deniz ISTIPLILER’e, ayrica molekiiler analiz calismalarinda yardimini
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CAKALOGULLARI’na tesekkiir ederim. Ayrica tez yazimi boyunca yardim ve
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ederim.

Hayatimda oldugu gibi yiiksek lisans egitimimde her zaman yanimda olan
maddi ve manevi destegini esirgemeyen ailem; annem Semra TURGUT a, babam
Halil TURGUT’a, ablam Nihan TURGUT’a ve nisanlim Sercan EVIRGEN’e
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1. GIRIS

Bugday (Triticum spp.), diinyanin pek ¢ok yerinde tiretimi yapilan tek yillik
serin iklim tahilidir. Diinyada ve yurdumuzda en ¢ok liretim payima sahip tarim
trtintidiir. 8000 yildir Avrupa, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika’da temel besin kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Curtis, 2002). Bugday; giiniimiizde tiim tarim iriinleri
icerisinde en yaygin yetistirilme sahasina sahip ve yaklasik olarak 40 iilkenin
besin kaynagi durumundadir (Kendall et al., 2012) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1 Bugday Uretiminin Diinyadaki Dagilimi (Lawlor and Mitchell, 2000)

Bugday tarimsal tretim farkliligi bakimindan olduk¢a zengin olan
iilkemizde de en Onemli tahil grubudur ve iiretiminin yaklasik %60’ 1m1
olusturmaktadir. Ulkemizde ortalama 8.3 milyon hektar bugday ekim sahasi
bulunmakta ve yaklasik 20.1 milyon ton bugday iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye
bugday randiman acgisindan hektarda 2.48 ton’luk verimi ile Avrupa Birligi, Cin,
Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’dan sonra besinci siradadir. Tiirkiye, FAO
bilgilerine gbére bugday iiretim miktarina gore diinyada onuncu sirada
bulunmaktadir(Anonymus, 2010, 2011b, 2012b).

Ulkemizde yetistirilen bugdaym 18.1 milyon tonu tiiketilmekte olup, 3.2
milyon tonuyla ihracat yapilmaktadir. Ulkemizde kullaniminda; 15.7 milyon tonu
tiiketimde, 1.4 milyon tonu da tohumluk olarak, 0.4 milyonu yemlik olarak ve 0.5
milyon tonluk boliimii ise farkli sebeplerden dolayr kayiplari olusturmaktadir
(Anonymus, 2010, 2012a ve b). Bugdayim gen kaynag Orta Anadolu, Bati iran ve
Kafkasya kabul edilmektedir.



Diinyada bugday iiretiminde ¢ok fazla hastalik ve zararli probleme neden
olmaktadir. Ulkemizde bugdaym kalitesini ve iiretim miktarin1 kotii yonde
etkileyen zararlilar stine [Eurygaster spp. Put. (Hemiptera; Scutelleridae)], kimil
[Aelias pp. Boh. (Hemiptera; Pentatomidae)], yaprak bitleri [Schizaphis graminum
(Rondani) (Hemiptera; Aphididae); Metopolophium dirhodum (Walker)
(Hemiptera; Aphididae); Rhopalosip humpadi L. (Hemiptera; Aphididae);
Sitobion avenae Fab. (Hemiptera; Aphididae)], Rus Bugday afidi [Diuraphis
noxia Kurdj. (Hemiptera; Aphididae)], tripsler [Haplothrips tritici Kurdj.
(Thysanoptera; Phlaeothripidae); Haplothrip saculeatusFabricius (Thysanoptera;
Phlaeothripidae)], Bugday galnematodu [Anguina tritici (Steinbuch) (Tylenchida;
Anguinidae)], Ekin sap aris1 [Cephus pygmeus L. (Hymenoptera; Cephidae)],
kambur bocegi [Zabrus tenebrioides Goeze (Coleoptera; Carabidae)], Bugday
kesik sinegi [Mayetiola destructor Say. (Diptera; Cecidomyiidae)] ve Hububat
hortumlu bocegi [Pachytychius hordei Brulle (Coleoptera; Curculionidae)]’dir
(Anonymous, 2011a; Lodos, 1981, 1986,1989).

Bu zararlilardan olan afitler bugday iiretimi alaninda olusturduklar1 zararlar
dolayistyla Onemli bir yere sahiptir. Afitlerin 06zellikle bitkinin 6zsuyunu
emmesiyle sekil bozuklugu ve viral hastaliklar1 saglikli bitkilere tasimasiyla
zararlarin1 daha da 6nemli hale getirmektedir. Bu zararlilardan olan afitler bugday
dretimi alaninda olusturduklar1 zararlar dolayisiyla Oonemli bir yere sahiptir.
Diuraphis noxia’nin zarar orani yillara gére degismektedir. Bu degisim bulagsma
zamani, zararlinin beslenme déneminin uzunlugu ve bitkinin gelisme periyoduna
baglidir. Afitlerin 6zellikle bitkinin 6zsuyunu emmesiyle sekil bozuklugu ve viral
hastaliklar1 saglikli bitkilere tagimasiyla zararlarini daha da 6nemli hale
getirmektedir. Diinyadaki ¢ogu bugday iiretim alanlarinda etkili olan afitler
icerisinde Rus bugday afidi (Diuraphis noxia)’nin, bitkide goriilen tipik zararlari
ise yaprak kenarlarmin kivrilmasi, yaprakta boyuna ¢izgilerin olusmasidir.
Yapraklarindaki kivrilmalar nedeniyle kimyasal miicadelesini
imkansizlagtirmaktadir. Zararlinin bugday veriminde neden oldugu kayba ek
olarak miicadelesinde kullanilan insektisit maliyetiyle birlikte A.B.D.’de 1 milyar
dolarinin lizerinde ekonomik zarara neden oldugu saptanmistir. Zararlinin 6zelikle
gec cekilen bugday alanlarinda basaklanmayr Onemli Olgiide etkiledigi
gozlenmistir. Bu zararli ile miicadelede en Onemli segenek olarak goriilen
dayanikli ¢esit kullanimi tiim diinyada yapilan caligmalarin ana konusunu

olusturmaktadir.



Son senelerde molekiiler markorler hayvan ve bitki sistemleri iizerinde
uygulamali olarak calisilmaktadir. Molekiiler markdrlerin en yaygin kullanim
alanlarn ise bitki, hayvan, insan ve ekmeklik bugdayda detayli bir sekilde genetik
ve fiziksel haritalarinin olusturulmasi seklindedir. Bitki sistemlerindeki uygulama
alanlar1 ise belirlenmek istenen Ozellige bagli markorlerden faydalanilarak
indirekt seleksiyon yapmak ve konvensiyonel bitki 1slahinin kullanimini
arttirmaktir (Gupta et al.,1999).

Molekiiler markorlerler; diger sistemlere gore daha giivenilir olmasi,
bitkinin gelisimdeki her evrede kullanilabilir olmasi, ¢evreden etkilenmemesi ve
genis bir varyasyon gostermesiyle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Molekiiler markdrlerler farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farkliligini
da farkli sekilllerde ortaya koymaktadir. Ayrica bu markor belirleyicilerinin DNA
polimorfizmi klasik morfolojik veya biyokimyasal markérlerlerden daha fazladir
(Ozcan ve ark., 2001 ).

Aligilmis 1slah ¢alismalar1 ¢ok fazla emek ve zaman gerektirmektedir. Son
senelerde bilhassa molekiiler yontemlerdeki gelismeler kisa zamanda giivenilir
sonu¢ veren, az materyalle hizli bir sekilde sonu¢ vermesine imkan saglayan 1slah
calismalarin1 ve arastirmalarinin giindeme gelmesini saglamistir (Jones et al.,
1997; Hakki, 2000; Kircalioglu, 1997; Koksel ve ark., 1993).

Molekiiler markdrlerin ortaya ¢ikmasi ve onlardan meydana getirilen gen
haritalar1, kantitatif 6zelliklerin genetik kontroliine ve onun parcalara ayrilmasina
imkan saglamistir. Analize uygun populasyonun kullanilmast ve QTL analizi
yonteminin uygulanmasiyla kromozom iistiindeki 1ilgili genlerin yerleri
belirlenebilir, etkisinin biyiikliigii tahmin edilebilir ve gen etkisini dominant ya da
eklemeli olup olmadigina bakilabilir (Bryne, 2005).

Bugdayda cok sayida hastalik ve zararlilara dayaniklilik biiylik genler
tarafindan kontrol edildiginden bugday molekiiler calismalar1 bu tiir genlerde
yogunlastirtlmistir (Hoisington et al.,2002). QTL analizleri, bakilacak &zellik
acisindan zit verileri iceren bireylerin melezlenmesi sonucunda, en az 100-300
bireyden meydana gelen F2, geriye melez, ¢ift haploid veya RIL (Rekombinant
kendilenmis hat) populasyonlarinin hazirlanmasini igerir. QTL analizleri, teksel
bitkilerde incelenen fenotipik Ol¢iim ya da gozlemlerle DNA  6rneklerinin
alinmasi ve markor degerlendirme yapilmasi ve QTL’lerin saptanmasidir (Tosun
ve ark., 2007).



Monomorfik markérler, genotipler arasi farklilik gostermemektedir. Farkli
veya ayni tlrlerin bireyleri arasinda farklilik gosteren markorler ise polimorfik
markdrler olarak adlandirilir. Polimorfik markdrler farkliliklar belirledigi igin
daha yararlidir. Bu markdrler polimeraz zincir reaksiyonuna bagli olmayanlar
(RFLP) ve bagh olanlar (RAPD, AFLP, SSR) olarak gruplandirilir (Staub et al.,
1996 ; Ridout and Donini 1999).

Bu markérler bugdayda hastaligin oldugu ¢evrede dayaniklilik genleri igin
indirekt seleksiyon uygulamasinda ve dayaniklilik genlerinin
piramitlestirilmesinde 6nemli bir aractir (Roder et al., 1998b; Gupta et al., 1999).

Ulkemizde ise bu tip ¢aligmalara daha dnce yer verilmedigi goriilmiistiir.
2010 yilinda Turanl ve ark., (2014)’nin “Rus Bugday Afidi’ne Dayanikli Bugday
Cesitlerimizin ve Dayaniklilik Mekanizmalarinin Saptanmasi™ isimli bir projeyle
bu konuda en kapsamli g¢alismalardan birisini tamamlamiglardir. Yapilan bu
calismayla; Rus bugday afidine karsi dayaniklilik durumlarinin incelenmesi,
tilkemizde bulunan bugday cesitlerinde hangi dayaniklilik genlerine sahip
oldugunun belirlenmesi, dayaniklilik genlerinin  hassas ¢esitlerimize geri
melezlemeyle aktarilmasi, dayanikli oldugu ortaya ¢ikan gesitlerle hassas olarak
belirlenen cesitler arasinda F2 ve F3 populasyonlari olusturularak QTL analizinin
yapilmasi ve uygun molekiiler markorlerin ortaya konmasi ve yapilan testlere gore
D. Noxia’ya en dayanikli ve hassas iki ¢esidin bazi biyokimyasal ve fizyolojik
Ozelliklerinin karsilastirilmast amaglanmistir. Yapilan proje sonucunda; tilkemizde
ve bolgemizde farkli kaynaklardan dayanikli genotipler belirlenmis ve bu
belirlenen dayaniklilik genlerinin yerel ¢esitlerimize geri melezleme yontemiyle
aktarilmaya baglamistir (Turanli ve ark., 2014). Ayrica dayaniklilik saglayan
genin 7DS kromozomu {izerinde yer aldig1 saptanmis ve buna ek olarak yapilan ek
bir ¢calismayla da bu gene en yakin SSR markorlerinin (GWM44, CFD14, CFD46,
BARC126) oldugu saptanmstir (Tonk et al., 2016).

Bu calismanin amaci ise yukarida agiklanan proje sonucunda Rus bugday
afidine dayamiklilik saglayan genin bulundugu 7DS kromozomu {izerinde s6z
konusu dayaniklilik genine daha yakin SSR markdrlerini belirlemektir. Bu amagla
projede kullanilan haritalama populasyonundan yararlanilarak bugdayin 7D
kromozomunun kisa kolunda lokalize olmus SSR markorleri ile Rus bugday afidi

dayaniklilik geni arasindaki iliskiler incelenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Bugday (Triticum aestivum L.)

Bugday (Triticum spp.) bugdaygiller (Poaceae) familyasina ait bir bitkidir.
Diinyada ve yurdumuzda en ok iiretimi yapilan tahil bitkisidir. ilk toplanan
gesitleri Triticum monoccum veya T. dioccocum’dur (Quisenberry and Reitz,
1967).

Bugday insan beslenmesinde hi¢c kuskusuz ilk sirada yer almaktadir. Bu
yiizden de diinyadaki aglik probleminin ¢oziim temelinde bugday bitkisi yer
almaktadir.

Bugday tiirleri icerisinde en bilinen ve en cok yetistirilen ekmeklik bugday
(Triticum aestivum L.)’dir. Bugday tanesinde, fermentasyon islemi sirasinda
meydana gelen COz‘i hamur igerisinde tutarak hamurun kabarmasina neden olan
bir tiir elastik protein formu gluten bulunmaktadir. Glutenin bu 6zelliginden otiirii
ekmek yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica bugday makarna, biskiivi ve diger
unlu mamiillerinin yapiminda da kullanilmaktadir (Curtis et al., 2002). Bugday
tanesi ayrica alkollii i¢eceklerin yapiminda da kaynak olarak kullanilir. Bugday
tanesinin Ogiitlilmesinden sonra ise elde edilen kepek hayvan besini olarak da
kullanilmaktadir (Duke, 1983). Bugday bitkisinin adaptasyonunun yiiksek olmast,
depolanmasinin kolay olmasi, tanelerinden un ve kepek elde edilmesi bugdayin

Onemini daha fazla artirmaktadir.
2.2. Rus Bugday Afidi (Russian WheatAphid)

2.2.1. Diuraphis noxia (Kurdjumov)’mn SistematiktekiYeri

Alem : Animalia
Alt Alem - Eumetazoa
Sube : Arthropoda
Alt Sube :  Hexapoda
Simif : Insecta
Takim :  Hemiptera
Alt Takim  :  Sternorrhyncha
Ust Familya : Aphidoidea
Familya - Aphididae
Cins . Diuraphis
Tiir > Noxia

Syn.,Brachycolus noxia (Fauna Europeae, 2012).



D.noxia’nin boyu 2 mm’den kiigiik, soluk gri-sari-yesilimsi renkte ve kisa
antenlidir (Sekil 2.1). 6 segmentten olusan antenleri vardir. D.noxia’y1 diger afit
tiirlerinden ayrilmasini saglayan farki ise, corniculusun belirgin olmamasidir (Du
Toit and Aalbersberg, 1980; Walters et al., 1980). Viicudunun iizerinde mumsu
beyaz bir tabaka vardir. Kanatli formlar1 da olan afit tiirleri de hemen hemen ayni1

boyutta olup, antenlerin bir boliimii siyahimsi renktedir (Lodos, 1986).

Sekil 2.1. Diuraphis noxia

2.2.2. Rus Bugday Afidi Biyolojisi ve Ekolojisi

Yilda teorik olarak 22 dol vermektedir. Gelisme evreleri ergin ve 4 nimf
doneminden olusmaktadir. Her bir evrenin siiresi 1-16 giin arasinda degismekte,
fakat 2-6 giin arasinda da olabilmektedir. Rus bugday afidi (RWA, Russian Wheat
Aphid) bugdayda beslenen diger yaprak bitlerinden daha dogurgan ve kis

mevsimine dayaniklidir.

D.noxia 5-15°C sicaklik diizeyinde yiiksek kapasitede artis gostermektedir
(Michels and Behle, 1989). Bitki biiyime evresi, sicaklik ve etkilesimleri D.
noxia’nin dmriinii ve c¢ogalmasini etkiler (Girma et al., 1990). D. noxia’nin
biliylime asamas1 ve ¢ogalmasi 18- 21°C’de artig gdstermektedir. Bu sicakliklarda
daha hizli gelisir, daha uzun yasar, daha fazla lireme meyillidir ve bu nedenle
bugdayda ¢avdardan daha yiiksek bir artis oran1 vardir (Behle and Michels, 1990).
Bugday ve arpa, yilin 9-11 ay1 i¢in uygun bir yasam alam saglayabilir, ancak
yabani otlar D. noxia popiilasyonlariin kalicilig1 ve biiyiimesi i¢in ¢ok 6nemlidir
(Kriel et al., 1986; Aalbersberg et al., 1988a; Armstrong et al., 1991; Montandon
et al., 1993).

Bir disi uygun ortam sartlarinda giinde 4 nimf, hayati1 boyunca ise 70 nimf
dogurmaktadir. Uremenin bu kadar fazla olmasi epidemilerin baslica kaynagidr.

Bu o6zelliklere bakildiginda afit popiilasyonunun ¢ok hizli artabilecegi ve fazla



zararlara neden olabilecegini gostermektedir. Sili ve Arjantin’den toplanan 22
koloninin yalniza %20’sinde seksiiel ireme goriilmiistiir (Robinson (1992)’a atfen
Tolmay, 2006).

Yaprak bitleri parthenogenetik iireme ile kanatsiz ve kanatli bireyler
meydana getirmektedir. Kanatsiz bireyler kanatli bireylerden hem goriiniis hem de
biyoloji olarak farklilik gostermektedir. Kanatli formlarin kanatlarinin olusumu
ise 3. ve 4. nimf donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Kanatli formlar dogduklar
bitki lizerinde beslenmekte; fakat iireme amaciyla bagka bitkilere
yonelmektedirler. Daha sonra ise gilines 1s1g1yla ugmalar tetiklenir ve riizgar
yardimiyla uzak yerlere taginabilmektedir. Rus bugday afitlerinin u¢malar1 onlar
i¢in yeni bir koloni olusturmaktir (Robinson (1992)’a atfen Tolmay, 2006).

Rus bugday afidinin Konya ilinde bugdayla ekili alanlarda yilda ortalama
olarak 22 dél verdigi gézlenmistir. Karasal iklime uyum saglamasi, kuru ve sicak
havalarda ile yagislarin goriildiigii yerlerde populasyonun hizli bir sekilde arttigi
belirlenmistir. Ancak uzun siiren yagislarda fazla nemin zararlida olumsuz bir
etkiye sahip oldugu goriilmiistir. D. noxia’nin nimf evrelerinin teshisinde
antenlerinin farklihgindan faydalanilmaktadir (Aalbersberg, 1987).

2.2.3. Yayilis Alanlar

Rus bugday afidi ilk defa 1901’de Kirim’da zararli olarak olarak
belirlendikten sonra bugdaymn diinyadaki en Onemli zararlis1 olarak kayitlara
gecmistir. D. noxia’nin orjini Dogu Akdeniz’e yakin iilkeler dahil Bati1 ve Orta
Asya Kabul edilmektedir. Sonrasinda ise Avrupa’ya ulasarak tiim diinyadaki tahil
tiretim alanlarindaki ana zararlilarindan biri olmustur (Stary, 1996). Yayilma
alanlar1 Moldovya’dan Ukrayna’ya ve Rusya’ya ve oradan da Kuzeybati Cin’e ve
Yemen’e gectigi bilinmektedir. Avrupa’nin kiyilarinda da Portekiz’e ilerledigi
bildirilmistir (Stary et al., 2003). Bu zararlinin Amerika’daki alanlara verdigi
zarar, verimdeki azalma ve insektisit kullanimiyla 1 milyar dolarin {izerinde kayba

sebep olmustur.

Ulkemizde ise ilk defa Bitlis’de 1959 yilinda saptanmis ve daha sonra
Konya, Ankara, Isparta, Malatya ve Adiyaman gibi tahil iiretiminin fazla oldugu
yerlerde de saptanmistir (Tuatay and Remaudiere, 1964). Geg¢ ekilen
bugdaylardaki zarari ise %25-60 civarindadir (Duran ve Koyuncu, 1974). Elmali
(1996,1998)’nin yaptig1 arastirmalara gore Rus bugday afidinin Eskisehir ve



Konya’da yaygin olarak saptandigt ve tahil {retimi bakimindan farkina
varilamayan bir risk oldugu gorilmiistiir. Yapilan arastirmalarda gec ekilen
bugday cesitlerinde zararlimin 3 kat daha fazla populasyon artisi gosterdigi

gozlenmistir.

2010 yilinda TAGEM’e bagl Arastirma Enstitiilerinin destegiyle CIMMYT
Tiirkiye Temsilciligi, Giiney Afrika Tahil Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile bir
arastirma gergeklestirmistir. Bu arastirmada Tiirkiye’deki mevcut zararlinin
bulasik alanlarini1 saptamak amaciyla 100 bugday tarlasi gezilmistir. Arastirma
sonucunda ise D. noxia’nin bugday alanlarimin yaklasik olarak %80’inde
gbzlenmistir (Turanh et al., 2012a) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Rus bugday afidi arastirma noktalari, popiilasyon yogunluklar1 ve skala degerleri;

O=gfir bireybitki; @=1 (1-10 O=2 (10-100 bireybitki); ®=3 (100 den fazla birey/bitki)
(Turanl ve ark.,2012a)

2.2.4. Zararlan

D. noxia’nin emgi yoluyla iirettigi toksinler bitkinin fotosentez yapmasini

engeller, kardeslenmeyi ve yaprak ¢ikisini geciktirir, dane verimini azaltir.

Bitkide goriilen zararlari ise; yaprak kenarlarinin kivrilmasi ve boyuna
cizgilerin olusmasidir (Sekil 2.3). Bu cizgiler soguk havalarda kirmizimsi mor,
ilik havada ise soluk sar1 renklerdedir. Bulasmanin yogun oldugu zamanlarda ise

basaklar kivrilmis bayrak yaprak arasinda kalmasina sebep olur (Sekil 2.4.a).



Bitkide basaklanma oncesinde gerceklesirse basak bu yaprak i¢inden ¢ikamaz ve
yaprak biti i¢in uygun bir besi ortami olusturur. D. noxia ¢ogunlukla yeni gelen
yapraklarin iistliinde, yaprak koltugunda ve kivrilan yapraklarin arasinda bulunur
(Sekil 2.4.b) (Elmali, 1999).

Sekil 2.3. Diuraphis noxia(Kurdjumov) beslenmesi sonucu a)Yaprak kenarlarinin kivrilmasi b)

Yapraklarda olusan boyuna ¢izgiler.

Sekil 2.4. Diuraphis noxia (Kurdjumov) zarari dolayisiyla a) bayrak yapraktan ¢ikamamis bagak ve
b) Bugday yapraginda Diuraphis noxia (Kurdjumov) kolonisi

D. noxia =zarari bitkinin biiylime ve gelisme evresinin durmasina,

sararmalara ve kurumaya, verim ve kalitede ise kayiplara neden olmaktadir.
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Boylece bu zararlar yaprak bitinin direkt beslenmesiyle meydana gelirken,
bitkideki viriis hastaliklarini diger bitkilere tasimaktadir. Diuraphis noxia arpa sar1
clicelik virlisti (BYDV), arpa c¢izgi mozaik virlisi ve brom mozaik virlisiiniin
vektorliiglini yapmaktadir (VonWechmar (1984)’a atfen Tolmay, 2006).

2.2.5. Rus Bugday Afidi Dagihs1 ve Onemi

1978 yilinda Giiney Afrika’da ortaya g¢iktiktan sonra, diger onemli tahil
ureticisi iilkelerde de bugday ana zararlis1 olarak gorilmiistir. Bugday
verimindeki azalma ve kimyasal miicadelede kullanilan insektisit maliyeti 1
milyar dolarin iizerinde ekonomik kayba sebep olmustur. Ayrica zararl,
giiniimiizde Avustralya kitast hari¢ diinyadaki tiim bugday iiretim alanlarinda
bulunmakta ve risk olusturmaktadir (Sekil 2.5). 2014°te yapilan arastirmalara gore
bazi iilkelerde yayilma orani artmistir. Bunlar; Pakistan, Portekiz, ispanya, Suriye,
USA, Zimbabwe (EPPO, 2014) .

Sekil 2.5. Diinya’da Rus Bugday Afidi ile Bulasik Alanlar

Rus bugday afidi iilkemizde ise ilk kez 1959 yilinda Bitlis’de saptanmis
olup, diger yillarda Konya, Isparta, Ankara, Adiyaman ve Malatya gibi tahil
iretiminin en yogun olan merkezlerine de yayilmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Tiirkiye’deki Rus bugday afidi dagilimi

2.2.6. Rus Bugday Afidinde Dayaniklilik Cahsmalari

D. noxia’ya kars1 sistem mekanizmalar1 antiksenosis, antibiosis ve tolerans
olarak gergeklesmektedir. Tolerans seviyesindeki dayaniklilik, bugday bitkisinin
afitlerle bulasik olmasina ragmen, gelismesine ve verim vermesine devam
edebilmesidir. Antiksenosis dayaniklilik ise, bugdayin afit aracilifiyla az tercih
edilmesi manasina gelmektedir. Antibiosis bi¢giminde dayaniklilik ise zararlinin
bugday bitkisi tistiinde hayatini devam ettirmesinin imkansiz olmasidir. Bu
vaziyet ayni anda tolerans ve antiksenosis dayanikliligiyla birlikte olusabilir. Bu
farkli gesitlerin bitkide beraber bulunmas bitkilerin afide kars1 dayanikliligini da
yiikseltmektedir (Anderson et al., 2003).

Bu dayanikliliklarla ilgili ¢ok fazla arastirma gelistirilmis ve Diuraphis
noxia’ya dayanikli ¢cok fazla gen tanimi yapilmistir. Arpa ve bugdayda 11 tane
dayaniklilik geni bulunmustur (Smith et al., 2004). Verim kaybindan korunmada
etkili olan D7 geninin varlig: tarla denemeleriyle belirlenmistir. Ekmeklik kalitesi
ile iligkili bulunan bu genin bugdayda 1B kromozomunun uzun kolunda yer aldig1
belirlenmistir (Marais et al., 1994).

Zararlhlarla miicadelede kullanilan yontemlerden biri de dayanikli g¢esit
kullanimidir. D. noxia’ya dayaniklilik genleri PI 137739, PI1 260660 ile P1 294994
olup bu genler Dn(Dn1, Dn2, Dn3, Dn4, Dn5, Dn6, Dn7, Dn8, Dn9,Dnx, Dny ve
Cl12401 ) kodlarlartyla isimlendirilmektedir. Bu genleri tasiyan dayanikli ¢esitlerin
farkli D. noxia biyotiplerince zarara ugradigi ve ¢ok miktarda kayiplara neden
oldugu goriilmiistiir (Haley et al., 2004; Malinga et al., 2007; Lapitan et al., 2007).
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Amerika’da tanimlanan Biyotip 2 olarak adlandirilan biyotipin 6nceden
dayanikli olarak bilinen bugday cesitlerinde ¢ok fazla zararlara neden oldugu
gozlenmistir. Bu ylizden dayamiklilik genlerini arastirma calismalarina hiz
verilmistir. Dayaniklilik genlerini kiran Diuraphis noxia biyotipleri Cizelge 2.1°de
verilmistir. Bu sebeple yeni dayaniklilik genlerinin sorvey caligmalar1 da hiz
kazanmustir (Collins et al., 2005a; Burn et al., 2006; Weiland et al., 2008).

Cizelge 2.1. Diuraphis noxia (Kurdjumov)’nin farkli biyotiplerince kirilan genler

Orta
Saptanma Saptanma Bioti Kirilan Derecede Dayanikh
Tarihi Yeri P Genler Dayarnikh Genler
Genler
Kuzey Amerika N
2002 ABD Texas-1
ont, Dn2, - on4, Dn6
Kuzey Amerika On3, Dns,
— 2t Texas-2 Dn7, Dn8,
Dn9
. on1, Dn2, - Dn4, Dns,
2002 AB.D Kuzey Amerika On3, Dnd, Dn6, Dn7
Wyaming Dng
Dn1, Dn8, - Dn2, Dn3,
1901 Kinm RWA1 (ORJINAL) ong Dn4, Dn3,
Dné&, Dn7¥
On1, Dn2, Dn3, Dng, Dn7v
1998 AB.D RWAZ (CANADA) On4, Dns,
Dné&, Dng
RWAB(Canada, On3, Dn8, Dni, Dn2, Dn4, Dné6,
s e Montezuma) Dng, Dny, Dn5, on7
Dn1, Dn3, Dn2, Dn4, Dn6, Dn7
2008 AB.D e Dn8, Dng, Dn5
)
Dny
- Dni, Dn2, Dn5, Dné,
2008 AB.D Rm‘rﬁé‘;z:’fﬁ}a' Dn3, Dn4, Dn7
DOn8&,Dng, Dny
Sili il Dn4 - Dn2, Dn3,
¥ Dn6 Dn9
Macaristan Macaristan Dn4 = =
Lo — DnQ, Dn2, Dn7, DnG
2012 Turkive Turkiye Dn4. Dns

2.3. Molekiiler Markorler

Alisilmig 1slah galismalar1 ¢ok fazla emek ve zaman gerektirmektedir. Son
senelerde bilhassa molekiiler yontemlerdeki gelismeler kisa zamanda giivenilir
sonug veren, az materyalle hizl bir sekilde sonu¢ vermesine imkan saglayan 1slah
calismalarin1 ve arastirmalarinin giindeme gelmesini saglamistir (Jones et al.,
1997; Hakki, 2000; Kircalioglu, 1997; Koksel vd., 1993).

Molekiiler markorlerden kantitatif ve kalitatif karakterlere gore seleksiyon
yapiminda, tiir tanmimlanmasi ve korunmasinda, genetik ve linkage
haritalamalarinda, Fi1 hibrit tohumlarinin kontroliinde, genetik cesitliliginin
muhafazasinda ve genotipler arasi genetik uzakligin  belirlemesinde
faydalanilmaktadir (Tanksley et al., 1989; Demir ve ark., 1999; Smith and
Helenjaris, 1996).
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3 temel molekiiler markor vardir. Bunlardan ilki morfolojik markorlerdir ve
bunlar fenotipik 6zellikleri igerir. Ikincisi biyokimyasal markéorlerdir ve bunlar
enzimlerin allellik degiskenleridir, izoenzim olarak isimlendirilirler. Sonuncu
markor sistemi ise molekiiler veya DNA markdrleridir. Bunlar DNA {izerindeki

varyasyonlar1 gosterir (Jones et al., 1997).

Genetik markorler hedef olan geni gostermezler ancak isaret ya da etiket
gorevi yapmaktadirlar. Genlere ¢ok yakin bulunan genetik markorler gen etiketleri
olarak bilinmektedirler. Bu markorler ilgili 6zelligin fenotipini etkilemez ¢ilinkii
sadece, Ozelligi kontrol eden yakin mesafede yer alirlar ya da ilgili genlerle
linkage durumundadirlar. Genetik markorler, kromozomda ‘lokus’ olarak
isimlendirilen spesifik genomik alanlarda bulunurlar (Collard et al., 2005).

Agronomik acidan 6neme sahip olan hedef bir gene, linkage halde bulunan
markorii belirlemek amaciyla 4 temel strateji yontemi vardir. Birincisi yakin
izogenik hatlar1 (Near Isogenic Lines, NILs)’dir. Bu hatlar sadece ilgili olunan
gendeki ve komsu kromozal bolgedeki allel gruplar agisindan farklidir. Ikincisi
ise tek bir gene bagli olan markdrleri belirlemek amaciyla Bulk Segregant Analizi
(BSA) kullanmaktir. Ugiincii stratejide kantitatif zellikteki lokuslar1 ve bunlara
ait markdrleri belirlemek amaciyla kompleks ozellikleri detayli bir sekilde
incelemek gerekmektedir ve son olarak dordiincii stratejide ise bilgisayar veri
tabanlari (sekanslama ve haritalama verileri)’dir (Masojc, 2002).

DNA markorleri sayilarinin ¢ok fazla olmasindan dolay: en fazla kullanilan
markdr sistemidir. Bu sistemde, DNA’da meydana gelen nokta mutasyonlart,
insersiyonlar, delesyonlar ve tekrarlanan DNA’nin replikasyonunda meydana
gelen hatalardan olusur. Diger markdr sistemlerinin aksine, DNA markdrleri
siirli sayida degildir ve g¢evresel veya bitki gelisim sathalarindan etkilenmezler
(Collard et al., 2005).

Monomorfik markorler, genotipler arasi farklihk gostermemektedir.
Polimorfik markorler farkliliklar: belirledigi i¢in daha yararlidir. Bu markdorler
polimeraz zincir reaksiyonuna bagli olmayanlar (RFLP) ve bagli olanlar (RAPD,
AFLP, SSR) olarak isimlendirilir (Staub et al., 1996; Ridout and Donini 1999).
Tahillarda ise bu markor sistemlerinden baslica kullanilanlar; RFLP, AFLP,
RAPD, STS, SSR ve SNP teknikleri kullanilmaktadir (Korzun, 2002a).
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms); molekiiler markor
sistemleri igerisinde ilk kesfedilen sistemdir. Bitkinin DNA’s1 farkli restriksiyon
enzimleriyle kesilir ve agarozda bir giic kaynagi yardimiyla yiiritiliir.
Dezavantaj1; ¢ok fazla DNA’ya gereksinim duymasi, pahali olmasi ve ¢ok fazla
zaman almasidir. Avantaji ise glivenilir sonu¢ vermesi ve kodominant markor
sistemine sahip olmasidir (Tansley et al., 1992; Ahn and Tanksley, 1993; Staub et
al., 1996).

RAPD (Random Amplified Polymorphic); RFLP metodunun dezavantajlart
gbz Oniine alinmasi ve PCR tekniginin avantajindan faydalanmak amaciyla
gelistirilmistir (Williams et al.,, 1990). RAPD tekniginde dizilim analizine
gereksinim duyulmamaktadir. Bu sistemin avantaji; kolay ve hizli olmasidir.
Dezavantaji ise sadece dominant markdrler olusturmasi, PCR sirasinda yanlis
eslestirme yapmasi ve laboratuvarlar arasi tekrarlanma problemine neden
olmaktadir (Williams et al., 1990; Thormann et al., 1994 ).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) sistemi (Vos et al.,
1995) sadece bir reaksiyonda 30-150 bolge tanimlayabilir ve sonuglarinin
tekrarlanabilir olmasi avantajidir. Dezavantaji ise pahali olmasi, laboratuvarda

fazla ekipmana gerek duymasi ve dominant markdr olusudur (Vos et al., 1995;
Ridout and Donini, 1999).

Canli genomunda siirekli tekrar eden DNA dizileri bulunmaktadir. Bu
dizilerin genomda nerede bulundugunu ve ne kadar tekrarlandig: tiirlere gore
degisiklik gostermektedir. Ayni tiir i¢indeki bireylerin arasinda da bu dizilerden
olup olmamasma dayal1 olarak SSR (Simple Sequence Repeats) teknigi
gelistirilmigtir. Basit dizi tekrarlarinin, tekrarlanabilir olmasi ve kodominant yap1
gostermesi en onemli avantajlarini yansitmaktadir (Rangwen et al., 1995; Ridout
and Donini, 1999).
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Bazi 6zellikler agisindan markdrlerin karsilastirilmasi Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. DNA markorlerinin karsilastiriimasi (Korzun, 2002a)

Ozellikler RFLP RAPD AFLP| SSR SNP

DNA miktar1 (ng/pl) 10 0.02 0.5-1.0) 0.05 0.05
DNA kalitesi yiksek|  yiiksek orta orta | yiiksek

PCR’a dayali hayir evet evet evet evet

Analiz edilen polimorfiklokus sayisi| 1.0-3.0 1.5-50 20-100| 1.0-3.0 1

Kullanim kolayligi zor kolay kolay | kolay | kolay
Otomasyona uyumlulugu diisiik orta orta | yiksek | yiiksek
Tekrarlanabilirligi yiiksek | gilivenilmez | yiiksek| yiiksek | yiiksek
Gelistirme maliyeti diisiik diisiik orta | yiiksek | yiiksek
Analiz maliyeti yiiksek diisiik orta diisiik | disik

Cizelge 2.2 incelendiginde; polimorfizmi belirlemek amaciyla en etkili
yontemlerin RFLP, SSR ve AFLP markorlerinin oldugu goriilmektedir. Ancak
RFLP markorii i¢in fazla miktarda DNA gerektiginden otomasyona fazla uygun
degildir. Tahil bitkilerinde, yiikselen miktarda sekans bilgisi ve gen

fonksiyonunun belirlenmesinde artik SNP markor sistemi de kullanilmaktadir.

Polimorfik markoérler, heterozigot ve homozigot ile ayrilabilmelerine gore
de kodominant (esbaskin) ve dominant ozellik gostermektedirler. Kodominant
markorler boyut olarak farklilik gostermekte iken, dominant markorler var ya da
yok olarak belirlenir. DNA markoriiniin degisik formlar1 (jel tizerindeki farkl
boyuttaki bantlar) markor allelleri olarak isimlendirilir. Sonug olarak kodominant
markdrler birden fazla allele sahip iken dominant markdr yalnizca 2 allele sahiptir.
Sekil 2.7‘de kodominant markorlerle homozigot ve heterozigotlar arasindaki
farklilik  goriilmektedir. Yalniz dominant markorler bu farki  ortaya
koyamamaktadir (Yorgancilar vd., 2015).
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(a) MV A B C D (b) MW A B C D

Sekil 2.7. Kodominant ve dominant DNA markérleri (Collard et al., 2005)

Sekil 2.7°de A,B,C ve D bireylerinde polimorfik markorler kalin oklarla
gosterilmistir. Bireyler arasinda farklilik gostermeyenler ise monomorfik
markdrlerdir. a sablonunda SSR markdrleriyle, b sablonunda ise RAPD teknigiyle
elde edilen bant desenleri gosterilmistir. Bu markorler var da yok seklinde
degerlendirilir. Bu markorlerin - boyutlart  molekiiler agirlik  (Molecular

Weight=MW) ile hesaplanir.
P, P; Fi P P;: Fi
AL as Aa BB b By
(@) (b)

Sekil 2.8. Dominant ve kodominant markdrlerin karsilastirilmasi (Collard et al., 2005)

Sekil 2.8’de (a) kodominant markoérlerle homozigot ve heterozigot ayrimi
yapilirken, (b) dominant markérlerin bu ayrimi yapamadigr goriilmektedir
(Collard et al., 2005).

Markorlerin belirlenmesinde yakin izogenik hatlar ve F2 populasyonlar1 daha
onceden hazirlanip, uygun bir hale getirilerek kullanilan ilk materyallerdir. Fakat
yakin izogenik hatlarin olusturulmasi zaman almaktadir. Yakin izogenik hatlarin
¢ogu genleri aynidir ancak alakali olan 6zelligi kodlayan lokusun allellik
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kompozisyonu ve genin etrafindaki DNA boélgeleri acisindan farklilik
gostermektedirler. Bu yiizden, iki yakin izogenik hattin fenotipik olarak farkl
olmasmin nedeni yalniz tek bir homozigot allellik farkliliktan olugmaktadir.
Polimorfizmin nedeni ise, farkliligi yaratan gen ya da DNA bolgesinin hedef gen
ile linkage vaziyetinde olmasindan meydana gelmektedir. Yakin izogenik hatlar,

caligilan genin haritalanmasinda ¢ok énemli bir kaynaktir (Masojc, 2002).

2.3.1. SSR (Mikrosatellit) Markorleri

Bitki genomu ¢ok fazla sayida basit sekans tekrarlar1 (Simple Sequence
Repeats) igerir. Alt1 b¢’den az olan basit dizi tekrarlar1 ardi ardina dizilmis
tekrarlardir ve kromozomlar boyunca yiizlerce lokusa dagilmis vaziyettedirler.
Tipik olarak diniikleotidler (AC)n, (AG)n, (AT)n; triniikleotidler (TCT)n, (TTG)n
ve tetraniikleotidler (TATG)n seklinde olabilirler ve n ise lokustaki tekrarlarin
sayisint gostermektedir. Mikrosatelitler poliallellik de gosterebilirler. Belirli bir
lokustaki SSR’1 belirlemek amaciyla bu bodlgeyi i¢inde barindiran kiigiik genomik
kiitiiphane olusturulmaktadir. Bu kiitiiphane SSR’lar belirlemek i¢in mikrosatelit
problariyla incelenmektedir. SSR’1 igeren bu bolge sekanslanir ve lokus igin
spesifik primerler tasarimlanir. DNA bantlarin1 elde etmek amaciyla bu
primerlerle PCR islemi yapilir ve bir lokusun iki allelindeki tekrarlarin sayisindaki
farkliliga bagli olarak polimorfizm jel iizerinde gozlenir (Sekil 2.9). Bu sekilde
elde edilen markor ise kodominant markordiir (Jones et al., 1997).

X Mikrosatelit
Primer F Sekans|
—_—

A Bitkisi ——— ACACACACACAG
TGTGTGTGTGTG

e

Primer R

—
B Bitkisi —  ACACACAC
TGTIGTGTG
i —
[
% <ol
# o< o g
N [ e Y e Y e |
O |
S
S | = — =
£ =
2
[Gafl

Sekil 2.9. SSR markorlerinin gematik gosterimi (Salvi, 2006).
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Basit dizi tekarlar1 bitki genomunda c¢ok fazla sayida bulunmaktadir.
Bitkiden bitkiye gore degisen tekrar sayilar1 arasindaki farklilik da polimorfizm
olarak jel lizerinde goriilebilmektedir. SSR markorleri; kolay, PCR’a dayali, yakin
akrabalar1 ayirt etme, polimorfik ve ortaya c¢ikan allellerin sayisindan ve
frekansindan dolay1 detayli bir sistemdir. Basit dizi tekrarlar1 g¢esit teshisinde,
germplazm muhafazasinda, haritalamada, melezlerin belirlenmesinde ve

ekonomik olmasiyla fazlasiyla kullanilan molekiiler sistemdir (Jones et al., 1997).

Genetik haritalama calismalarinda SSR tekniginin kullanimi, sagladig:
faydalardan dolay1 gittik¢e artmaktadir. SSR’lar polimorfik oldugundan bitkilerde
fazla bilgiye ulasilmasi kolaydir ve kodominant sonu¢ vermesi kullanim oranini
artirmaktadir (Roder et al., 1995). Son senelerde diinyada birden fazla molekiiler
genetik laboratuvarinda farkli bitki ¢esitlerinde SSR’lar kullanilmaktadir. Bugday
(Roder et al., 1995), yabani bugday (Pestsova et al., 2000), soya fasulyesi (Akkaya
vd., 1992), misir (Senior and Heun, 1993) ve patates (Provan et al., 1996) gibi
bitkiler SSR’larm kullanildig: bitkilere 6rnek gosterilebilir.

Ozbekistan’da bugday bitkisinde 3 adet yaprak bitinin zarar yaptig1 tespit
edilmistir. Bu zararlilar; S. graminum, S. avenae ve D. noxia’dir. Arastirmacilar
560 adet ekmeklik bugday ¢esidini, bu zararhlara karsi dayaniklilik agisindan
degerlendirmeye almiglardir. Bu ¢alisma sonunda ise bitki basina diisen yaprak
biti sayisina gore dayanikli, orta derece dayanikli ve hassas olarak siniflandirma
yapmuglardir (Udachin et al., 1984).

D. noxia’ya dayaniklilik genlerinden olan Dn2 ile alakali RAPD
markdriiniin  gelistirilmesi amaglanan caligmada bir dizi yakin izogenik hatile
(NIL) 300 RAPD primeri test edilmistir ve toplamda 2700 RAPD lokusu
taranarak, 2’si coupling fazda 2’si de repulsion fazda Dn2 geni i¢cin RAPD
markorii  belirlenmistir. Bu markdrlerin - dayaniklilik  iligkili olan ag¢ilimi
sonucunda, Dn2 lokusuyla yakin baglantida olduklart dogrulanmistir. Bu ortaya
¢itkan RAPD markorlerinden OPB10-880 ve OPN1-400 SCAR markoriine
dontistiirilerek Gliney Afrika’daki bugday cesitleri tizerinde test edilmistir.
Sonucunda ise bu markorlerin Dn2 dayaniklilik geninin hassas ¢esitlere
aktariminda kullanilabilecegi belirlenmistir (Myburg et al., 1998).

PI 137739 hattinda Dnl; PI 262660°da Dn2 ve PI 294994 hattinda ii¢ adet
dayaniklilik geni (Dn5+) belirlenmistir. D. noxia’ya dayaniklilikla ilgili bu
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genlerin kullanilmasi, molekiiler markorlerle tanimlanmasi c¢esit gelistirmek
amaciyla ¢alismada haritalama populasyonu olarak F, populasyonu ve yakin
izogenik hatlar kullanilmistir. Bu hatlardan PI 220127°de GWMI111 SSR
markdriiniin 7D kromozomunun kisa kolunda yer aldigi ve Dnl, Dn2 ve Dn5
dayaniklilik genleri ile bilinmeyen Dnx genleri ile yakin iligkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu hattin sadece bir dominant dayaniklilik geninin etkili
oldugu saptanmistir. GWM642 ve GWMG635 markorlerinin 1D kromozomunun
uzun kolunda yer aldig tespit edilmis ve sirasiyla Dn8 ve Dn9 genleriyle iliskili
oldugu, ayrica tespit edilen bu markoérlerin D. noxia’ya dayanikli gesit
gelistirmede kullanilabilecegi saptanmistir (Liu et al., 2001).

Mezey and Sazalay-Marzso, (2001), yaptiklar bir ¢alismada bugday, arpa
ve musirda olusan konukgu seti igerisinde D. noxia’nin besin tercihini ve besine
elverigliligini arastirmiglardir. Bu arastirma sonucunda ise kislik ve yazlik arpa

cesitlerinin One ¢iktig1 saptanmustir.

[ran’da zararlinin yaygin olarak goriildiigii bolgelerde yetistirilen 5 adet
bugday cesidini, zararliya dayaniklilik ve hassaslik bakimindan degerlendirmeye
almiglardir. Bu ¢alisma sonunda ise Sardari ¢esidi diger gesitlere oranla hassas

olarak bulunmustur (Kazemi et al., 2001).

Bugday bitkisinde dayaniklilik genleri olan Dn4 ve Dn6 genleriyle iliskili
SSR markoérlerini belirlemek icin gerceklestirilen caligmada dayanikli hat ile
hassas c¢esidin melezlenmesiyle olusturulan F, popiilasyonunu kullanilmistir.
GWM106 ve GWM337 SSR markdrlerinin Dn4 geniyle coupling fazda baglantili
oldugunu ve 1D kromozomunda lokalize oldugu belirtilmistir. Calismada
kullanilan diger markorlerin (GWM44 ve GWMI111) ise Dn6 geniyle coupling
fazda iligkili oldugu ve 7D kromozomunda lokalize olduklarin1 ortaya
koymuslardir. Ayrica markorlerin Dn4 ve Dn6 genlerinin gen piramidi i¢in uygun
oldugu belirtilmistir (Liu et al., 2002).

D. noxia ile yapilan miicadelede en ekonomik ve etkili metodun genetik
dayaniklilik oldugu belirtilmistir. Bu arastirma g¢alismasinda ise D. noxia’nin
Biyotip 2 (Kanada kaynakli)’sine Dn7 geninin, bugdaymn 1RS/1BL
kromozomunda bulunan ¢avdar geni oldugu ve Dn7 geninin bugday bitkisinde
ekmeklik kalitesini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir. Dn7 geni 1RS/BL
translokasyonu ile bugday genomuna ¢avdardan aktarilmistir. Arastirmacilar Dn7
geninin haritalamada tek bir dominant gen oldugunu saptamis ve bu gene bitisik
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BCD1434 ve KSUDI14 markdrlerinin oldugunu belirlemislerdir. Ayrica Dn7
geninin antiksenosisi sagladigini ve Dn4 geninden daha fazla dayaniklilik

gosterdigini belirlemislerdir (Anderson et al., 2003).

Kenya’da olusan bugday iiretim alanindaki zararin %90 civarinda verim
kaybma sebep oldugu belirlenmistir. Calismada Tiirkiye kokenli 2 dayanikli
bugday hatti, KRWAPC-8 ile KRWAPC-16’nin genetik  modelleri
olusturulmustur. Bu hatlar duyarli olan ‘‘Kenya Heroe’’ ile melezlenmis ve Fi, Fy,
F; ve geri melezler serada D. noxia ile test edilmistir. KRWAPC-8 dominant
genlere sahip ¢ikmis, KRWAPC-16 ise hem dominant hem de ¢ekinik 2 adet
bagimsiz gene sahip oldugu belirlenmistir (Pathak et al., 2004).

D. noxia’nin Rus bugday afidine (Kuzey Amerika kaynakli) karsi Dn4
geninin kullanildigini, fakat dayanikliligin RWA2 ile kirildigi belirtilmistir.
Biyotip-2’ye kars1 ise Dn7 geninin kullanildigini belirtmislerdir. Zararhinin orijini
olan bolgelerden toplanan bugday hatlarinin RWAZ2 ile test edilmesiyle elde edilen
10 tane dayanikli hattin 1slah g¢alismalarinda yer verilmesi gerektigi sonucuna
varilmistir (Collins et al., 2005a).

Collins et al. (2005b), Kanada’da 2003 senesinde yeni bir D. noxia
biyotipinin Dn4 genini kirdig1 ortaya koymustur. Eski ve yeni olusan biyotipler
sera kosullarinda Dn4 ile Dn7 genini kapsayan bugday ¢esitleri ile test edilmistir.
Bu arastirma sonucunda, 6nceki D. noxia biyotipine her iki gen igeren bugday
hatt1 dayaniklilik gosterirken, yeni biyotip Dn4 geni igeren bugday hattinda zarar
olusturmus; fakat Dn7 geni hattinda herhangi zarar tespit edilmemistir. Bunun
sonucunda ise; Dn7 geninin antiksenosisi sagladigi ve Dn4 geninden daha fazla
dayaniklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Texas, Kansas, Nebraska ve Wyoming eyaletlerinde 2002-2003 yillarinda
yapilan bir ¢alismada toplamda 7 bélgeden D. noxia ornekleri alinmistir. Dn
genlerini tagiyan dayanikli 9 tane bugday hattina ayri bir sekilde bulastirilmis ve
yaprak kivrilmasi ile yaprak klorozu skalalar1 degerlendirmeye alinmigtir.
Afitlerin yaptiklar1 zararlarin farkliligina gore gruplandirma yapilmis ve Texas
Eyaletinde 2, Wyoming Eyaletinde 1 farkli biyotip oldugunu ortaya koyulmustur
(Burd et al., 2006).

Colorado’da biyotip-1 ve biyotip-2’nin orjinal ve ilk tespit edilen biyotipler
oldugu ortaya konulmustur. 2004 yilinda Colorado State Universitesi’nde
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Montezuma boélgesinden toplanan Rus bugday afidi gruplarindan 2 tane farklh
biyotipin oldugu belirlenmistir. Ayrica Baca’dan toplanan D. noxia gruplari
icerisinde farkli bir biyotipin varlig1 tespit edilmistir. Ilk olarak tespit edilen 2,
2003 yilinda 3 ve 2004°te ise 3 tane yeni biyotip kayitlara gegmistir. Arastirma
sonucunda ise Colorado’da toplamda 8 tane farkli D. noxia biyotipi oldugu
belirlenmistir (Weiland et al., 2008).

Avustralya’da Rus bugday afidine hassas oldugu belirlenen bugday
(Whaylcatchem) c¢esidine dayamiklilik geni aktarilmak amaglanmistir.
Dayaniklilik kaynagi olarak ise 3 hat (PI 627843, PI 625140, PI 624933)
kullanilmistir ve gen haritalamasi ¢ikarilmistir. Dayanikli (PI 627843) ve duyarh
(Whaylcatchem) ebeveyn hatlarda polimorfik markdrlerin belirlenmesi sonucu;
172 SSR markdriinden 47 SSR lokusu polimorfik olarak bulunmustur. 47 SSR
lokusu her iki ebevenyin melezlemesiyle olusturulmus ve F, populasyonunda
haritalamada kullanilarak GWM642 SSR markoriiniin 1D kromozomunda uzun
kolunda yer aldigi ve bunun Dn9 geniyle yakin iliskili oldugu belirlenmistir.
GWM635 ve GWMI111 markérlerinin 7D kromozomunda yer alip, buradaki
dayaniklilik genleriyle iligkili oldugu saptanmistir (Cakir et al., 2009).

Jankielsohn and Oelofse (2010), Gliney Afrika’da CIMMYT (International
Maize and Wheat Improvement Centre) ile ARC-Small Grain Institute
birlikteliginde yiiriitiilen calismada 262 CIMMYT-Tirkiye bugday hatti D.
noxia’nin Giiney Afrika SA1 ve SA2 biyotipleriyle test edilmistir. Bitkiler 1
yaprakli asamaya geldiginde bitki basina 5 tane afit gelecek sekilde bulastirilmistir
ve 21 giin sonra 1-9 yaprak klorozu skalasi degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda ise, Tirkiye hatlarinin %8.5’i Giiney Afrika (SA1 ve SA2) D. noxia
biyotiplerine kars1 orta derecede dayaniklilik gosterdigi ortaya konmustur.

El Bouhssini and Nachit (2011), Rus bugday afidinin diinyadaki cesitli
yerlerde (Kuzey Amerika, Kuzey Afrika, Etiyopya, Giiney Afrika) ciddi zarara
sebep oldugunu belirtmislerdir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda binlerce
makarnalik ve yabani bugday cesitlerini Rus bugday afidi ile teste tabi
tutmuglardir. Arastirma sonucunda ise, makarnalik bugday hatlarindan 8§ hat,

yabani tiirlerden de 19 tane dayanikli hat tespit etmislerdir.

Ulkemizde yapilan ilk dayaniklilik ¢alismasini ise Elmali (1993) yapmustir.
Konya ilinde yapilan ¢alismada 2’si makarnalik, 5’1 ekmeklik olan 7 tane bugday
¢esidinin (Atay 85, Bezostaja, Bolal 2973, Cakmak 79, Gerek 79, Kirag 66,



22

Kunduru 1149) S. avenae, D. noxia ve Sipha (Rungsia) elegans’a Kkarsi
dayanikliliklar1 test edilmistir. Calismanin sonunda ise 3 afit i¢inde ekmeklik
cesitlerden Atay 85 en hassas ¢esit, Bolal ve Kira¢ 66 en dayanikli ¢esitler olarak
tespit edilmistir. Makarnalik ¢esit olan Cakmak 79°da ise Kunduru’ya oranla daha

az afit populasyonu belirlenmistir.

Ulkemizde bu konuda yapilan énemli galismalardan birisi olan; Turanl ve
ark., (2014)’nin yaptiklar1 projede Izmir, Ankara ve Eskisehir’den toplanan Rus
bugday afidi populasyonlarinin ulusal gen bankasindan temin edilen bazi yerel
ekmeklik bugday genotipleri ve yurt disindan temin edilen dayanikli veya hassas
olarak bilinen materyallerle yapilmistir. Dayaniklilik test calismalari sonucu en
virulent olarak belirlenen Izmir populasyonu kullanilmistir. Bu calismada
dayanikli olarak saptanan 15 ve 27 nolu hatlar ile hassas bazi1 bugday cesitleri
dayaniklilik 1slahi ¢aligmalarinda kullanilmistir. Dayaniklilik ¢alismalarinda geri
melezleme yontemi kullanilmis ve “Goliax15”, “Basribeyx27”, “Sagittariox27”
ve “Gerekx27” kombinasyonlarinin tgiincii gerimelez (GM3F1) asamasina
gelinmigtir. Bu kombinasyonlarin fenotiplenmesi sonucu kloroz ve yaprak
kivrilmast 6zelliginde dayanikliligin tek bir genle kontrol edildigi anlasilmistir.
Dayanikli olarak saptanan 15 nolu hat ile hassas olarak belirlenen Basribey ¢esidi
arasinda 190 birey F2 populasyonunda QTL analiziyle 209 adet SSR ve STS
markorleri taranmistir. Ayni F2 bireylerinin Fs ailelerinde Rus bugday afidiyle
fenotipleme calismalar1 yapilmistir. Fenotiplemede incelenen kloroz, kivrilma ve
afit yogunlugu ozelliklerine iligkin SSR markorleri belirlenmis ve 6zellikle de
kivrilma 6zelligine ait fenotipik varyasyonu %29 oraninda agiklayan “GWM44”

SSR markori saptanmaistir.

Bu projeye ek olarak yapilan bir diger 6nemli ¢alismada ise Tonk et al.,
(2016) ICARDA kaynakli IG100695°te bulunan Rus bugday afidi dayanikliligini
mikrosatellit markorleriyle haritalamiglardir. Haritalamada hassas c¢esit olan
Basribey ve dayanikli genotip Dn100695 arasinda yapilan melezlemenin 190 F»
bireyinden olusan populasyonda SSR markorleri taranmistir. Elde edilen
sonuglara gore; yaprak kivrilmasi ve kloroz ozellikleri tek bir gen tarafindan
kontrol edilmektedir. Dnl100695 genotipi iizerindeki dayamklihk 7D
kromozomunun kisa kolunda yer aldig1 4 adet SSR markoriiyle (GWM44, CFD14,
CFD46 ve BARCI126) iliskilendirimistir. Arastiricilar bu markorlerin bugday
yetistiriciliginde Rus bugday afidi dayanikliligini arttirmada faydali olabilecegini

belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Calismanin materyalini anne ebeveyn olarak kullanilan duyarli Basribey
cesidi ile baba ebeveyn olarak seg¢ilen ve dayanikli olarak saptanan ICARDA
kokenli 15 nolu hat (FL302//BUC/PVN/3/RSK/CA8055//CHAMSG6) arasinda
yapilan melezlemenin 190 bireyden olusan F2 generasyonu olusturmaktadir.

3.2.Bocek Materyali

Bocek materyalini Mayis 2010°da yapilan sérvey calismasinda izmir,
Eskisehir ve Ankara’dan toplanmis olan ve E.U. Ziraat Fakiiltesi ile Bitki Koruma

Boliimii iklim odalarinda iiretimi yapilan D. Noxia populasyonlari olusturmustur.
3.3.Yontem
3.3.1. DNA Analizleri

DNA anazlilerinde Basribey ¢esidi ile 15 nolu hat ebeveyn olarak ve bunlar
arasinda yapilan melezlemenin F2 generasyonu ise haritalama populasyonu olarak
kullanilmistir. Calismada, daha 6nceki tamamlanan projede Rus bugday afidine
dayanikliligr saglayan gen ekmeklik bugdaymm 7DS kromozomu {izerinde
haritalanmistir. Bu nedenle bu ¢alismada bu kromozom bodlgesinde bulunan ve

projede kullanilmayan diger SSR markdrleri DNA analizlerinde yer almistir.
3.3.2. DNA izolasyonu

OTL haritalamas1 i¢in segilen Basribey x 15 nolu hat melez
kombinasyonunun F2 generasyonunu olusturan 190 adet bitki 15-20 cm boyuna
geldiklerinde DNA ekstraksiyonu i¢in her bir F2 bitkisinden iki adet olacak sekilde
yaprak Ornegi almmistir. Alman bu Ornekler sivi azot igerisinde 6giitiildiikten
sonra Doyle and Doyle (1987)’nin yontemine gére CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) mini DNA ekstraksiyon metodu kullanilarak DNA’lar1 elde
edilmistir. DNA izolasyonunda kullanilan CTAB DNA izolasyon tamponu

Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. DNA izolasyon tamponu (Doyle and Doyle, 1987)

Bilesen Konsantrasyon
Tris HCL, pH:8,0 100 mM
EDTA, pH:8,0 20 mM
NaCl 14M
CTAB % 2
Naz S2 Os %1
-mercaptoethanol % 0.2

Metoda gore yapraklardan alinan ornekler sivi azot konan havanlarda toz
haline getirilinceye kadar iyice ezilmis (Sekil 3.1) ve 65 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda DNA izolasyon tamponu ile 20-30 dakika inkiibe edilmistir (Sekil
3.2). Ornekler su banyosunda 10 dakikada bir yavasca karistiriimustir.

Sekil 3.1. Siv1 azotta ezilmis yaprak 6rnegi
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Sekil 3.2. Inkiibasyon

Sekil 3.3. Santrifiijden sonra iki fazli gériiniim

Bu islem sonunda 24:1 oraninda kloroform + isoamil alkol karisimi (CIA)
eklenmis ve 10000 rpm’de 10 dakika (4°C) santrifiij yapilmistir. Olusan {ist faz
alinarak yeni bir tiipe aktarilmis ve yine bir dnceki asama tekrarlanmis ve iist faz
alinmigtir. Bunun {izerine 10 M Amonyum asetat (NH4OAc) ve 3 M Sodyum
asetat (NaOAc pH:5,5) eklenmistir. Tiipler ters yiiz edilerek karistirilmistir.
Bunun iizerine de 500 pl 2-propanol eklenmis, hafifce tekrar karistirilmis ve DNA
iplik¢igi gozle goriiliir hale getirilmistir. 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek
DNA tiipiin dibine ¢oktiiriilmiistiir.

Ust faz alinarak, elde edilen DNA’nin iizerine yikama soliisyonundan (%70
EtOH/10 mM amonyum asetat) 200 pl eklenmistir. DNA’lar yikandiktan sonra
santrifiij yapilmistir. Yikama soliisyonu cekildikten sonra 37°C’de Thermomixer
Comfort (Eppendorf) cihazinda tiip kapaklari acik olacak sekilde DNA’lar
kurutulmaya birakilmistir. Son evrede ise ethanol ugtuktan sonra
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kuruyan DNA {izerine 200 ul TE tamponu (10 mMTris, 1 mM EDTA, pH:8,0)
eklenmistir. 37°C 350 rpm’de Thermomixer Comfort (Eppendorf) cihazinda 1-2
saat inkiibasyona birakilmistir. DNA’lar TE tamponunda iyice ¢oziindiikten sonra
-20 °C’de saklanmustir.

3.3.3. DNA Miktar Tayini

PCR reaksiyonlarinda her 6rnekten esit miktarda DNA alinmasi gereklidir.
Izole edilen cift iplikli DNA miktarmin tayini UV-spektrofotometrede (CARY
100 Bio UV-Visible Spectrophotometer Varian EL04 123687) 260 nm dalga boyu
absorbsiyon degerinden faydalanilarak yapilmis ve OD sonuglarindan hesaplanan
DNA miktarlarina gére PCR analizi i¢in pl’de 25 ng olacak sekilde TE (Tris-
EDTA) ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

DNA Kkalitelerini kontrol etmek amaciyla ornekler eloktroforezde %1°lik
agaroz jelde yiritilmistir. Elektroforez islemi Fisher Biotech, FB-LSU-1
cihazinda gergeklestirilmis ve UV transillumination (Bio-Vision 1000) cihazinda

goriintiilenmistir.

3.3.4. PCR islemi (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Haritalama populasyonunun olusturulmasinda kullanilan ebeveynler ile
bunlarin F2 bitkilerinde farkli SSR primerleri kullanilarak 6ncelikle PCR
optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon calismalarinda 6ncelikle Cizelge 3.2 ve

Cizelge 3.4’de verilen CIMMYT protokolii (CIMMYT, 2005) kullanilmistir.

Cizelge 3.2. PCR isleminde kullanilan 1. PCR protokolii

Bilesenler Miktarlar: (Toplam 10 ul)

DNA (25ng/pl) 2 ul
10X Taq Buffer 1 ul

dNTP Mix (10 mM) 0.5 pul

Primer F (10 uM) 0.5 pul

Primer R (10 uM) 0.5 pul

MgClI2 (50 mM) 0.8 pul

ddH20 4.6 ul

Taq Enzym (5 U/ul) 0.1 pl
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Cizelge 3.3. PCR protokoliinde kullanilan 1. PCR programi1 (touchdown PCR).

1 dongii 9 dongii 29 dongii 1 dongii
94°C’de 3dak. 94°C’de 30 sn. 94°C’de 30 sn. | 72°C’de 10dak.
60°C’de 30 sn. 50°C’de 30 sn.

(dongiide 1°C azalma) | 72°C’de 30 sn.
72°C’de 30 sn.

Yapisma sicakligi primere gore degisiklik gostermistir

Cizelge3.4. PCR isleminde kullanilan 2. PCR protokolii

Bilesenler Miktarlar: (Toplam 15 pl)
DNA (25ng/pl) 2 ul
10XTaqBuffer 1.5 ul

dNTPMix (10 mM) 0.3 ul
Primer F (10 uM) 0.2 ul
Primer R (10 uM) 0.2 ul
MgCI2 (50 mM) 1.5 ul
ddH20 9.1 ul
TaqEnzym (5 U/ul) 0.2 ul

Cizelge 3.5. PCR protokoliinde kullanilan 2. PCR programi (touchdown PCR).

1 dongii 10 dongii 35 dongii 1 dongii
94°C’de 2 dak. 94°C’de 1 dak. 94°C’de 1 dak. | 72°C’de 1 dak.
65°C’de 1 dak. 55°C’de 1 dak.

(dongiide 1°C azalma) | 72°C’de 1 dak.
72°C’de 1 dak.

Yapisma sicakligi primere gore degisiklik gostermistir

Haritalama populasyonunun olusturulmasinda kullanilan ebeveynler ile
bunlarin F» bitkilerinde incelenen SSR primerlerinde iki farkli PCR protokolii ve
PCR programi kullamlmistir (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.5)
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PCR isleminin uygulanmasinda Eppendorf Mastercycler Gradient (Sekil
3.5) ve Bio-Rad T100 Thermal Cycler (Sekil 3.4) kullanilmigtir.

Sekil 3.4. Bio-Rad T100 Thermal Cycler

Sekil 3.5. Eppendorf Master Cycler Gradient

SSR primerleri ekmeklik bugdayin 7DS kromozomu iizerinde daha 6nceden
haritalanmis olan primerlerden belirlenmistir. Primerlerin belirlenmesinde ve baz
dizilislerinin ortaya konmasinda Roder et al. (1998), Somers et al. (2004) ve
Graingenes (2012) web sayfalarindan faydalanilmigtir. Haritalama populasyonu
icin belirlenen Basribey x 15 nolu hat melez kombinasyonunun F bitkilerinde ve
ebeveyn ile F; taramalarinda kullanilan toplam 20 adet SSR primerinin baz dizilisi

ve kromozom lokasyonu Cizelge 3.6’da gdsterilmistir.
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Cizelge 3.6. Projede kullanilan bugday genomuna ait SSRprimerleri, baz diziligleri kromozom lokasyonlari

No Marker Kromozom Forward Reverse

1 CFD21 7D/1D/1A CCTCCATGTAGGCGGAAATA TGTGTCCCATTCACTAACCG

2 WMC702 7D I2A GAATCACATCGAATGGATCTCA GAGGCCTTTTTCGATATTCTGC

3 GWM473 7D/ 7A A TCATACGGGTATGGTTGGAC CACCCCCTTGTTGGTCAC

4 BARC128 7D /5B /1B GCGGGTAGCATTTATGTTGA CAAACCAGGCAAGAGTCTGA

5 WMC653 7D/7B/3B AGTGTTTTAGGGGTGGAAGGGA CGGAACCCTAAACCCTAGTCG

6 WMC182 7D/ 7B.2/7B.1/ 7B/ TA/6B/6A/4AD/3B GTATCTCACGAGCATAACACAA GAAAGTGTATGGATCATTAGGC
7 CFD2.1 7DI/6A/SD/5B/5A.2/5A.1/5A/4B/4AAI3D/3AI2DI2A/1B GGTTGCAGTTTCCACCTTGT CATCTATTGCCAAAATCGCA

8 WMC489 1D/2B/3A/AD/5AI7D CGAAGGATTTGTGATGTGAGTA GGACAACATCATAGAGAAGGAA
9 WMC630 2A/7D/2D/5D/1A/5A ATAATGCACGGTAGGACTGAGG CATACTGAGACAATTTGGGGGT
10 WMC473 4A/6B/7D TCTGTTGCGCGAAACAGAATAG CCCATTGGACAACACTTTCACC
11 CFD193 2D/3A/3D/ADITAITD GCTGCCGCTACTGTCTGTC GGCACACTCACACACCACAC

12 WMC488 TAITD AAAGCACAACCAGTTATGCCAC GAACCATAGTCACATATCACGAGG
13 BARC172 7B/7D GCGAAATGTGATGGGGTTTATCTA GCGATTTGATTTAACTTTAGCAGTGAG
14 GWM121 5D/7D TCCTCTACAAACAAACACAC CTCGCAACTAGAGGTGTATG

15 WMC150 3A/5A/5D/6AITD CATTGATTGAACAGTTGAAGAA CTCAAAGCAACAGAAAAGTAAA
16 BARC121 6D/ 7A /7D ACTGATCAGCAATGTCAACTGAA CCGGTGTCTTTCCTAACGCTATG
17 WMC797 2D /7D CGAAACCCTAGATGAAGC ACACAACCACAGGTGAGTTGTTCT
18 GWM111 7B /7D TCTGTAGGCTCTCTCCGACTG ACCTGATCAGATCCCACTCG

19 BARC214 7D CGCTTTCGGGACAGTGAAGGTGTAT CGGTACGCGCGAGGAGGAAGAAGG
20 CFD68 1A-71D TTTGCAGCATCACACGTTTT AAAATTGTATCCCCCGTGGT
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3.3.5. Poliakrilamid Jel Elektrofezi

Caligmada %@8’lik poliakrilamid jel kullanilmistir (Cizelge 3.7). %8’lik
akrilamid jelde Protean Il xi cell (Bio-rad) dikey elektroforez sisteminde (Sekil
3.5) sabit 90 V’da yaklasik olarak 16 saat yiiriitiilmistiir. Standart markor olarak
50 bp’lik DNA ladder (NEB) kullanilmustir (Sekil 3.7).

Cizelge 3.7. %8’lik poliakrilamid jel

% 8’lik akrilamid gel

% 40’11k akrilamid | 44 ml
10XTBE 22 ml
Su 154ml
% 10’luk APS 1.5ml
TEMED 180 l

Sekil 3.6. Jel yiikleme goriintiisii
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bp ng
—1350 103

-916 70

-766 58

54

—630 50

45

550 42

Sekil 3.7. 50 bp’lik DNA ladder (NEB 3236)

3.3.6. Poliakrilamid Jelin Boyanmasi ve Goriintillenmesi

Elektroforez islemi bittikten sonra DNAnin degerlendirilebilmesi icin jeller
ethidium bromide ile boyanmustir. Jeller 2 pg/ml ethidium bromide igeren saf suda
20 dakika c¢alkalanarak boyanmis ve daha sonra fazla boyay1 uzaklastirmak

amaciyla saf suda yikanmistir (Sekil 3.8).

Bantlarin degerlendirilmesi UV transilluminator (BIO-VISION 1000) ile
UV 1sik altinda incelenip dijital fotograf makinasi ile fotograflar1 ¢ekilmistir
(Sekil 3.9).



Sekil 3.8. Jellerin Boyanmasi

Sekil 3.9. BIO-VISION 1000 ile goriintiileme

3.3.7. Bantlarin Degerlendirilmesi

F, bireylerinde SSR primerlerinin degerlendirilmesi anne ve baba
ebeveynlerin bant desenlerine bakilarak yapilmistir. Anne ve baba ebeveyn her
jelin basinda yer almistir. Incelenen biitiin primerler kodominant yapi gdstermis
ve bu nedenle F2 bireyi anne bandina sahipse A (anne), baba bandma sahipse B
(baba), her iki bandi da barindirtyorsa H (heterozigot) skorunu almistir.

Bu sekilde tiim F populasyonunda degerlendirilen primerlerden elde edilen
veri matrixi Microsoft Excel dosyasina girilmis ve JOINMAP version 4.0
programinda (Van Ooijen 2006) kullanilacak sekilde text dosyasit haline
getirilmistir. Ayn1 program lizerinde bu primerlerin linkage gruplar1 olusturulmus
ve bugday kromozomu iizerindeki yeri ve siralar1 belirlenmistir. Haritalarin

olusturulmasi ve tetkik edilen fenotipik 6zelliklerle markorler arasindaki
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baglantinin ortaya konmasi i¢in linkage haritalar1 ve QTL analizleri MAP QTL
6.0 (Van Ooijen 2009) programinda yapilmistir. QTL analizlerinde Markor
Regresyon Analizi ve Interval mapping metodlar1 kullanilmistir. Rekombinasyon
frekanslar1 Kosambi (Kosambi, 1944) haritalama fonksiyonuna doniistiiriilmiis ve
onemli QTL’ler LOD skoru 3 ve iistii (P = 0.05) olanlar kabul edilmis ve
incelenen 6zellige bagli oldugu belirtilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Basribey ve 15 nolu hat arasinda polimorfik sonu¢ veren primerler
(BARC128, WMC473, WMC488, WMC702, GWM121, WMC797, WMC150,
GWM11l, BARC214, CFD68, CFD193) ile haritalama popiilasyonunda
kullanilacak F; bitkilerinin hibrit olup olmadiklar1 belirlenmistir.

Basribey x 15 nolu hat kombinasyonuna ait F> bitkilerindeki SSR analizleri
projenin baglangicinda 200 tek birey ile baslamig ancak fenotipleme sirasinda
¢imlenme sorunlar1 nedeniyle bazi bitkiler analiz dis1 birakilistir. Bu sebeple SSR
analizlerinde 190 F bireyinden olusan bir populasyon kullanilmistir ve haritalama
bu populasyonda yapilmistir.

Basribey x 15 nolu hat kombinasyonunun ebeveynlerinde toplam 20 SSR
primeri incelenmistir. igerisinde Rus bugday afidine dayaniklilik saglayan genlere
ait markorlerin de bulundugu ve ebeveynler arasinda polimorfik olan 11 adet SSR

primeri (Sekil 4.1) 190 bireyden olusan F2 populasyonunda tek tek taranmistir.

B 15 15 B IS B IS5 B I§

Sekil 4.1.Farkli SSR primerlerinin Basribey ve 15 nolu hat ebeveynlerinde sonuglari (B: Basribey,
15: 15 nolu hat, M: Mark®ér).

F> populasyonunda taranan 11 adet SSR primerinden bir tanesi olan
GWMI121 primerinin 190 bireydeki goriintiileri Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7,
4.8, 49 ve 4.10°da verilmistir. Her seklin basinda populasyonu olusturmada

kullanilan ebeveynler olan Basribey ve 15 nolu hat yer almistir.
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Sekil 4.2.GWM121 primerinin F, populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F2 bireyleri, M: Markoér).

M B IS5 2 B %4 25 2 2728 29 30 31 32 3 34 35 3 37 3% 39 4 4 4

Sekil 4.3.GWM121 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglari(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F, bireyleri, M: Markor).

M B I5 8 #4 4 4 4 8 49 0 51 2 53 4 5 56 57 38

Sekil 4.4.GWM121 primerinin F, populasyonunun 43-63 numaral: bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F, bireyleri, M: Markor).
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67 68 6 70 71 M B M 5 T TN B

Sekil 4.5GWM121 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F, bireyleri, M: Markor).

T

fﬂgﬁﬁu  ﬁ%,

L
Ehe- .4

v M

Sekil 4.6.GWM121 primerinin F, populasyonunun 85-105 numaral1 bireylerdeki sonuclari(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F, bireyleri, M: Markor).

15 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126

Sekil 4.7.GWM121 primerinin F, populasyonunun 106-126 numaral: bireylerdeki sonuglari(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F, bireyleri, M: Markor).
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15 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 13§ 139 140 141 142 143 144 145 146 47

Sekil 4.8.GWM121 primerinin F, populasyonunun 127-147 numaral: bireylerdeki sonuglari(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F, bireyleri, M: Markér).

M B IS5 148 149 150 ISI 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

Sekil 4.9.GWM121 primerinin F, populasyonunun 148-168 numaral: bireylerdeki sonuglart.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F, bireyleri, M: Markor).

M B 15 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190

Sekil 4.10.GWM121 primerinin F, populasyonunun 169-190 numaral: bireylerdeki sonuglart.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F, bireyleri, M: Markor).
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Cizelge 4.1. GWM121 markoriiniin 190 bireydeki bant sonuglari

GWM121
1JEL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 |17 | 18 | 19 | 20 | 21
A A H H H H H H H H H B A B H H H H A H A
2 JEL 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42
0 B B H A A B H H A H H H H H B B H A H B
3.JEL 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48 | 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63
H H A H H H H A H H A A H H B B H A A A H
4 JEL 64 | 65 | 66 | 67 [ 68 | 69 | 70 | /1 |72 |73 | 74 | 75 |76 |77 | /8|79 |80 |8 |8 | 8| 84
A H A H H H B H H H H H B H A H A H A H B
5 JEL 85 | 86 | 87 | 88 [ 89 | 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99 | 100 | 101 | 102 | 103 | 104 | 105
H H A A H H H H H A A A H B H B H A A H B
6.JEL 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120 | 121 | 122 | 123 | 124 | 125 | 126
H B H H B H A H A A H B A H H A A H H A B
7 JEL 127 1128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143 | 144 | 145 | 146 | 147
H H A H H H H H H H B H H H B B A H B H A
8.JEL 148 | 149 | 150 | 151 | 152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160 | 161 | 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168
A H H H 0 H H H B B H B A H H H H H A H H
9.JEL 169 | 170 | 171 | 172 | 173 | 174 | 175|176 | 177 | 178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189
H A A H A H H B H A H B A A H H B H A B B
190
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Basribey x 15 nolu hat kombinasyonuna ait F> bitkilerindeki bireylerin
GWM121 markdrii ile taranmasi sonucu 190 bireydeki anne, baba ve heterozigot
genotipik bant desenleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1°de ‘0’ olarak ifade
edilen bireylerde bant deseni gdzlenememistir. Bu bireylerden 49 tanesi anne bant
desenini, 32 tanesi baba bant desenini, 107 tanesi ise heterozigot bant desenini

gostermektedir. Ayrica 2 tane bireyde ise bant deseni gdzlenememistir.

Projede kullanilan SSR primerlerinin taranmasi sonucunda bazi primerler
analiz disinda birakilmistir. Bu SSR primerleri anne ve babada polimorfik sonug
vermelerine ragmen F» bireylerinde stabil olmayan bant deseni sergilememisler
veya farkli jellerde farkli boyutlarda bant vermislerdir. Ebeveynlerde polimorfizm
gosteren diger bazi SSR primerleri ise yine F2 populasyonunda beklenmedik
monomorfik sonuglar vermistir. Bu nedenlerle 20 SSR primeri igerisinde 11 tanesi
ebeveynlerde polimorfik sonu¢ verdiginden haritalama  c¢aligmasinda
kullanilmigtir. 11 primerden GWM121 disindaki diger 10 primerin jel goriintiileri

ise Ekler kisminda verilmistir.

Turanli vd., (2014)’nin yaptig1 ¢alismada belirlenen ve QTL haritalamasinda
kullanilan F> populasyonuna ait bitkilerin F3 ailelerinde her ailede
10 bitki olacak sekilde kloroz, kivrilma, afit yogunlugu ozelliklerine ait
fenotipleme sonuglar1 alinmistir (Cizelge 4.2). Haritalama ¢aligmalarinda,

fenotiplenen 10 bitkinin ortalama skor degerleri kullanilmistir.
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Cizelge 4.2. Basribey x 15 nolu hat melezlemesinin F3 ailelerinde QTL
fenotipleme sonuglari

0 Afi 3 Afi
A,::Le Kloroz |Kivrilma Yogunlulgtuu A’:::)e Kloroz Kivrilma Yogunluléu
1 3.11 2.56 2.00 54 4.80 3.00 0.70
2 4.20 2.90 1.50 55 4.00 1.90 1.90
3 3.80 2.90 2.00 56 4.10 2.40 1.60
4 3.50 2.30 1.80 57 4.10 2.70 1.60
5 4.70 2.50 1.10 58 4.44 2.67 1.44
6 4.00 2.50 1.70 59 4.89 3.00 0.89
7 4.20 3.00 1.89 60 5.00 2.80 0.70
8 5.50 3.00 0.50 61 3.50 3.00 2.63
9 5.80 3.00 0.30 62 4.30 3.00 1.60
10 4.63 2.75 1.38 63 4.50 2.40 1.20
11 5.33 2.78 0.56 64 4.70 3.00 1.20
12 3.00 1.70 2.30 65 3.33 1.89 1.89
13 4.80 2.90 1.20 66 3.63 3.00 2.38
14 3.20 1.60 2.60 67 4.00 1.89 1.78
15 4.33 2.33 1.33 68 4.40 2.40 1.20
16 3.60 1.60 2.00 69 4.30 2.60 1.50
17 4.50 2.25 1.25 70 5.11 2.56 0.56
18 411 2.11 1.56 71 4.90 2.80 0.80
19 5.00 3.00 1.00 72 4.10 2.10 1.60
20 2.70 2.10 2.00 73 5.11 2.44 0.44
21 4,40 2.80 1.60 74 4.20 2.30 1.10
22 4.70 2.20 1.10 75 3.63 1.50 1.63
23 4.00 1.89 1.67 76 3.80 2.00 1.70
24 3.60 1.30 1.70 77 4.40 2.50 1.20
25 3.22 2.33 2.67 78 5.70 3.00 0.30
26 4.60 3.00 1.40 79 4.00 2.50 1.25
27 2.60 2.40 2.20 80 4.80 2.50 1.10
28 3.89 2.00 1.78 81 4.00 2.30 1.60
29 3.60 2.50 2.20 82 4.67 2.22 1.11
30 4.70 3.00 1.30 83 4.35 2.31 1.22
31 5.40 3.00 0.60 84 4.20 2.30 1.30
32 3.40 1.70 2.00 85 4.50 2.40 1.50
33 5.00 2.70 0.80 86 4.78 3.00 1.11
34 4.22 2.56 1.44 87 4.90 2.70 1.00
35 4.80 2.40 0.70 88 4.80 2.60 0.90
36 4.78 3.00 1.11 89 4.22 2.56 1.44
37 3.70 2.00 1.70 90 4.33 2.33 1.22
38 5.33 2.83 0.67 91 5.00 2.75 0.63
39 411 2.33 1.56 92 3.33 2.22 2.33
40 5.00 3.00 1.00 93 2.90 1.90 2.00
41 4,22 2.44 1.67 94 2.80 2.10 2.10
42 411 2.33 1.33 95 4.80 2.60 0.80
43 4.20 3.00 1.80 96 4.13 2.38 1.38
44 3.88 2.75 1.88 97 3.50 2.60 2.00
45 5.40 3.00 0.50 98 3.89 3.00 1.89
46 4.60 2.60 1.20 99 2.57 2.00 2.14
47 3.20 2.20 2.00 100 2.60 1.50 1.50
48 4.30 2.60 1.50 101 4.00 2.83 1.83
49 4.22 2.33 1.89 102 4.50 2.00 1.00
50 5.80 3.00 0.20 103 3.30 1.90 2.50
51 4.60 2.60 1.20 104 3.63 1.88 1.75
52 4.89 2.89 1.00 105 2.50 2.10 2.00
53 2.86 2.14 2.43 106 4.75 3.00 1.25
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izelge 4.2. Basribey x 15 nolu hat melezlemesinin F3 ailelerinde QTL
enotipleme sonuglar1 (Devamu)

F3 . F3 .
'Al:::)e Kloroz |Kivrilma Yogurﬁuléu 'A’:;:)e KlorozKivrilma Yogulﬁuléu
107 4,50 2.63 1.00 149 3.40 1.20 2.40
108 3.50 2.38 2.00 150 4.30 2.10 1.70
109 3.75 2.25 1.75 151 4.40 2.50 1.40
110 3.13 1.38 2.13 152 3.00 2.13 1.88
111 4.00 2.89 1.78 153 3.50 2.88 2.13
112 4.00 2.60 1.80 154 4,56 3.00 1.33
113 3.56 1.78 2.00 155 3.33 1.56 2.22
114 3.14 2.00 2.00 156 4.50 2.60 1.00
115 3.56 1.56 1.89 157 3.70 2.90 1.90
116 2.70 2.20 2.10 158 5.11 2.78 0.78
117 2.70 1.70 2.50 159 3.10 1.70 2.60
118 3.70 2.20 1.50 160 4.60 3.00 1.80
119 3.60 2.50 1.40 161 3.40 2.00 2.30
120 3.88 1.88 1.75 162 3.22 1.44 2.44
121 3.11 1.89 2.00 163 3.75 2.75 1.75
122 5.20 3.00 0.80 164 4,13 3.00 1.63
123 4.00 2.57 1.71 165 3.33 2.00 1.56
124 4.30 2.60 1.30 166 3.86 3.00 1.86
125 4.50 2.63 1.25 167 4.40 3.00 1.10
126 5.67 3.00 0.33 168 2.89 1.22 2.67
127 5.56 3.00 0.22 169 5.20 3.00 0.50
128 3.40 2.30 1.70 170 4.44 2.33 1.22
129 4.50 3.00 1.30 171 4.00 2.78 1.56
130 5.50 3.00 0.50 172 3.60 1.60 2.10
131 4.90 2.80 1.00 173 3.80 2.70 1.70
132 4.00 2.20 1.60 174 3.60 2.20 1.70
133 4.10 1.80 1.60 175 3.60 2.20 2.00
134 4.30 2.30 1.50 176 3.90 2.30 1.50
135 4.30 1.70 1.40 177 3.44 1.89 2.00
136 4.70 3.00 1.30 178 3.78 2.78 211
137 4,50 3.00 1.30 179 3.25 2.63 2.13
138 5.20 3.00 0.80 180 3.63 2.25 1.63
139 3.50 1.30 1.90 181 4.10 3.00 1.60
140 3.78 1.78 2.00 182 2.63 2.50 2.25
141 4.50 2.80 0.70 183 3.60 2.70 1.80
142 4.44 2.00 0.89 184 3.90 2.20 1.90
143 4.75 2.38 0.88 185 3.10 2.00 1.80
144 4.20 1.60 1.70 186 4.00 2.10 1.60
145 4,57 2.43 0.57 187 3.00 2.40 2.30
146 3.70 2.60 1.50 188 4.00 2.56 1.56
147 4.31 2.29 1.22 189 3.50 1.80 1.80
148 4.50 2.10 1.50 190 4.10 2.10 1.10

Klorosiz ve yaprak kivrilma 6zelliklerininin F2 generasyonunda genotipik ve

Fs ailelerindeki fenotipik agilma oranlar1 Cizelge 4.3°de verilmistir. Afit

yogunlugu 6zelligi Rus bugday afidinin bugday bitkilerinde vermis oldugu zararla

tam olarak

tutulmamastir.

iliskilendirilemedigi

icin khi-kare analizine bu o6zellik tabi
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Yaprak klorozu agisindan 190 F2:3 ailesinden 43 aile homozigot dayanikli,
97 aile heterozigot dayanikli ve 50 aile homozigot duyarli olarak belirlenmistir.
Khi-kare analizi sonuglarina gore; bu ailelerin F» bitkileri 1RR: 2Rr: 1rr genotipik
acillma oranina sahip olmustur (x*= 0.61, P = 0.74). Aym F> bitkileri 3R:1S
oraninda fenotipik a¢ilma orami sergilemislerdir (y“= 0.59, P = 0.46). Her iki
dagilim oran1 da tek bir dominant gen modeline uymaktadir.

Yaprak kivrilmasi ozelligi bakimindan ise 190 F»:3 ailesinden 43 aile
homozigot dayanikli, 103 aile heterozigot dayanikli ve 44 aile ise homozigot
duyarli olarak saptanmistir. Khi-kare analizi sonuglarina gore; bu ailelerin F»
bitkilerinde 1RR: 2R: lrr genotipik acilma orani elde edilmistir (y>= 1.38, P =
0.50). Ayn1 F» bitkileri ise yaprak kivrilmasi 6zelligi bakimindan 3R:1S oraninda
fenotipik agilma orami sergilemislerdir (= 0.38, P = 0.57). Yaprak klorozunda
oldugu gibi buradaki kalitimin da tek dominant gen modeli oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.3. Rus bugday afidinde yaprak klorozu ve yaprak kivrilmasi fenotipik

acilma oranlari

Acilma Gozlemlenen | Beklenen 2 P degeri
oran oran

Yaprak

klorozu

o' 140 : 50 143 : 47 0.59 0.46 > 0.05

Fo g 43:97:50  |48:94:48 | 061 0.74> 0.05

Yaprak

kivrilmasi

Fo' 146 : 44 143 : 47 0.38 0.57 > 0.05

Foia 43:103:44 | 48:94:48 1.38 0.50 >0.05

* Bulunan y? degeri (F2igin P=0.05 df=1, F2: 3‘de df=1)= 3.8

! 3 homozigot ve heterozigot dayanikli: 1 duyarlr) Tek bir dominant genle Mendel fenotipik
acilma orani

# 1 homozigot dayanikli : 2 heterozigot dayanikli: 1 homozigot duyarli. Tek bir dominant genle
Mendel genotipik agilma orani,

2014°te yapilan TUBITAK projesinde (Turanl vd., 2014) ve sonrasinda yapilan
calismada (Tonk et al., 2015) haritalanmig primerlere ilaveten bu g¢alismada
kullanilan primerlerle (11 adet) birlikte toplamda 85 adet SSR primeri haritalama
calismasinda yer almistir. Kullanilan SSR primerleri ve kromozom lokasyonlari
Cizelge 4.4°de verilmistir. Bu ¢alismayla haritalamaya eklenen primerler koyu
renk olarak Cizelge 4.4’de gosterilmistir. Bu 85 adet primerden 46adedi harita
tizerinde yer alirken, 39 adedi haritalanamamistir. 46 adet markdér 14 linkage
grubu iizerinde haritalanmistir. Bir linkage gruplari iizerinde maksimum 7 markoér

(LG1) yer alirken, bu say1 minimum 2 olmustur.
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Cizelge 4.4. QTL analizinde kullanilan SSR primerleri ve kromozom
lokasyonlari.

Kromozom Kromozom
No lokasyonu Markor No lokasyonu Markor
1 1A GWM136 44 4B GWM513
2 1A BARC17 45 4B-4D GWM251
3 1A GWM357 46 4D WMC331
4 1A WMC716 47 4D GWM194
5 1A-1B WMC818 48 4D GWM609
6 1B GWM268 49 5A BARC40
7 1B rems1303 50 5A GWM291
8 1B GWM140 51 5A BARC56
9 1B-3B GWM153 52 5B WMC616
10 1B WMC128 53 5B WMC759
11 1B WMC134 54 5B WMCT75
12 1B GWM259 55 5D WMC443
13 1B-2A-5B WMC728 56 5D gdm63
14 1D GWM337 57 6A GWM169
15 7D BARC76 58 6A BARC37
16 1D CFD63 59 6B WMC486
17 1D-7A-1B-7B GWM106 60 6B GWM219
18 2A GWM339 61 6D CFD49
19 2A-2D GWM249 62 TA GWM276
20 2A WMC407 63 TA WMC596
21 2A WMC658 64 7B GWM302
22 2A WMC819 65 7B GWM400
23 2A GWM©95 66 7B GWM333
24 2B BARC200 67 7B WMC76
25 2B cfa2278 68 7D WMC463
26 2B GWM388 69 7D WMC634
27 2B WMC154 70 1D GWM 642
28 2D CFD51 7 7D BARC214
29 2D WMC112 72 7D /5B /1B BARC128
30 3A WMC169 73 7A-7D CFD68
2D/3A/3D/4ADI7TA
31 3A WMC532 | 74 /7D CFD193
32 3A WMC664 75 5D/7D GWM121
33 3B WMC78 76 3A/5A/5D/6A/7D WMC150
34 3B GWM340 77 4A/6B/7D WMCA473
35 3B WMC623 78 TAI7D WMCA488
36 3D GWM161 79 7D I2A WMC702
37 3D CFD141 80 2D/ 7D WMC797
38 4A BARC170 81 7B/ 7D GWM111
39 4A-7D GWM44 82 7D I4A GWM44
40 4A GWM601 83 7D CFD14
41 4A WMC313 84 7D CFD46
42 4A WMC707 85 7D BARC126
43 4A GWM397
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Olusturulan linkage haritas1 1226.9 ¢cM olup 14 linkage grubundan meydana
gelmistir (Sekil 4.11.). Iki markdr arasindaki ortalama uzaklik 26.67 ¢cM olarak

belirlenmistir.

Linkage grubu 1 (LG1) 365.9 cM uzunlugunda olup en biiyiikk linkage
grubunu olusturmaktadir ayrica 7 adet markorden olusmaktadir. Haritanin
%15.22°sini olusturmus ve iki markor arasindaki ortalama uzaklik 52.27 cM
olarak belirlenmistir. Linkage grubu 2 (LG2) 173.2 ¢cM uzunlugunda olup 4 adet
markoér bu grupta haritalanmistir. Haritanin %8.7° sini olusturan bu grupta 2
markor arasindaki ortalama uzaklik 43.3 ¢cM olarak belirlenmistir. LG3 65.3 ¢cM
biiytiklikten olusmus ve {izerinde 3 adet markor yer almistir. Toplam
haritanin%6.4’inli olusturan bu grupta 3 markor arasindaki uzaklik 21.77 cM
olarak saptanmistir. LG4, 29.9 c¢cM biiyiikliikten olusmus ve 2 adet markorden
meydana gelmistir. Haritanin %4.2° sini olusturmus ve 2 markdr arasindaki
uzaklik 14.95 cM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).

LG5, 80.6 cM uzunlugunda ve 3 adet markdrden meydana gelmistir.
Haritanin %6.4’{inii olusturmus ve iki markor arasindaki ortalama mesafe 28.87
cM olarak saptanmistir. LG6 en kiigiik linkage grubu olup 11.3 c¢cM biiyiikliikten
olusmus ve lizerinde 2 adet markor yer almistir Toplam haritanin %4.2’sini
olusturan bu grupta 2 markor arasindaki uzaklik 5.65 c¢cM olarak saptanmustir.
LG7 88.7 cM uzunlukta ve 4 adet markérden meydana gelmistir. Toplamda
haritanin %8.7’sini olusturan grupta 4 markor arasindaki ortalama uzaklik 22.18
CM olarak saptanmistir. LG8 31.5 ¢cM uzunlukta ve 2 adet markérden meydana
gelmigtir. Haritanin %4.2°sini olusturan grupta 2 markor arasindaki ortalama
uzaklik 15.75 c¢cM olarak belirlenmistir. LG9 187.2 ¢cM uzunlukta ve 5 adet
markdrden meydana gelmistir. Haritanin %10.7’sini olusturan grupta 5 markor
arasindaki ortalama uzaklik 37.44 cM belirlenmistir. LG10 42.6 ¢cM uzunlugunda,
4 adet markérden meydana geldigi, haritanin %8.7’sini olusturdugu ve bu grupta
4 markor arasindaki uzakligin 10.65 cM oldugu belirlenmistir. LG11 50.4 cM
uzunlukta ve 3 adet SSR markoriinden meydana gelmistir. Bu grup haritanin
%6.4’linli olusturmus ve bu gruptaki 3 markdr arasindaki uzaklik 16.8 ¢cM olarak
belirlenmigtir. LG12 65.3 ¢cM wuzunlugunda ve 3 adet markdrden meydana
gelmigtir. Haritanin %6.4’{inii olusturmus ve 3 markor arasindaki uzaklhik 21.77
cM olarak belirlenmistir. LG13 12.5 ¢cM uzunlugundadir ve bu grupta 2 adet
markor haritalanmigtir. Haritanin %4.2’°sini olusturan grupta 2 markor arasindaki
uzaklik 6.25 ¢cM olarak hesaplanmistir. LG14 22.5 ¢M uzunluktan olusmus ve

tizerinde 2 adet markor haritalanmistir. Toplam haritanin %4.2’sini olusturan
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grupta 2 markor arasindaki ortalama uzaklik 11.25 cM olarak saptanmistir
(Cizelge 4.5).

0.0 —— GWm121
19.9 —— Dn100695 0.0~ GWM2S8
355 —1— CFD14
41.5 —— CFD46
485 —1T— GWm44
0= 31— GWMIS3
535 BARC126 0.0 —— GWM259 0.0 —fT— WMC671
491 -1 WMC134
0.0 WMC532
19.0 = GWM140
0.0 WMC616
88.7 —1— WMC463
36.1— 1 WMC634
s 1.3 WMCT759
%2 CFD66 o\ U pemstos 463 - wmcrs 299 WMC664 44 5 ——— BARCTE

LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6
00— BARC128
0.0 —f— WMC76
294 ——1 GWM388
0= SN m 34.7 — CFA2278
00 CFD51
28.4 ——— GWM333
535 —— BARC200
502—o— GWM302 315 WMC112  69.6 —=— WMC154
LG7 LG8 LG9
0.0 — T GWM601
0.0 —— GWM397
74— BARCI7
0.0 GWM5
57 GWM249
99 WMCB19
262 —-— BARC170
2770 GWM339 430 —)— whmcT16 39.1 —— WiCTo7
LG10 LG11 LG12
0.0 WMC623
0.0 T GWM251
125 —=— GWM513 25 WMCT78
LG13 LG14

Sekil 4.11. Basribey x 15 nolu hat F2 populasyonunda elde edilen linkage genom haritasi.
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Cizelge 4.5. F, populasyonunda elde edilen linkage haritasinin 6zellikleri.

Linkage Uzunluk iki Markor Arast
Grubu(LG) (cM) Markor Sayisi Ortalama Uzaklik (cM)

LG1 365.9 7 (%15.22) 52.27

LG2 173.2 4 (%8.7) 433

LG3 65.3 3 (%6.4) 21.77

LG4 29.9 2 (%4.2) 14.95

LG5 80.6 3 (%6.4) 28.87

LG6 11.3 2 (%4.2) 5.65

LG7 88.7 4 (%8.7) 22.18

LG8 315 2 (%4.2) 15.75

LG9 187.2 5 (%10.7) 37.44

LG10 426 4 (%8.7) 10.65

LG11 50.4 3 (%6.4) 16.8

LG12 65.3 3 (%6.4) 21.77

LG13 12.5 2 (%4.2) 6.25

LG14 22.5 2 (%4.2) 11.25
Toplam 1226.9 46 26.67

4.1. Kloroz ozelligi ile ilgili QTL analizi sonuglar:

Incelenen o6zelliklerden kloroz &zelligine ait markdr regresyon analizi
sonucunda 7 adet QTL belirlenmistir. Bunlardan ikisi (WMC702 ve WMC150)
herhangi bir linkage grubunda yer almamis ve WMC702 markorii fenotipik
varyasyonu %4.4 ve WMCI150 markori ise %4.3 olarak agiklamistir. CFD14,
CFD46, WMC463 ve BARCI126 markorleri ise 1. linkage grubunda yer almis ve
sirastyla toplam fenotipik varyasyonun %7, %S5.3, %4.5 ve %4.4 olarak
aciklamiglardir. WMC112 mark®drii ise 8. linkage grubunda yer almis ve fenotipik
varyasyonu %4.4 olarak aciklamistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Kloroz 6zelligine ait markor regresyon analizi sonuglari.

Markor Linkage Grup (LG) R2 LOD
CFD14 LG1 7 2.99
CFD46 LG1 53 2.26
WMC463 LG1 4.5 1.89
WMC702 Bagimsiz 4.4 1.88
BARC126 LG1 4.4 1.84
WMC112 LG8 4.4 1.84
WMC150 Bagimsiz 4.3 1.81

4.2. Kivrilma 6zelligi ile ilgili QTL analizi sonuclar:

QTL analizlerinde incelenen yaprak kivrilmasina iliskin sonuglar Cizelge
4.7°de verilmistir. Bu ozellikle ilgili 9 adet QTL bolgesi saptanmistir. Cizelge
incelendiginde; WMC702 ve BARC214 markarleri herhangi bir linkage grubunda
yer almamasina ragmen toplam fenotipik varyasyonun sirasiyla %16.7 ve
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%4.6’s1m1 agiklamiglardir. LG9 grubunda bulunan GWM388 markdrii ise toplam
varyasyonun %5.9’luk bir boliimiinti agiklamistir. Kivrilma 6zelliginde gézlenen
toplam fenotipik varyasyonun %38.1 gibi biiyliik bir kismi birinci linkage
grubunda bulunan CFD14 primeri tarafindan agiklanmistir.

Cizelge 4.7. Kivrilma 6zelligine ait markor regresyon analizi sonuglart.

Markor GIE_UIS IZE%S) R2 LOD
CFD14 LG1 38.1 19.81
CFD46 LG1 35.9 18.36
GWM44 LG1 29.3 14.31
BARC126 LG1 21 9.74
WMC702 Bagimsiz 16.7 7.54
GWM121 LG1 7.1 3.06
GWM388 LG9 5.9 2.53
WMC463 LG1 5.3 2.26
BARC214 Bagimsiz 4.6 1.93

4.3. Afid yogunlugu ozelligi ile ilgili QTL analizi sonuclari

Afid yogunlugu QTL analizlerinde incelenen bir diger 6zellik olup bu
ozellikle ilgili markdr regresyon analizi sonucunda 3 adet QTL belirlenmistir.
Bunlardan iki tanesi (WMC407 ve CFD49) herhangi bir linkage grubunda yer
almamis ve toplam varyasyonun sirasiyla %6.4’linti ve %5.4linli agiklamistir.
Diger QTL LG1 grubunda bulunan WMC463 markorii toplam fenotipik
varyasyonun %4.6’sin1 agiklamistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Afid yogunlugu 6zelligine ait markor regresyon analizi sonuglari.

Markor Linkage Grup (LG) R? LOD
WMC407 Bagimsiz 6.4 2.72
CFD49 Bagimsiz 5.4 2.28
WMC463 LG1 4.6 1.96

Basribey x 15 nolu hat haritalama populasyonunda, genom haritas1 1226.9
cM uzunlugunda ve 14 linkage grubundan olusmustur. Iki markér arasindaki
ortalama uzaklik 26.67 cM olarak belirlenmistir. incelenen 6zelliklere ait markor
regresyon analizi sonuglarina gore; kloroz 6zelligine ait 7, kivrilma 6zelligine ait 9
ve afit yogunlugu ozelligine ait 3 adet QTL belirlenmistir. Bu QTL’lerden
ozellikle CFD14, CFD46 ve GWM44 markorleri kivrilma 6zelliginde goriilen
fenotipik varyasyonun biiylik bir boliimiinii agiklanmistir. Bu markorlerin

kivrilma Ozelligini aciklama ylizdeleri sirasiyla 9%38.1, %35.9, %729.3 tiir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Ulkemizde 6nemli bugday iiretim alanlarinda yaygin olarak goriilen Rus
bugday afidinin (Diuraphis noxia) gecmiste yapmis oldugu epidemilerle biiyiik
capta zarar verdigi gOriilmiistir. Bu zararli ile miicadelede ise kimyasal ve
biyolojik yontemlerle savasildiginda bu yontemlerin yetersiz oldugu goriilmiistiir
ve boylece dayaniklilik 1slah galismalarina hiz verilmistir. Genetik haritalama
caligmalarinda kullanilan SSR yonteminin kullanimi, sagladigi faydalardan
dolay1 gittikge artmaktadir. SSR’lar polimorfik oldugundan bitkilerde kisa
stirede yogun bilgiye ulasilmasi kolaydir. Rus bugday afidine dayanikli olarak
gelistirilen cesitlerle, zararlinin sorun oldugu bolgelerde basarili sonuglar elde
edilmigtir. Fakat gelistirilen bu dayanikli ¢esitlerdeki dayaniklilik genleri, Rus
bugday afidinin yeni biyotiplerince kirilip zararlinin yeniden etkin oldugu
gozlenmistir. Devamli olarak yapilan 1slah calismalariyla meydana gelen
biyotiplere kars1 ¢oziim olmasi maksadiyla yeni dayaniklilik genleri belirlenip,
hassas olan gesitlere aktarilmistir.

Ulkemizde Rus bugday afidine karsi en kapsamli galisma 2010 yilinda
Turanli vd. (2014)’nin “Rus Bugday Afidi’ne Dayanikli Bugday Cesitlerimizin
ve Dayaniklilik Mekanizmalarinin Saptanmasi” isimli bir TUBITAK projesiyle
yapilmistir. Yapilan bu calismayla; Rus bugday afidine karst dayaniklilik
durumlarinin incelenmesi, tilkemizde bulunan bugday c¢esitlerinin hangi
dayaniklilik genlerine sahip oldugunun belirlenmesi, dayaniklilik genlerinin
hassas cesitlerimize geri melezlemeyle aktarilmasi, dayanikli oldugu ortaya
cikan cesitlerle hassas olarak belirlenen ¢esitler arasinda F2 ve F3 populasyonlar
olusturularak QTL analizinin yapilmas1 ve uygun molekiiler markorlerin ortaya
konmas1 ve yapilan testlere gore D. Noxia'ya en dayanikli ve hassas iki ¢gesidin
baz1 biyokimyasal ve fizyolojik ozelliklerinin karsilastirilmas: amaglanmigtir.
Yapilan proje sonucunda; iilkemizde ve bolgemizde farkli kaynaklardan
dayanikli genotipler belirlenmis ve bu belirlenen dayamiklilik genleri yerel
cesitlerimize geri melezleme yontemiyle aktarilmaya baslamistir (Turanh vd.,
2014). Ayrica dayaniklilik saglayan genin 7DS kromozomu iizerinde yer aldigi

saptanmigtir.

Turanli ve ark., (2014)’nin yaptig1 projede afide duyarli Basribey yerli
cesidi ile ICARDA’dan temin edilen 15 nolu hat arasinda melezlemeler yapilmis
ve bunlarin F2 generasyonu elde edilmistir. 190 F» tek bitkisinden olusan bu

populasyon haritalama populasyonu olarak kullanilmigtir. Populasyon, SSR
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markorlerinin taranmasi ile afide dayanikliligi saglayan gen ya da gen bolgesine
en yakin markorii belirlemek amaciyla kullanilmistir. F, populasyonu SSR
markorleriyle genotipleme amaciyla taranirken ayni F, bitkilerinin F3 aileleri
afide dayaniklilikta kloroz, kivrilma ve afit yogunlugu &zelliklerinin
fenotiplenmesi i¢in degerlendirilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda Rus bugday
afidinin farkli biyotiplerine kars1 dayaniklilikta markor veya aday markor olarak
belirlenen primerler haritalama ¢alismalarinda kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore bu populasyondaki dayanikliik geni Dn6 geni olarak
belirlenmistir. GWM44 markorii bu gene en yakin markor olarak saptanmis ve
bugdaymn Rus afidine kars1 gostermis oldugu yaprak kivrilma o&zelliginde

gbzlenen fenotipik varyasyonu agiklamistir.

Bu projeden sonra Tonk et al., (2016) ayni haritalama populasyonunu
kullanarak SSR markoérii olan GWM44 markoriiniin bulundugu bugdaym 7D
kromozomunun kisa kolunda yer alan 10 tane ilave SSR markoériinii 190 F» tek
bitkisinde yeniden degerlendirmistir. Ayni linkage grubunda bulunan ve yaprak
kivrilmasindaki fenotipik varyasyonu biiyiikk oranlarda agiklayan, GWM44
markorii de dahil toplam 4 SSR markoériiniin dayanmiklilikla iliskili oldugunu

tespit etmislerdir.

Bu tez ¢alismasi ise yukarida agiklanan proje ve ek ¢alisma sonucunda Rus
bugday afidine dayaniklilik saglayan genin bulundugu 7DS kromozomu
tizerinde s6z konusu dayaniklilik genine daha yakin ve/veya yeni SSR
markdrlerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla projede kullanilan
haritalama populasyonundan yararlanilarak bugdaymm 7D kromozomunun kisa
kolunda lokalize olmus SSR markorleri ile rus bugday afidi dayaniklilig

arasindaki iligkiler incelenmistir.

Tez ¢alismasinda Basribey x 15 nolu hat melezinin 190 F» tek bitkisinden
olusan haritalama populasyonu kullanilmistir. Rus bugday afidinin bugday
bitkisinde verdigi zarar kloroz, yaprak kivrilmasi ve afit yogunlugu skorlamalari
ile degerlendirilmis ve bu veriler projeden alinmistir. Haritalama
populasyonunda TUBITAK projesi ve ek ¢alismada belirlenen SSR
markorlerinin - lokalize oldugu veya QTL bdlgesinin belirlendigi 7D
kromozomunun kisa kolunda daha onceden haritalanmis toplam 20 adet SSR
markoriiniin taranmasi hedeflenmistir. Bunlardan 11 adedi ebeveynler arasinda
polimorfik sonuglar vermis ve haritalama popiilasyonunda sadece bu primerler
incelenmistir. Rus bugday afidine dayaniklilikta kullanilan kloroz, kivrilma ve

afit yogunlugu ozelliklerini kontrol eden genler SSR markérleriyle saptanmaya
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calisilmistir. Sonug olarak Basribey x 15 nolu hat melezinin F. haritalama
populasyonunda, genom haritas1 1226.9 ¢cM uzunlugunda ve 14 linkage
grubundan olusmustur. ki markor arasindaki ortalama uzaklik 26.67 ¢cM olarak
belirlenmistir. Incelenen o6zelliklere ait markor regresyon analizi sonuglarina
gore; kloroz oOzelligine ait 7, kivrilma ozelligine ait 9 ve afit yogunlugu
ozelligine ait 3 adet QTL belirlenmistir. Bu QTL’lerden o6zellikle CFD14,
CFD46, GWM44, BARC126 ve WMC702 markorleri, kivrilma o6zelliginde
goriilen fenotipik varyasyonun biiyiik bir boliimiini acgiklanmistir. Bu
markdrlerin fenotipik varyasyonu agiklama yiizdeleri sirasiyla %38.1, %35.9,
%29.3, %21 ve %16.7°dir. Bu markdrlerin lod skorlart ise sirastyla 19.81, 18.36,
14.31, 9.74 ve 7.54’diir. GWM121 markorii dayaniklilik geninin hemen {ist
kisminda genden 19.9 ¢cM uzaklikta haritalanmis ve afidin bitkide olusturdugu
kivrilma 6zelligindeki fenotipik varyasyonu %?7.1 oraninda acgiklamistir.

Tonk et al., (2016)’un yaptig1 ¢calismada yaprak kivrilmasiyla iligkili QTL
bolgesinde, GWM44 markorii de dahil 4 markor tespit edilmistir. CFD14
markdriiniin yaprak kivrilmasindaki fenotipik varyasyonun %38.1’ini aciklarken,
maksimum lod skoru 19.81 olarak bulunmustur. Ayn1 mikrosatellit grubunda yer
alan CFD46 ise fenotipik varyasyonun %35.9’unu aciklamistir ve lod skoru ise
18.36’dir. GWM44 ve BARCI126 markorlerinin fenotipik varyasyonlari
sirastyla; %29.3 ve %21 agiklamisglar, lod skorlar1 ise sirasiyla 14.31 ve 9.74
olarak belirlenmistir. Bu ¢calismada elde edilen sonuclara gore ise yaprak klorozu
icin, CFD14 markorii fenotipik varyasyonu %7, lod skoru ise 2.99 olarak
aciklamistir. Kivrilma 6zelligiyle ilgili lod skoru 3 ve {izeri olan 6 adet SSR
markorii belirlenmistir. Gene yakin olarak ve bu calismada tespit edilen
GWMI121 markoérii ise kivrilma o6zelligindeki fenotipik varyasyonu %7.1
oraninda agiklamis, lod skoru ise 3.06 olarak belirlenmistir.

Liu et al., (2005), yaptiklari bir bagka arastirmada, Dn1, Dn2, Dn5 Dn6 ve
Dnx genleri ile karakterize edilmemis diger Dn genlerinin bugdayin 7DS
kromozomunda allelik varyasyonlarini gozlemlemislerdir. Ayrica, bu allelik
genlerin birbirlerine sikica bagli olduklarmi, Dn gen kiimesi olarak lokalize
olduklarini, bu bolgeye de GWMI111 markdriintin sikica bagli bulundugunu
saptamiglardir. Bu c¢alismada da bugdaymm 7DS kromozomu {iizerindeki
dayaniklilik saglayan gen bolgesi belirlenmis olup ayni popiilasyonda (Turanh
vd., 2014; Tonk et al., 2016) veya baska dayaniklilik kaynaklari kullanilarak
yapilan ¢alismalarla (Liu et al., 2002; Liu et al., 2005) parelel olarak s6z konusu
gen veya gen ailesi bolgesi saptanmustir.
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Diger taraftan bugday hatti olan CI 2401°’deki Rus bugday afidine
dayanikliligin tek bir dayaniklilik genine bagli oldugu belirlenmistir (Valdez et al.,
2012). Arastiricilarin yapmis oldugu calismada dayaniklilik genine en yakin
markor olan GWM437 markoriine ek olarak, GWM111 ve GWM44 markorlerinin
7D kromozumu {iizerinde bulunan Dn6 geni (Liu et al., 2002) ve Dn2’yle (Miller
et al., 2001) iliskili oldugu saptanmistir.Bu arastirma sonucunda ise; GWMI121

markdrl dayaniklilik geninin 19.9 ¢cM uzakliginda haritalanmistir.

Liu et al., (2002), Rus bugday afidi dayaniklilik genlerini belirlemek ve
haritalamak amactyla ThunderbirdxPI 372129 (Dn4), WichitaxP1372129 (Dn4),
WichitaxPI1243781(Dn6) ve AL359xP1243781(Dn6) melezlerinin F, haritalama
populasyonlarinda Dn4 ve Dn6 genleriyle c¢alismislardir. Bugdayin 1D
kromozomunun kisa kolunda Dn4 geni etrafinda iki markér (GWMI106 ve
GWM337) belirlemislerdir ve Dn6 genine ait 7D kromozomunun kisa kolunda
GWM44 ve GWM111 markérlerini saptamislardir. Liu et al., (2002), GWM44 ve
GWM111 markdrlerinin Dn6 geninden sirasiyla 3.0 cM ve 14.6 ¢cM uzaklikta
olduklarii belirlemislerdir. El Bouhssini et al., (2011), baz1 yerel ¢esitlerde SSR
markdrlerinden GWM44 ve GWMI111’in sirasiyla 180 ve 200 baz cifti
uzunlugunda band verdiklerini ve bu markéorlerin 7DS iizerinde bulunan Dnl,
Dn2, Dn5, Dn6 ve Dn9 genleri ile bagli oldugunu bildirmislerdir. Arastirict
bulgularimizla benzer olarak s6z konusu 7DS kromozom bdlgesinin dayaniklilig

saglayan bolge olarak belirtmislerdir.

Avustralya’da bir 1slah programinda duyarl ¢esitlere dayaniklilik genlerinin
aktarilmas1 amaciyla baglatilan bir 1slah programinda {i¢ adet farkli dayaniklilik
kaynagi kullanilarak yapilan ¢alismada GWM642 SSR markoériiniin Dn9 geniyle
yakin iliskide oldugu belirlenmistir (Cakir et al., 2009). Ayrica, GWM635 ve
GWMI111 markérlerinin 7D kromozomunda lokalize oldugunu ve buradaki

dayaniklilik genleriyle iligkili oldugunu da saptamiglardir.

Burd et al., (2006), Rus bugday afidinin tiir i¢i populasyon dagiliminin
bagimsiz oldugunu belirtmiglerdir. Diger taraftan farkli dayaniklilik geni iceren
bugday bitkileri yaprak bitinin beslenmesine farkli fenotipik tepkiler
sergilemislerdir (Haley et al., 2004).

Turanli vd., (2014)’nin yaptig1 projenin birinci geri melez basamaginda
kloroz ve yaprak kivrilma o6zellikleri i¢in dayaniklilik testlemeleri yapilmis ve
dayanikliligin dominant tek bir genle idare edildigi Khi-Kare analizleri sonucuyla
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belirlenmistir. F, generasyonunda fenotipleme yapan Turanli et al., (2012a)
araciligiyla ortaya konulan “dayanikliligin bir dominant gen ile kiigiik etkili minor
genlerle saglandig1” sonuglariyla bizim elde ettigimiz sonuglar parelellik
gostermistir. Peng et al.,, (2007) ve Valdez et al., (2012)’nin yaptiklar
caligmalarda Rus bugday afidine dayanikliligin dominant bir genle kalitildigi
saptamigtur. Bu durum, onceki c¢aligmalarla elde ettigimiz sonuglarin parelellik
gosterdigi ve sonucunda da Rus bugday afidine dayanikliligin dominant tek bir

gen ile saglandigini ortaya koymaktadir.

Rus bugday afidinin biyotip 2’sine dayaniklilik saglayan ve Onemli
dayaniklilik genlerinden olan Dn7 geninin bugdaym 1RS/1BL kromozomunda
bulunan bir ¢avdar geni oldugu ve ayrica bu genin bugdayda ekmeklik kalitesini
olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Bu genin markérleri ise BCD1434 ve KSUD14
olarak belirtilmistir. Turanl vd., (2014)’nin yaptig1 proje kapsaminda Basribey x
15 nolu hat arasinda yapilan melezlemenin F; generasyonu haritalama
populasyonu olarak kullanilmis ve elde edilen sonuglara gére bu populasyondaki
dayaniklilik geninin Dn6 geni olabilecegi belirtilmistir. GWM44 markorii bu gene
en yakin markdr olarak saptanmig ve bugdayda Rus afidine kars1 gostermis oldugu
yaprak kivrilma oOzelliginde gozlenen fenotipik varyasyonu aciklamistir. Bu
calismada ise ayni haritalama populasyonu olan Basribey x 15 nolu hat arasinda
yapilan F, generasyonu haritalama populasyonu olarak kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara bakildiginda dayaniklilik bdlgesi olarak yine ayni bdlge olan bugdayin
7DS bolgesi belirlenmistir. Ayrica, s6z konusu ayni haritalama populasyonunun
kullanan Tonk et al., (2016)’nin belirledigi markorlere (GWM44, CFD14, CFD46
ve BARCI126) ilaveten GWM 121 markoérii bu QTL bolgesi iizerinde haritalanmis
ve gene yakin bir markor olarak tespit edilmistir. Ayni haritalama popiilasyonunda
GWM44 markoriiniin yaninda bagka markdrlerin de QTL bolgesinde yer aldigi

diistintildiiginde s6z konusu dayaniklilik geninin Dn6 oldugu sdylenemez.

Tez caligmasindan elde edilen bu sonuglara gore;

- Tez ¢aligmasinda dayaniklilik kaynag: olarak kullanilan 15 nolu hatta bulunan

dayaniklilik geninin bugdaym 7D kromozomunun kisa kolunda bulundugu,

- S0z konusu dayaniklilik geninin bu bélgede daha O6nceden belirlenmis bir

dayaniklilik geni olabilecegi gibi yeni bir dayaniklilik geni de olabilecegi,
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- Dayaniklilik geninin tam olarak yeni bir gen olarak sdylenebilmesi i¢in gelecek
1slah calismalarinda ayni dayaniklilik kaynagi kullanilarak allelizm testinin

yapilmasi1 gerektigi,

- Ayrica bundan sonraki yapilacak Rus bugday afidine dayaniklilik ¢aligmalarinda
daha 6nceden belirlenen SSR markorlerine ilaveten GWM121 markdriiniin de yer

almasinin yararli olacagi soylenebilir.
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EKLER

Ek. 1 F, populasyonunda taranan BARC128 primerinin 190 bireydeki gériintiileri

Ek. 2 F, populasyonunda taranan BARC214 primerinin 190 bireydeki goriintiileri
Ek. 3 F, populasyonunda taranan CFD193 primerinin 190 bireydeki gériintiileri

Ek. 4 F, populasyonunda taranan GWM111 primerinin 190 bireydeki goriintiileri
Ek. 5 F, populasyonunda taranan WMC150 primerinin 190 bireydeki goriintiileri

Ek. 6 F, populasyonunda taranan WMCA473 primerinin 190 bireydeki goriintiileri
Ek. 7 F, populasyonunda taranan WMC488 primerinin 190 bireydeki goriintiileri
Ek. 8 F, populasyonunda taranan WMC702 primerinin 190 bireydeki goriintiileri
Ek. 9 F, populasyonunda taranan WMC797 primerinin 190 bireydeki goriintiileri

Fk. 10 Markorlerin Skorlanmasi



Ek. 1 F2 populasyonunda taranan BARC128 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

B3 14 15 16 17 18 19 20 2

Sekil A.1. BARC128 primerinin F2 populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglart.
(B:Basribey, 15: 15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M:Markor).

B W B % 27 8 H N 3N 2 B MOH 3N R P M4 4L

Sekil A.2. BARC128 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F, bireyleri, M: Markor).

M B IS 8 #4 4 4 4 4 49 50 51 52 53 54 55 56 57 8 59 60 o6l 62 63

Sekil A.3. BARC128 primerinin F populasyonunun 43-63 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F, bireyleri, M: Markor).



M B IS5 6 6 6 6 6 6 710 7 7273 7 75 7% 7 78 7 8 8 8 8 H

Sekil A.4. BARC128 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F; bireyleri, M: Markor).

M B I5 8§ 8 8 88 8 9% 9 % B % 9% % 97 9% 9% 100 100 102 103 104 105

Sekil A.5. BARC128 primerinin F, populasyonunun 85-105 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F; bireyleri, M: Markor).

M B 15 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 11§ 119 120 121 122 123 124 125 126

Sekil A.6. BARC128 primerinin F, populasyonunun 106-126 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F; bireyleri, M: Markar).



M B IS5 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147

Sekil A.7. BARC128 primerinin F, populasyonunun 127-147 numaral bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 bireyleri, M: Markér).

M B IS5 148 149 150 IS1 152 1S3 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

Sekil A.8. BARC128 primerinin F, populasyonunun 148-168 numaral bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 bireyleri, M: Markor).

M B 15 169 170 170 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190
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Sekil A.9. BARC128 primerinin F2 populasyonunun 169-190 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markar).



Ek. 2 F2 populasyonunda taranan BARC214 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

17 18 19 20 2

Sekil A.9. BARC214 primerinin F, populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglari.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M: Markar).

M B I5 2 B 4 2% 2 27 28 2 3 3 32 3 34 35 36 37 3% 39 4 4 4&

Sekil A.10. BARC214 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F;, bireyleri, M: Markor).



M B IS5 8 #4 4 4 4 4 4 50 51 52 53 54 55 56 57 8 59 60 61 62 63

Sekil A.11. BARC214 primerinin F2 populasyonunun 43-63 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F; bireyleri, M: Markor)

M B 15 64 6 6 6 6 6 70 71 72 1B M 75 % 77 B 79 8 8 8 8§

R

Sekil A.12. BARC214 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F;, bireyleri, M: Markor)

M B 15 8 8 8 88 8 9% 9 92 9B 9 95 9% 97 9% 99 100 101 102 103 104 105

Sekil A.13. BARC214 primerinin F2 populasyonunun 85-105 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F, bireyleri, M: Markor)



M B IS5 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 14 125 126
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Sekil A.14. BARC214 primerinin F2 populasyonunun 106-126 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F; bireyleri, M: Markor)

M B 15 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147

Sekil A.15. BARC214 primerinin F, populasyonunun 127-147 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F;bireyleri, M: Markor)

M B IS5 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

Sekil A.16. BARC214 primerinin F2 populasyonunun 128-148 numaral bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 128-148 F; bireyleri, M: Markor)



M B IS5 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 14 125 126
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Sekil A.17. BARC214 primerinin F, populasyonunun 149-169 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 149-169 F, bireyleri, M: Markor)

Ek. 3 F2 populasyonunda taranan CFD68 primerinin 190 bireydeki

gorintiileri

Sekil A.18. CFD68 primerinin F2 populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21F2bireyleri, M: Markor).

3% 33 34 35 36 37 3% 39 4 4 4
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Sekil A.19. CFD68 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F; bireyleri, M: Markor)



M B 15 8 4 4 4 4 8 4 50 51 52 53 54 5 56 57 8 59 60 6 62 63
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Sekil A.20. CFD68 primerinin F, populasyonunun 43-63 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F bireyleri, M: Markor)

64 65 66 67 68 69 0 7 MM T M 5% M W® B 8 8 8
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Sekil A.21. CFD68 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerde sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F bireyleri, M: Markor)

8 8 87 88 8 9% 9 92 9 94 95 % 97 9% 9 100 100 102 103 104 105

Sekil A.22. CFD68 primerinin F2 populasyonunun 85-105 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F, bireyleri, M: Markor)



M B IS5 & #4 4 4 4 48 49 50 51 52 5B 54 5 56 57 58 59 60 6 62 63
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Sekil A.23. CFD68 primerinin F, populasyonunun 106-126 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F; bireyleri, M: Markor)

M B 15 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147
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Sekil A.24. CFD68 primerinin F, populasyonunun 127-147 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F, bireyleri, M: Markdor)

M B IS5 148 149 150 I51 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

AL BT rRs

Sekil A.25. CFD68 primerinin F> populasyonunun 148-168 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F; bireyleri, M: Markor)



M B 15 160 170 170 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190
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Sekil A.26. CFD68 primerinin F, populasyonunun 169-190 numarali bireylerde sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markor)

Ek. 3 F2 populasyonunda taranan CFD193 primerinin 190 bireydeki
goriuntiileri

Sekil A.27. CFD193 primerinin F2 populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglari.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M: Markor).

B WU B % 20 B H 03 2B MK 3 N BN N 44
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Sekil A.28. CFD193 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglart.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F, bireyleri, M: Markor).




M B 15 160 170 170 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190
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Sekil A.29. CFD193 primerinin F, populasyonunun 43-63 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F; bireyleri, M: Markor).

M B I5 6 6 6 6 6 6 70 7 7 7 4 75 % 77 B 1 8 8 8 8 8
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Sekil A.30. CFD193 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F; bireyleri, M: Markor).

M B 15 8 8 & 8 8 % 9 %2 9B % 9% 9% 9 9% 9% 100 101 102 103 104 105

UG BN

Sekil A.31. CFD193 primerinin F; populasyonunun 85-105 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F; bireyleri, M: Markor).



M B 15 106 107 108 109 110 11l 112 13 114 115 116 17 11§ 119 120 121 122 123 14 125 126

Sl el

Sekil A.32. CFD193 primerinin F populasyonunun 106-126 numaral bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F; bireyleri, M: Markér).

M B I5 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147
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Sekil A.33. CFD193 primerinin F2populasyonunun 127-147 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F2 bireyleri, M: Markor).

M B IS5 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

LSRR S A

Sekil A.34. CFD193 primerinin F2 populasyonunun 148-168 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F; bireyleri, M: Markor).



M B 15 106 107 108 109 110 11l 112 113 114 115 116 117 11§ 119 120
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Sekil A.35. CFD193 primerinin F, populasyonunun 169-190 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markar).

Ek. 4 F2 populasyonunda taranan GWM111 primerinin 190 bireydeki
goruntiileri

2 13 415 16 17 18 19 20 2
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Sekil A.36. GWM111 primerinin F2 populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglari.(B: Basribey,
15: 15 nolu hat, 1-21 F2 bireyleri, M: Markor).

M B I5 2 B ¥ 5 2 27 8 29 30 31 32 3B 34 35 3% 37 3% 39 40 4 4
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Sekil A.37. GWM111 primerinin F2 populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F2 bireyleri, M: Markér).




M B I5 4 4 4 46 4 48 49 50 51 52 B M4 5 36 5
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Sekil A.38. GWM111 primerinin F, populasyonunun 43-63 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F, bireyleri, M: Markor).

B 15 64 6 6 6 6 6 70 71 72 1B M 15 % 7T B
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Sekil A.39. GWM111 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84F;bireyleri, M: Markor).

M B 15 8 8 & 8 8 9% 9 %2 9B % 95 % 97 9% 99 100 101 102 103 104 105

Sekil A.40. GWM111 primerinin F; populasyonunun 85-105 numaral: bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F, bireyleri, M: Markor).



M B 15 106 107 108 109 110 111 112 113 14 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126
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Sekil A.41. GWM111 primerinin F, populasyonunun 106-126 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F; bireyleri, M: Markér).

M B 15 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147
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Sekil A.42. GWM111 primerinin F, populasyonunun 127-147 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 Fybireyleri, M: Markor).

M B 15 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168
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Sekil A.43. GWM111 primerinin F, populasyonunun 148-168 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F; bireyleri, M: Markar).

M B 15 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190
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Sekil A.44. GWM111 primerinin F, populasyonunun 169-190 numaral: bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markor).



Ek. 5 F2 populasyonunda taranan WMC150 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

Sekil A.45. WMC150 primerinin F. populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M: Markor).

B oW 2526 7 B H N 3N 3B MB W W OB M4 4L

Sekil A.46. WMC150 primerinin F populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F, bireyleri, M: Markor).

s M4 4 46 4 8 4 50 S1 2 B3 4 5 56 5T % 59 60 61 62 63

Sekil A.47. WMC150 primerinin F, populasyonunun 43-63 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F, bireyleri, M: Markor).



64 65 66 67 6 6 M 71 M B M5 6T WV O 8 8 K U

Sekil A.48. WMC150 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F; bireyleri, M: Markor).

85 8 87 88 89 90 91 N 9B M 95 % 97 9% 9 100 100 102 103 104 105

Sekil A.49. WMC150 primerinin F populasyonunun 85-105 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F; bireyleri, M: Markoér).

M B 15 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 14 125 126

Sekil A.50. WMC150 primerinin F, populasyonunun 106-126 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F; bireyleri, M: Markar).



M B 15 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147

Sekil A.51. WMC150 primerinin F, populasyonunun 127-147 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F;, bireyleri, M: Markar).

M B 15 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

Sekil A.52. WMC150 primerinin F, populasyonunun 148-168 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F; bireyleri, M: Markar).

M B 15 169 170 170 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190
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Sekil A.53.WMC150 primerinin F, populasyonunun 169-190 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markar).



Ek. 6 F2 populasyonunda taranan WMCA473 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

Sekil A.54. WMC473 primerinin F, populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M: Markor).

Sekil A.55. WMC473 primerinin F, populasyonunun 22-42 numaral1 bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F;bireyleri, M: Markor).

M B 15 8 4 4 4 4 &8 4 50 51 52 53 54 55 56 57 8 59 60

Sekil A.56. WMC473 primerinin F, populasyonunun 43-63 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F, bireyleri, M: Markor).



64 065 66 67 68 69 70
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Sekil A.57. WMC473 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F;bireyleri, M: Markor).

94 95 9% 97 9% 9 100 101 102 103 104 105

Sekil A.58. WMCA473 primerinin F, populasyonunun 85-105 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 Fbireyleri, M: Markor).

M B IS 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 12 123 124 125 126

Sekil A.59. WMCA473 primerinin F, populasyonunun 106-126 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F;bireyleri, M: Markor).



127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 14 145 146 147

Sekil A.60. WMCA473 primerinin F, populasyonunun 127-147 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F;bireyleri, M: Markor).

M B 15 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

Sekil A.61. WMCA473 primerinin F, populasyonunun 148-168 numaral bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F2 bireyleri, M: Markor).

M B 15 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 18 187 188 189 190

Sekil A.62. WMCA473 primerinin F, populasyonunun 169-190 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F;bireyleri, M: Markor).



Ek. 7 F2 populasyonunda taranan WMCA488 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

Sekil A.63. WMCA488 primerinin F, populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M: Markar).
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Sekil A.64. WMC488 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F;bireyleri, M: Markor).

Sekil A.65. WMC488 primerinin F, populasyonunun 43-63 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F;bireyleri, M: Markor).



66 67 68 6 M0 M T B W 5 W% 7 WD

Sekil A.66. WMC488 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F;bireyleri, M: Markar).

99 100 101 102 103 104 105

Sekil A.67. WMC488 primerinin F, populasyonunun 85-105 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F;bireyleri, M: Markor).

M B 15 106 107 108 109 110 111 12 113 114 15 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126
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Sekil A.68. WMC488 primerinin F, populasyonunun 106-126 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F;bireyleri, M: Markor).




130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147
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Sekil A.69. WMCA488 primerinin F, populasyonunun 127-147 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F,bireyleri, M: Markoér).

M B 15 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168
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Sekil A.70. WMCA488 primerinin F, populasyonunun 148-168 numaral bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F;bireyleri, M: Markor).

15 169 170 170 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 190
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Sekil A.71. WMC488 primerinin F, populasyonunun 169-190 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markar).



Ek. 8 F2 populasyonunda taranan WMC702 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

Sekil A.72. WMC702 primerinin F2 populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F;bireyleri, M: Markor).

Sekil A.73. WMC702 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F;bireyleri, M: Markor).

46 41 48 4 50 51 52 5B M
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Sekil A.74. WMC702 primerinin F. populasyonunun 43-63 numaral1 bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F;bireyleri, M: Markor).



bl

Sekil A.75. WMC702 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F;bireyleri, M: Markor).

9% 9% 97 9% 9 100 100 102 103 104 105
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Sekil A.76. WMC702 primerinin F, populasyonunun 85-105 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 Fbireyleri, M: Markor).

M B 15 106 107 108 109 110 111 112 113 14 115 116 117 1§ 119 120 121 122 123 14 125 126
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Sekil A.77. WMC702 primerinin F, populasyonunun 106-126 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F;bireyleri, M: Markor).



127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147

Sekil A.78. WMC702 primerinin F, populasyonunun 127-147 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F;bireyleri, M: Markor).

M B IS5 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168
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Sekil A.79. WMC702 primerinin F, populasyonunun 148-168 numaral bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 F;bireyleri, M: Markor).

M B IS5 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186
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Sekil A.80. WMC702 primerinin F, populasyonunun 169-190 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F;bireyleri, M: Markor).



Ek. 9 F2 populasyonunda taranan WMC797 primerinin 190 bireydeki

goriintiileri

Sekil A.81. WMC797 primerinin F, populasyonunun ilk 21 bireyindeki sonuglar1.(B: Basribey, 15:
15 nolu hat, 1-21 F; bireyleri, M: Markar).

B

Sekil A.82. WMC797 primerinin F, populasyonunun 22-42 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 22-42 F;bireyleri, M: Markor).
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Sekil A.83. WMC797 primerinin F, populasyonunun 43-63 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 43-63 F;bireyleri, M: Markor).
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Sekil A.84. WMC797 primerinin F, populasyonunun 64-84 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 64-84 F;bireyleri, M: Markar).

8 8 % 9 2 B M 9% % 9 9% 99 100 101 102 103 104 105

Sekil A.85. WMC797 primerinin F, populasyonunun 85-105 numarali bireylerdeki sonuglar1.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 85-105 F;bireyleri, M: Markor).

M B IS5 106 107 108 109 110 111 112 113 14 115 116 117 118 19 120 121 122 1B 14 125 126

Sekil A.86. WMC797 primerinin F populasyonunun 106-126 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 106-126 F;bireyleri, M: Markor).



M B 15 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 1d6 147

Sekil A.87. WMC797 primerinin F, populasyonunun 127-147 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 127-147 F;bireyleri, M: Markor).

M B 15 148 149 150 151 152 IS3 154 1S5 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168

Sekil A.88. WMC797 primerinin F, populasyonunun 148-168 numarali bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 148-168 Fjbireyleri, M: Markor).

M B IS5 169 170 170 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190

Sekil A.89. WMC797 primerinin F, populasyonunun 169-190 numaral bireylerdeki sonuglari.(B:
Basribey, 15: 15 nolu hat, 169-190 F; bireyleri, M: Markér).



Ek. 10 MARKORLERIN SKORLANMASI

Gene yakin olarak agiklanan markérlerden GWM121 primeri detayli olarak
aragtirma bulgular1 kisminda bahsedilmistir. Taranan diger primerlerin ise ilk 5

bireyde bant desenleri asagidaki tabloda yer almistir.

Calismada kullanilan  markorlerdeki  primerlerin - gostermis  oldugu
polimorfizmlerde, anneye ait bantlar i¢in (A), babaya ait banta sahip olan bireyler
icin de (B) seklinde skorlanmistir. Denemelerde okunmasi yapilamayan ya da
ctkmayan bantlar da ‘0’ olarak belirtilmistir.

Cizelge A.1. Markorlerlerin haritalanmasiyla olusturulan ilk 5 birey i¢in

skorlama
MARKOR —ORNEENO—

1 2 3 4 5
BARC128 H H H H B
BARC214 B H H H B
GWM111 H H H A B
WMC150 H H A B H
WMC473 H A H H B
WMC488 A 0 A 0 A
WMC702 A A A B H
WMC797 A A B H B
CFD68 A H B A H
CFD193 A B B A B






