EKMEKLIiK BUGDAYDA GELIiSTiRILEN REKOMBINANT
KENDILENMIS HAT POPULASYONUNDA CAVDAR
TRANSLOKASYONU, Glu-A3b, Glu-B3b ve
Waxy PROTEIN ALLELLERININ BELIRLENMESI
Mesut Ersin SONMEZ
YUKSEK LiSANS TEZi
Biyomiihendislik Anabilim Dal
Dog. Dr. Nevzat AYDIN
KARAMAN-2017



T.C.
KARAMANOGLU MEHMETBEY UNiVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

EKMEKLIK BUGDAYDA GELISTiRILEN REKOMBINANT KENDILENMIS
HAT POPULASYONUNDA CAVDAR TRANSLOKASYONU, Glu-A3Db, Glu-B3b
ve Waxy PROTEIN ALLELLERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Mesut Ersin SONMEZ

Anabilim Dali: Biyomiihendislik

Tez Damismani: Dog¢. Dr. Nevzat AYDIN

KARAMAN-2017



TEZ ONAYI

Mesut Ersin SONMEZ tarafindan hazirlanan “Ekmeklik Bugdayda
Gelistirilen Rekombinant Kendilenmis Hat Populasyonunda Cavdar
Translokasyonu, Glu-A3b, Glu-B3b Ve Waxy Protein Allellerinin
Belirlenmesi” adli tez calismasi asafidaki jiiri tarafindan oy birligi ile
Karamanoglu ~ Mehmetbey Universitesi ~Fen  Bilimleri  Enstitlisti
Biyomiihendislik Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS olarak kabul

edilmistir.

Danisman:
Dog¢. Dr. Nevzat AYDIN
Juri Uyeleri
Dog. Dr. Nevzat AYDIN

Dog. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU

Yard. Dog. Dr. Seyfi TANER

Tez Savunma Tarihi: 07/06/2017

Yukaridaki sonucu onaylarim

(3 a

Dog¢. Dr. Kamil ARI

Enstitii Miidiirii V.



TEZ BIiLDiRiMi

Yazim kurallarma uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarima uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin baska
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya bagka bir {iniversitedeki bagka bir tez ¢aligmasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

Mesut Ersin SONMEZ



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EKMEKLIK BUGDAYDA GELISTiRILEN REKOMBINANT KENDILENMIS
HAT POPULASYONUNDA CAVDAR TRANSLOKASYONU, Glu-A3Db, Glu-B3b
ve Waxy PROTEIN ALLELLERININ BELIRLENMESI

Mesut Ersin SONMEZ

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal

Damisman: Dog¢. Dr. Nevzat AYDIN

Haziran, 2017, 66 sayfa

Bugdayda genotip, ¢evre ve genotip x ¢evre etkilesimi, kalite ve verimle dogrudan iligkilidir. Bu
calismada Tosunbey x Tahirova2000 anaglar1 kullanilarak gelistirilen rekombinant kendilenmig
populasyonunda bulunan 145 hatta ¢avdar translokasyonu, Glu-A3b, Glu-B3b ve waxy protein
allelleri belirlenmistir. Haritalama popiilasyonundaki hatlarin molekiiler olarak diisiik molekiil
agirlikli glutenin alt tnitelerinden (DMA) olan Glu-A3b ve Glu-B3b allelleri PZR yontemi ile
taranmistir. Popiilasyonda yer alan hatlardan 85 tanesinin Glu-B3b alleli tagidigi, 60 adet hattin
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arasinda tane verimi, 1000 tane agirligi, basaklanma siiresi ve metrekaredeki tane sayisinda
istatistiki olarak farkliliklar saptanmistir. Elde edilen sonuglar popiilasyonda yer alan hatlarin
bugday 1slah programlarinda ve agronomik arastirmalarda gen kaynagi olarak
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Genotype, environment and the interaction between them has an important effect for quality and
yield of wheat. In this study, the rye translocation, Glu-A3b, Glu-B3b and waxy protein alleles
were determined in the population of 145 recombinant inbreed lines developed by crossing
Tahirova2000 and Tosunbey cultivars. Glu-A3b and Glu-B3b alleles which are low molecular
weight sub-units of the glutenin were scanned via PCR in the mapping populations. However, it
was observed that 85 out of all lines in the population carry Glu-B3b alleles, and 60 of these
lines do not carry these alleles. In the lines of the same population, waxy protein alleles were
scanned. The presence of Wx-Dla and Wx-Ala alleles in all lines was determined, and it
resulted in that 73 lines carried Wx-Bla alleles and 72 lines in the population carried the rye
translocation. Differences between the lines containing rye translocation and the ones not
containing rye translocation in terms of the grain yield, 1000 grains weight, heading time and
number of grains per square meter were determined. These results indicated that the lines in the
population can be used as gene resources for wheat breeding program and agronomic

researches.
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler tarafindan hazirlanan Diinya Niifus Beklentileri raporuna gore diinya
niifusunun 2025 yilinda 8 milyar1 bulmasi beklenirken, Tiirkiye nin niifusunun 2025
yilinda 83 milyon 713 bin, 2050 yilinda ise 94 milyon 606 bin olacagi tahmin
edilmektedir (Anonim, 2012). Niifus artis1 nedeniyle gida ihtiyacinin artacagr ve
tarimsal riinlerinin gida ihtiyacim karsilamasinda sikintilar yasanabilecegi 6n
goriilmektedir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan 2014 yilinda yayinlanan rapora
gore her dokuz kisiden birinin ag¢lik sinirinda oldugu ve diinyada 805 milyon kisinin
kronik agligin pengesinde oldugu belirtilmistir (FAO, 2014). Niifus artisinin yani sira

iklim degisikliklerinin de tarimsal tiretimi olumsuz etkileyecegi dngoriilmektedir.

1970’ten glinlimiize kadar olan uydu verilerine gére diinyanin nem miktarinin %4, hava
sicakliginin 0,5 °C artis gosterdigi ve bunlarin sonucu olarak sicak hava dalgalari,
siddetli yagislar ve beklenmeyen hava kosullarmin ortaya ¢ikma olasiliginin arttigi
gozlenmistir (Miller, 2012). Yagis miktarindaki degisiklikler ve yagisin yil icerisindeki
dagilimi bitkisel iiretimi etkilemektedir. Diger yandan diinya su kaynaklarimin ¢ok
biliylik bir kismi tarimsal amag¢h kullanilmakta, kiiresel i1sinma nedeniyle tarimsal
uretimde yeni stratejilerin gelistirilmesi ve 1slah programlarinin planlanmasinda bu

hususlar g6z oniinde bulundurulmalidir (FAO Aquastat, 2013).

Diinyada bilinen toplam 250.000 bitki tiiriinden yaklasik 5.000°1 insanlarin beslenmesi
icin kullanilmakta ve bunlardan yaklagik 1.500 tiriin kiiltirii yapilmaktadir. Bu
tirlerden sadece 250’si insanlarin kalori gereksinimlerinin biiyiilk bir kismim
karsilamaktadir (Wilkes, 1993; Swaminathan, 1993). Tarimi yapilan bitki tiirleri
igerisinde tahillar onemli bir yer tutmaktadir. Tiim diinyada 2 milyar ton civarinda
tiretimi olan tahillar, gilinliik enerji ihtiyacinin yaklasik %60’ karsilamaktadir (Liu,
2007). Tahillarin besin degerlerinin yiiksek olmasi yaninda fiyatlarmin da ucuz olmasi
tahil tiiketiminin diger gidalara oranla daha fazla tercih edilmesine sebep olmaktadir.
Artan diinya niifusu nedeniyle tahil ihtiyacinin 2010 yili degerlerine kiyasla, 2030
yilinda %31, 2050 yilinda ise %52 artmas1 beklenmektedir (Rosegrant, 2013).

Tahillar insan beslenmesinde enerji ihtiyacinin karsilanmasinda kullanilan temel

karbonhidrat kaynagidir. Endospermi karbonhidrat bakimindan zengin olan tahillarin,

1



kabuk kisimlar1 da protein, mineral ve B vitamini bakimindan zengindir. Embriyoda ise
protein, yag, vitamin ve mineraller yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica tahillar E
vitamini de icermektedir. Tahil tanesinin genel bilesimi yaklasik olarak %14 su, %69-75

karbonhidrat, %8-12 protein, %1-5 yag, %1-2 mineral seklindedir (Liu, 2007).

Bugday, diinyada kiiltiiri yapilan tahillar igerisinde ilk sirada yer almaktadir. Gluten
proteini sayesinde hamura doniistiiriilerek bir¢cok gida {iriiniiniin tiretiminde kullanilan
bugday, temel besin maddelerinden biri olmakla birlikte diinya niifusunun yaklasik
%35’inin tiikettigi tahil tiridir (Atl, 1999). Genis adaptasyon yetenegine ve zengin
biyo-¢esitlilige sahip olan bugday, Triticeae takimina ve Gramineae familyasina aittir.
Bugday, diploid (2n=6x=14), tetraploid (2n=28) ve hekzaploid (2n=4x=42) olmak iizere
tic farkli ploidi tiirtine sahiptir (Salamini ve ark., 2002). Diploid bugdaylara T.
monococcum ssp. monococcum (2n=14, AA genomu), tetraploid bugdaylardan; T.
turgidum ssp. durum (2n=28, BBAA genomu) ve T. timopheevi ssp. timophevii (2n=28,
GGAA genomu) ve hekzaploid bugdaylara T. aestivum ssp. aestivum (2n=42,
BBAADD) tiirleri 6rnek olarak verilebilir (Kihara, 1944). Makarnalik bugdaym Verimli
Hilal bolgesinde (Tirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi) 9 bin yil once kiiltiirii
yapilmaya baglanmistir (Ozkan ve ark., 2002; 2005). Ekmeklik bugdayin ise Hazar

denizinin giineyinde kiiltiire alindig1 belirtilmistir (Salamini ve ark., 2002).

Tiirkiye’de 2015 yilinda 7,67 milyon hektar alanda bugday yetistirildigi ve 22,6 milyon
ton bugday iiretimi yapildigi TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2015) verilerinde
belirtilmistir. Bu verilerin 15181nda Tiirkiye diinyada 6nemli bugday iireticileri arasinda
yer almaktadir. Ayrica lilkemiz bugday i¢in Onemli gen merkezlerinden biridir.
Diinya’daki birgok bugday islah programi, Tiirkiye orijinli bugdaylar1 genitdr olarak
kullanmis ve ekonomik 6neme sahip 6zelliklerin iyilestirilmesinde basarili sonuclar elde

etmistir.

Bugday islah programlarindaki gelismeler, bugday ihtiyacinin karsilanmasinda 6nemli
katkilar saglamaktadir. Biyoteknolojideki ilerlemeler sonucu bitki islahinda genlerin
molekiiler olarak tespit edilmesi ve bu genlerin diger genotiplere aktarilirken molekiiler

olarak takibi miimkiin olmaktadir.

Fenotipik karakterleri kontrol eden genlerin molekiiler olarak belirlenmesinde

haritalama populasyonlar1 kullanilmaktadir. Geri melez, F,, double haploid ve



rekombinant kendilenmis hat populasyonlar1 genlerin molekiiler olarak tespiti amaciyla
yaygin olarak kullanilan populasyonlardir. Rekombinant kendilenmis hat
populasyonlar1 homozigot saf hatlara sahip olmalar1 nedeniyle bitkisel 6zelliklerin
genotip x c¢evre interaksiyonlarinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Bu tez
calismasinda ekmeklik bugdayda Tahirova2000 ve Tosunbey ekmeklik bugday
cesitlerinin melezlenmesi sonucu elde edilen rekombinant kendilenmis saf hatlar
kullanilmistir. Elde edilen hatlarda, ekmeklik bugdayin kalitesine etki ettigi bilinen Glu-
A3b, Glu-B3b ve Waxy genleri ve 1BL.1RS ¢avdar translokasyonunun varligi molekiiler
markorlerle taranmistir. Cavdar translokasyonu tasiyan genotipler ile tasimayan

genotipler bazi agronomik ve fizyolojik 6zellikler bakimindan karsilastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Genis adaptasyon yetenegi ve zengin biyogesitlilige sahip olan bugday diinya {lizerinde
genig ekim alanlarina sahiptir. Tiirkiye 2015 yilinda 7,67 milyon hektar alandan 22,6
milyon ton bugday iiretimi yaparak Diinyada en ¢ok bugday iiretimi yapan ilkeler
arasinda ilk ona girmistir (TUIK, 2015). Gida kaynagi olarak kullanilan ve farkli ploidi
seviyesinde tiirlere sahip olan bugday, diinyada biiyiik organizasyonlar seklinde 1slah
arastirmalart yapilan bir kiiltiir bitkisidir. Bugday 1slah ¢aligmalari, besin gereksiniminin
karsilanmasi yaninda {iriinlin hammadde kalitesini de artirmaya caligmaktadir. Yaygin
olarak iilkemizde ekmeklik ve makarnalik bugdaylar iiretilmektedir. Uretilen
bugdaylarin kalite kriterleri mekanik ve morfolojik olarak incelendiginde Diinyada
kalite siniflandirmasinda 6l¢iit olarak tane sertligi ve rengi kullanilmaktadir (Wang ve
ark., 2010). Diger yandan ekmeklik bugdayda tane sertliginin yan1 sira protein igerigi ve

kalitesi de onemli kriterlerdendir.

Bugdayda bulunan protein miktarinin %75-85’ini gluten proteini olusturmaktadir.
Gluten proteinleri bugday tanesinin endosperm kisminda yer almaktadir. Gluten iki
temel alt iiniteden olusur. Bunlar glutenin ve gliadin alt {initeleridir. Gliadinler
monomerik proteinlerdir ve hamur igerisinde intra-molekiiler disiilfit baglar
olustururlar. Gluteninler ise polimerik proteinlerdir ve inter-molekiiler distlfit
baglariyla polimerlesirler (Shewry ve Tatham, 1997). Glutenin ve gliadin proteinleri
hamur olusumu esnasinda sulu ortamda birbirleri ile etkilesime girerek gluten proteinini

olustururlar (Wieser, 2007).

Gluten proteinleri ekmek olma kalitesini belirleyen en 6nemli protein grubudur. Gluten
proteinleri hamurun su tutma kapasitesini, kohesivitesini, viskositesini ve elastikiyetini
belirlemede etkin rol oynamaktadir. Glutenin iiniteleri hamurun elastik karakterini
kontrol ederken, gliadinler ise hamurun uzayabilirlik karakterine katki saglar. Un ile su
karistirtlip hamur elde edilirken glutenin protein aglart olusur ve bu aglar ekmek
pisirme esnasinda ortaya c¢ikan gazlarin ekmek igerisinde tutulmasini ve ekmegin

kabarmasini saglar (Branlard ve ark., 2001).

Glutenin fraksiyonu, yaklasik 500.000 ila 10 milyondan fazla degisen boyutlara

sahiptirler. Birincil protein yapilarina gore glutenin proteinleri iki alt liniteden olusur.



Bunlar, Yiiksek Molekiil Agirlikli (YMA) alt initeler (MA = 67.000-88.000 da) ve
Diisiik Molekiiler Agirlikli (DMA) alt tiniteleridir (MA = 32.000-35.000 da) (Wieser,
2007).

YMA alt tiniteleri bugday kromozomlarinin 1A, 1B ve 1D uzun kollarinda bulunan Glu-
Al, Glu-B1 ve Glu-D1 lokuslar1 tarafindan kodlanmaktadir. Glu-Al ve Glu-B1l
lokusunun alti, Glu-D1 lokusunun ise 11 alleli bulunmaktadir. YMA alt uniteleri
hamura elastik karakter kazandirirken, mayalarin iirettigi gazlarinda kabarciklar halinde

hamur i¢erisinde tutulmalarini saglamaktadir (Anjum ve ark., 2007).

DMA alt uniteleri 1A, 1B ve 1D kromozomlarinin kisa kollarinda bulunan Glu-A3, Glu-
B3 ve Glu-D3 lokuslar tarafindan kodlanir (Jackson ve ark., 1983; Yan ve ark., 1999).
SDS-PAGE analizlerinde elde edilen verilere gére Glu-A3 lokusunun alt1 (a, b, c, d, e,
f), Glu-B3 lokusunun dokuz (a, b, c, d, e, f, g, h, i) ve Glu-D3 lokusunun ise bes (a, b, c,
d, e) farkl: allelinin oldugu saptanmistir. Maksimum hamur kuvvetine (Rmaks) allellerin
etkisinin karsilagtirildigi bir aragtirmada Glu-A3 lokusunda yer alan alleller i¢gin b > d >
e > ¢, Glu-B3 lokusu allelleri igini >b =a>e =f =g =h > c ve Glu-D3 lokusu
allelleri i¢in ise e > b > a > ¢ > d seklinde bir etkinlik siralamasi oldugu belirtilmistir
(Gupta ve ark., 1989, 1990, 1991, 1994; Metakovsky ve ark., 1990; Masci, ve ark.,
1998; Brites ve Carrillo, 2001; D'Ovidio ve ark., 2004). Disikk molekiil agirlikli
glutenin alt {nitelerinden Glu-B3 lokusunda yer alan allellerin hamur Kkalitesini
iyilestirici etkisinin oldugu ve Glu-Al YMA alt iinitelerin de hamurun reolojik
ozelliklerini etkiledigi bilinmektedir (Boggini ve ark.,1995).

YMA ve DMA alt initelerinin hamur {izerine etkisinin arastirilmasinda katlanmis
haploid ¢alismalar da bulunmaktadir. Cranbrook/Halberd melezlemesi sonucu elde
edilen katlanmis haploid hatlar {izerinde caligma yapan Cornish ve ark. (2001)
genotiplerin yiiksek ve diisik molekiil agirlikli glutenin bantlarini incelemisler ve
ekmeklik Kalitesiyle olan iliskilerini belirlemislerdir. Hamurun temel karakteristik
ozelliklerinden olan hamurun kuvveti ve uzayabilirligine bakilarak elde edilen veriler
tizerinde Coklu Dogrusal Regresyon analizleri yapilmistir. Ekmeklik hamur kalitesini
belirlemede YMA alt {initelerinin yam1 sira DMA alt iinitelerinin de kayda deger

etkilerinin oldugunu belirlemislerdir (Cornish ve ark., 2001).



DMA-s tipi glutenin alt {initesini kodlayan DMA glutenin alt iinitesinin hamur kuvvetini
artirdigt ve bu alt {nitenin ekmek-yapim kalitesiyle iligkili oldugu saptanmistir

(Maruyama ve ark., 2004; Huang ve Cloutier, 2008).

DMA glutenin alt tinitelerinin farkli allellerinin hamur kalitesi {izerinde farkli etkilerinin
oldugu ortaya koyulmustur. Luo ve ark. (2001) yapmis olduklar1 ¢alismada Glu-A3
allellerinin belirgin bir sekilde protein igerigini, SDS sedimentasyon degeri ve miksolab
midline pik degerini etkiledigini, Glu-D3 allellerinin Pelshenke zamanini ve
sedimentasyon hacmini artirdigin1 ve Glu-B3 allellerinin ise gii¢lii bir sekilde sertlik

hari¢ tiim karakterler {izerinde etkisi oldugunu saptamislardir.

Bradova ve Stockova, 2010 yilinda yapmis olduklari ¢alismada 86 adet kislik bugday
¢esidinde Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
incelemelerinde 21 adet YMA ve 18 adet DMA glutenin banti saptamiglardir. Onsekiz
adet DMA alt {initelerinden ti¢ adedinin Glu-A3’e, sekiz adedi Glu-B3 ve ii¢ adedi Glu-
D3’e ait olduklarini belirlemisler, 7+9 ve 5+10 bantlarinin ekmek kalitesine olumlu etki

yaptigini, 6+8, 2+12 ve Glu-A3e/f bantlarinin ise olumsuz etki yaptigini bildirmislerdir.

DMA glutenin alt tnitelerinin gen dizisi incelendiginde ise glutamin amino asiti
tekrarlart gézlenmistir. Glutamin tekrarlart gluten proteininin yapisini gelistiren sistein
baglarini olusturmakta ve hamur kuvvetini artirmaktadir (Masci ve ark., 1998). Li ve
ark. (2008) yilinda yaptiklari ¢alismada yabani bir bugday tiirtiniin (Triticum turgidum
L. var. dicoccoides, 2n = 4x = 28, AABB) Glu-A3 lokusunda bulunan DMA-i alt
tinitelerini kodlayan genleri ve bu genlerin altinda ve istiinde bulunan boélgeleri
sekanslamiglar, 12 ve 17 adet glutaminler bir araya gelerek poli-glutaminleri
olusturdugunu saptanmistir ve bu polimerlerinde hamur kuvvetini artirdigini ifade

etmislerdir.

DMA glutenin alt {nitelerinin bugdayin son kullaniminda anahtar rol oynadig
anlasilmis olup DMA alt {initelerinin allellerinin tespiti igin yeni STS (Sekans Etiketli
Bolge) markorler tasarlanmistir. Glu-B3 lokusunda bulunan DMA glutenin alt tiniteleri
icin Wang ve ark. (2009) yeni STS markdrleri gelistirmislerdir. Arastirmada sekiz
Yakin Izogenik Hat ve dokuz farkli Glu-B3 alleli (a, b, c, d, e, f, g, h ve i) igeren genotip
kullanmislardir. Dokuz farkli dominant alleldeki SNP’lere (Tek Niikleotit Polimorfizmi)



Ozgii primerler belirlenmis ve 161 farkli genotipte bu primerler denenerek

dogrulanmustir.

Bugdayda kalite kriterlerine etki eden diger bir faktor ise nigastadir. Bugdaymn kuru
agirhiginin %70’ini olusturan nisasta iki farkli alt {initeden olusur. Bunlar amiloz ve
amilopektindir. Amiloz, glikoz molekiillerinin a-1,4 glikozidik baglarla olusturdugu diiz
zincir yapisina sahip bir polimerdir. Amilopektin ise, a-1,4 glikozidik baglarla uzamis
olan zincirin a-1,6 glikozidik baglarla dallanmasiyla olusan polimerdir. Bugdaydaki
nisastanin yaklasik %22-35’ini amiloz ve %68-75’ini ise amilopektin olusturmaktadir
(1998; Zeng ve ark., 1997, Fredriksson ve ark.).

Nisasta sentezi amiloplastlarda ger¢eklesmektedir ve nisasta graniil proteinleri olarak
depo edilmektedir. Amiloz sentezi bugdaymn endosperminde GBSS1 (Granule-Bound
Starch Synthase I) enzimi veya diger bir deyisle waxy proteinleri ile gergeklestirilir
(Nakamura, 1995; Nagao ve ark., 1977; Nagao, 1981; Crosbie ve ark., 1990; Crosbie;
1994; Seib ve ark., 1997; Seib, 2000). Bugday kromozomunda GBSSI enzimini
kodlayan Wx-Al, Wx-D1 ve Wx-B1 genleri swrasiyla 7AS, 7DS ve 4AL
kromozomlarindaki lokuslarda yer almaktadir. Tam mumsu bugdaylarin bu ¢ allel
bakimindan null (degersiz) olduklar1 veya bu lokuslarda fonksiyonu olmayan alleller
bulundugu saptanmistir. Bu {i¢ lokustan bir veya iki allel i¢in null olan bugdaylara kismi
mumsu bugdaylar denir. Bu {i¢ allelin null olmasi durumunda amiloz hiicrede iiretilmez
ve bugdayda nisasta graniilleri %100 amilopektinden olusur. Bugdayda amiloz miktari
artisina  etkisi kiyaslandiginda alleller Wx-B1 > Wx-D1 > Wx-Al seklinde

stralanmaktadirlar (Yamamori ve Quynh, 2000).

Amiloz ve amilopektin orani bugday {irlinlerinin kalitesini belirleyen 6nemli bir
kriterdir (Lineback ve Rasper, 1988; Pomeranz, 1988; Crosbie, 1994; Seib, 1997, 2000).
Amiloz orani diisiik unlardan tretilen ekmekler, amiloz orani yiiksek olan unlardan
tiretilen ekmeklere oranla daha fazla kabarmakta, su tutma kapasitesi ve raf omri
artmaktadir (Morris ve ark., 1998; Seib, 2000).

Ekmek, kek ve tuzlu beyaz eriste {izerinde yapilan bir ¢alismada (Hayakawa ve ark.,
2004) mumsu bugday ununun oraninin %20’yi gectiginde tiim diriinlerde Kaliteyi
olumsuz etkiledigi ifade edilmistir. Bu karisimda yapigkan, gevrek ve topakli iiriinler

elde edilirken, % 20’nin altinda mumsu bugday unu kullanilan karisimlardan yapilan

7



tirtinlerde istenilen dirin kalitesine ulasilmis ve raf Omriiniin uzadig gozlenmistir

(Hayakawa ve ark., 2004).

Tam mumsu olan bugday tiplerinin yerine amiloz orani azaltilmis bugday tipleri tercih
edildigi Japon eriste iiretiminde, WX-B1 alleli null olan bugday ¢esitleri kullanilmasi

eristenin dis ylizeyinin siki, i¢ kisminin ise yumusak olmasmi saglamaktadir
(Graybosch, 1998).

Bugday iirtinlerinin kalitesinde amiloz/amilopektin oraninin yani sira bugdayin un veya
irmige 6giitiilmesi sirasinda maruz kaldigi mekanik hasar (nisasta zedelenmesi) derecesi
de onemlidir (Lineback ve ark., 1988; Pomeranz, 1988; Crosbie, 1994; Seib ve ark.,
1997; Seib, 2000). Ekmeklik unlarda nisasta zedelenmesi kalite agisindan istenen bir
ozelliktir (Gibson ve ark., 1992; Bettge ve ark., 2000).

Waxy protein allellerinin SDS-PAGE analizleri sonucu Wx-Al1 62.8 kda, Wx-B1 56.7
kda ve Wx-D1 allelinin ise 58.7 kda agirligindaki bantlar1 gozlemlenmistir (Nakamura
ve ark., 1992; Yamamori ve ark., 1992). Son yillarda Waxy protein allellerine spesifik
PZR protokolleri ve yeni markérler gelistirilmistir (Briney ve ark.,1998; McLauchlan
ve ark., 2001; Nakamura ve ark., 2002; Saito ve ark., 2009).

Bugdayda gluten proteinleri ve GBSS enzimleri yani sira kaliteyi etkileyen diger bir
faktorde ¢evredir. Peterson ve ark. (1992) bugdayda verim ve kalite gibi 6zelliklerin
genotip, cevre ve genotip x cevre interaksiyonundan Onemli oranda etkilendigini
bildirmislerdir. Bunun yaninda giiniimiizde bugdayin verimine etki eden bir¢ok biyotik

ve abiyotik faktor vardir.

Cavdar translokasyonlari, bugday 1slahinda Stres sartlarina uyum yetenegi, agronomik
performansi, hastaliklara dayaniklilik ve adaptasyon yeteneginin artirilmasi amaciyla
kullanilmaktadir (Villareal ve ark., 1991; Moreno-Sevilla ve ark., 1992; Moreno-Sevilla
ve ark., 1995; Graybosch, 2001; Kim ve Johnson, 2004; Hoffman, 2008; Ehdaie ve ark.,
2011). Bugday 1slahi i¢in 6nemli bir gen kaynagi olan ¢avdar kromozom pargalar1 dogal
olarak veya melezleme yontemleriyle farkli bugday tiirlerine aktarilmigtir. Glinlimiize
kadar yapilan ¢alismalarin biiyiik bir ¢cogunlugu cavdar translokasyonunun bugdayda
agronomik performansi artirirken, bugday kalitesine olumsuz etkisinin oldugunu

gostermistir (Zeller ve Hsam, 1984; Dhaliwal ve MacRitche, 1990; Graybosch ve ark.,



1990; Graybosch, 2001; Moiraghi ve ark., 2013). Bugday-cavdar translokasyonu tagiyan
genotiplerde kalitenin diisiik olmasi genellikle Glu-B3 lokusunda bulunan DMA
glutenin alt iinitelerinin bulunmamasi ve cavdardan transfer edilen secalin proteini

nedeniyledir (Zeller ve Hsam., 1984; Lee ve ark., 1995).

Fakat yapilan bazi ¢alismalarda ¢avdar translokasyonu tasiyan bazi genotiplerin kabul
edilebilir kalite ozelliklerine sahip oldugu saptanmigtir. Bu durumun yaganmasinda
genotiplerin tagimis oldugu genetik tabanin énemli oldugu ifade edilmistir. Genotipin
sahip oldugu genetik taban ve bazi gevreler ¢avdar translokasyonunun kalite iizerine
olumsuz etkisini dengeleyebilmektedir (Graybosch ve ark., 1990; Pena ve ark., 1990;
Lee ve ark., 1995). Genetik tabanin yani sira genotiplerin tasidiklart c¢avdar
translokasyon tiplerinin de kalite ve adaptasyon iizerine etkisi bulunmaktadir. Ozellikle
cavdarin 1R ve 5R kromozomlar1 biyotik ve abiyotik streslere karsi tolerans saglayan
gen kaynaklar1 igermektedir (Sears, 1972; Friebe ve ark., 2001; Qi ve ark., 2007;
Chumanova ve ark., 2014). Cok farkli bugday-cavdar translokasyonlari bulunmakla
birlikte yaygin olarak literatirde 1AL.1IRS ve IBL.IRS bugday-¢avdar
translokasyonlari, bugday 1slahi c¢aligmalarinda  kullanilmigtir ~ (Lukaszewski,
1990; Rabinovich, 1998; Graybosch, 2001).

1AL.1IRS bugday-¢avdar translokasyonu tasiyan genotiplerin bu translokasyonu

tasimayan genotiplere gére kara pasa, kiillemeye ve yesilbocek (greenbug) zararlisina
karst daha direngli oldugu gozlemlenmistir (Sebesta ve Wood, 1978; Porter ve ark.,
1994; Sebesta ve ark., 1994). Bugdayin 1B kromozomunun kisa kolunda yer alan 1R
cavdar translokasyonu sonucu olusan 1BL.IRS bugday-cavdar translokasyonu ticari
bugday cesitlerinde yaygin olarak kullanilmigtir (Rabinovich, 1998; Belan ve ark.,
2012). 1BL.1RS bugday-cavdar translokasyonu tasiyan genotipler Lr26, Sr31, Yr9 ve
Pm8 genlerini tagimaktadir. Bu sayede ¢avdar translokasyonu tasiyan genotipler yaprak,
kok ve sar1 pas hastaliklarinin yani sira kiillemeye de direng kazanmaktadir (Singh ve
ark., 1990). Diger taraftan, Villareal ve ark. (1998), ¢avdar translokasyonu tasiyan
cesitlerin kurak sartlara daha i1yi adapte oldugunu ve artan kok biyokiitlesi nedeniyle
tane veriminin ve tane agirliginin arttifini saptamislardir. Diger bir aragtirmada ¢avdar
translokasyonuna sahip bugday genotiplerinin su kullanim kabiliyetinin daha iyi oldugu
saptanmistir (Ehdaie ve ark., 2003).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305197814000490#bib17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305197814000490#bib17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305197814000490#bib22

Cavdar translokasyonunun bugday genotiplerinde bitki biyokiitlesini, basaktaki ve
bitkideki tohum miktarini artirdigi, 6glitme ve pisirmede herhangi bir olumsuz etkisinin
olmadig1, olgunlasmay1 geciktirdigi, koklerde farklilasmalar saglayarak kurakliga
tolerans1 artirdig: belirtilmistir (Ehdaie ve ark., 2003; Sharma ve ark., 2009; Sharma ve
ark., 2011). Ozellikle 1BL.IRS translokasyonuna sahip olan bugday bitkilerinde
ortamdaki nem azaldiginda tane verimin arttirabildigini belirtilmistir (Singh, 1998).
Bununla birlikte c¢avdar translokasyonlarinin kurak sartlarda genotiplerin genetik
tabanina bagl olarak tane veriminde bir avantaj saglamadigin1 gésteren arastirmalar da

bulunmaktadir (Xue ve ark., 2014).

Diger taraftan 1BL.1RS translokasyonlarma sahip genotiplerde SDS-sedimentasyon
hacim degerleri ve hamur kuvvetinin azaldigi, hamurda yapiskanligin artisina sebep

oldugu daha 6nceki caligmalarda rapor edilmistir (Zeller ve Hsam 1984; Dhaliwal ve
ark., 1988; Dhaliwal ve ark., 1990; Graybosch, 1990).

Bugday-cavdar  translokasyonunun  belirlenmesinde  ¢ok  farkli  yontemler
kullanilmaktadir. Morfolojik analiz yontemleri translokasyon belirleme analizleri, C-
bantlama (Gill ve Kimber, 1977; Fernandez ve ark., 1995), in situ hibridizasyonu (Le ve
ark.,1989; Fernandez ve ark., 1995; Bhat ve ark., 2007), ELISA (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay) (Moonen ve Zeven, 1984; Graybosch ve ark; 1993b; Andrews
ve ark., 1996) ve DMA gluten alt Unitlerinin SDS-PAGE ile analizleri seklinde
yayginlasmigtir (Dhaliwal ve ark., 1990; Graybosch ve ark., 1993a). Son yillarda
yaygin olarak kullanilan ve diger yontemlere gore daha hizli ve maliyeti diisiik PZR
yontemleri kullanilmaktadir (Guidet ve ark., 1991; Koebner, 1995; Shimizu ve ark.,
1997; Weng ve ark., 2007; Tabibzadeh ve ark., 2013; Bagherikia ve ark., 2014).

Bu tez calismasinda ekmeklik bugday hatlar1 ¢avdar translokasyonunun belirlenmesi ile

Glu-A3b, Glu-B3b ve waxy genlerinin tespiti amaciyla molekiiler olarak taranmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Projede bitki materyali olarak 1120135 nolu TUBITAK projesi kapsaminda gelistirilen
Tosunbey x Tahirova2000 melezlemesi sonucu elde edilen rekombinant kendilenmis hat
poplilasyonunda yer alan 145 hat ve bes kontrol ¢esit kullanilmistir. Denemelerde
kontrol c¢esit olarak Tosunbey, Tahirova2000, Adana99, Nevzatbey ve Altay2000
cesitleri yer almistir. Genotiplerin tamami beyaz tanelidir. Rekombinant kendilenmis
hat popiilasyonunun gelistirilmesinde ebeveyn olarak kullanilan ¢esitlerin  bazi

ozelliklerine iligkin bilgilere Cizelge 3.1°de yer verilmistir.

3.1.2. Tarla Denemelerinin Yiiriitiildiigii Lokasyon

Verim denemeleri, Eskisehir lokasyonunda 2013, 2014 ve 2015 yillarinda
yirltiilmustir. Eskisehir lokasyonu Orta Gegit Kusagi temsil etmekte ve kis zararinin
goriilebilecegi bir lokasyondur. Denemelerde sulama Eskisehir lokasyonunda 2013 ve
2014 yazinda bir kez (35-40 mm) yapilmigtir. Denemelerin yiirGitiildigi yetistirme
sezonlarinda bugday bitkisinin arazide bulundugu aylarda 2012-13, 2013-14 ve 2014-15
yetistirme sezonlarinda Eskisehir lokasyonunda sirasiyla 332.8 mm, 316.7 mm ve 314.0
mm’dir. Eskisehir lokasyonunda ayni yil siralamasiyla 10.7 °C, 10.5 °C ve 9.7 °C
gerceklesmistir.

3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ZR Plant/Seed DNA miniPrep™ Kit (Zymo, D6020) kullanilarak

tohumdan yapilmistir. Metod kit protokoliine gére uygulanmistir.
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3.2.1.1 DNA izolasyon Protokolii

Yaklasik 175 mg bugday tohumu (bes adet tohum) porselen havanda parcalanmis ve
tohumlar un haline gelene kadar ezilmistir. Yiizelli mg par¢alanmis numune lizis (hiicre
10 dk 3.000 rpm’de
vortekslenmistir. Lizis tiip 10.000 g’de 1 dk santrifiij edilerek istenmeyen biiyiik

parcalama) tiipiine aktarilmis ve lizis sollisyonu ile

pargalar dibe ¢oktiiriilmiis ve DNA siipernatantda esdeger agirlikta veya DNA’dan daha

kiigiik biyomolekiillerle karigik bir sekilde bulunmasi saglanmistir. Siipernatantdan 400

Cizelge 3.1. Ebeveyn cesitlerin baz1 genotipik ve fenotipik 6zellikleri

Ozellikler

Tosunbey

Tahirova2000

YMA Glutenin alt tiniteleri**

1,17+18, 5+10

2%, 7+9, 5+10

DMA Glutenin alt tiniteleri**

Glu A3b, Glu B3b, Glu D3b

Glu A3e (null), Glu B3j (null),
Glu D3b

Cavdar translokasyonu varligi***

Yok

Var (1BL.1RS)

Waxy gen allelleri ***

Wx-7D (+), Wx-7A (+), Wx-
4A ()

Wx-7D (+), Wx-7A (+), Wx-4A
(+)

Verim potansiyeli (iyi cevrede) **

500-700 kg/da

600-900 kg/da

Bitki boyu** 95-100 90-95
1] skk
](Blagl(l;(;i?;m t%kl)l:r;re:;qSl Orta erkenci (121 giin) Orta erkenci (125 giin)
Tane rengi** Beyaz Beyaz
Tane sertligi (Fenotipik)** Sert Sert

Tane sertligi (Genotipik)*

Pina (Pina-D1a (-), Pina-
D1b (-)
Pinb (Pinb-D1a (-), Pinb-
D1b (+), Pinb-D1 c (-))

Pina (Pina-D1a (-), Pina-D1b (-

)
Pinb (Pinb-Dla (-), Pinb-D1b
(+), Pinb-D1 ¢ (-))

Tane protein orani (%) %12-15 %11-13
Unda SDS Sedimantasyon hacmi 35 ml 19 ml
(ml) **

Gelisme tabiati Alternatif Yazlik

* Ozkan H. TUBITAK Projesi Sonug Raporu, 1070207
** Aydin N. TUBITAK Projesi, 1120135
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uL filtre tiipiine (Zymo-Spin™ IV Spin Filter) aktarilarak ilk filtreleme 7.000 g’de 1 dk
santrifiijle gergeklestirilmistir. Filtre edilmis soliisyona 1.200 pL. DNA’ya baglanan
tampon ¢oOzelti eklenmis ve pipetlenmistir. 800 pL 6rnek i¢inde bu adim tekrarlanarak
DNA’lar kolona baglanmistir. Daha sonra DNA’y1 yikama islemine gec¢ilmistir. Bunu
takiben soliisyonun 800 uL’si DNA’y1 tutacak olan kolona (Zymo-Spin™ IIC Column
in a Collection Tube) eklenmis ve 10.000 g’de 1 dk santifuj yapilmis ve kalan kolona
yiiklii DNA’lar 200 uL DNA 6n yikama soliisyonu (Pre-Wash Buffer to the Zymo-
Spin™ [IC Column) eklenerek 10.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Bu islem
sonrasinda kolona 500 pL yikama soliisyonu eklenmis 10.000 g’de 1 dk santrifiij
edilerek DNA yikama islemi tamamlanmistir. Kolonda bulunan DNA’lart 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tlipline aktarabilmek i¢in eliisyon soliisyonu ile muamele edilmistir. Elde
edilen DNA saflastirilmak iizere ikinci bir filtre tiipiine aktarilmis (Zymo-Spin™ IV-
HRC Spin Filter) ve 8.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

3.2.2. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Numunelerden elde edilen DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilan Thermo
Multiskan Go Cihazi ile numunelerden izole edilen DNA miktarlari nano gram (ng)
cinsinden belirlenmistir. izolasyon sonucu en diisiik 100 ng ve en yiiksek yaklasik 600
ng miktarda DNA’lar elde edilmistir. PZR reaksiyonu icin yeterli miktarda DNA

numunelerden izole edilmistir.

Tohumdan elde edilen DNA izolasyonunun basarili bir sekilde yapildigini kontrol
etmek amaciyla iiriin %0,8 (w/v) agaroz jelde kosturulmustur. Jeli hazirlamak i¢in 0,96
g Agaroz, 120 mL 5X TBE icerisinde mikro dalga firinda 1sitilarak ¢6ziilmiis ve 3 pL
Etidyum Bromiir eklenmistir. Daha sonra hazirlanan jel elektroforez tepsisine dokiilerek

katilagmasi saglanmistir.

Izole edilen DNA orneklerinden alman 2 pL DNA 0.5 mL’lik eppendorf tiipiine
konulmus, bunun iizerine 4 pL 6X loading buffer (50 mg bromofenol blue + 25 mL
glycerol + 20 ml 5X TBE + 5 mL ddH;0O) ve 14 uL ddH,0O eklenmistir. Karisim
vorteksle iyice karigtirilmistir. Hazirlanan bu 6rnek igerisinden alinan 10 pL 6rnek, 5X
TBE soliisyonu igerisinde bulunan ve %0,8’lik agaroz jele yiiklenmis ve bu 6rnekler

100 voltta 60 dakika kosturulmustur.
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10000 30.0
8000 300
, 6000 70.0 14.

—

6.0

8.0

e 4.0
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—/ 4000 300 8.0
— 3500 300 60
— 3000 70.0 140
—__ 50 250 50
- 2000 250 50
R 1500 250 50
] — 1000 600 120
N 750 250 50

- 500 250 50
—250 250 50

Sekil 3.1. Thermofisher 1 kb ladder

Bant biiyiikliiklerinin kontrolii ve izolasyon siiresince DNA’da kirilmalarin olup
olmadiginin kontrolii igin ThermoFisher marka 1kb’lik ladder kullanilmistir (Sekil 3.1).
Kit kullanilarak elde edilen DNA’larin jel goriintiilerine ait bir resim Sekil 3.2°de yer

almaktadir.

lad 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58

- Wl e pramoyd | e
o St Nmgined  Somtnd

N ,b.-dwb‘.umsaunmmn

Sekil 3.2. 45-58. numunelerin izole edilen DNA’larmin %0,8 lik agaroz jel goriintiileri
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PZR)

3.2.2.1. Glu-A3b, Glu-B3b ve Waxy Genlerinin Analizi

Proje materyalinin molekiiler olarak taranacagi genlere iliskin primer bilgileri Cizelge
3.2°de verilmistir. Diisiik molekiiler agirlikli glutenin (DMA) alt {initelerine iliskin Glu
A3b ve Glu B3b genleri Cizelge 3.2°de gosterilen primerlerle taranmigtir (Wang ve ark.,
2009, 2010). Bugdayda amiloz sentezinden sorumlu olan Waxy protein allelleri igin
Nakamura ve arkadaslar1 (2002) tarafindan gelistirilen primer kullanilmigtir. 1BL.1RS
translokasyonlarinin tespiti i¢in SeclGene primerleri kullanilmistir (Yamamoto ve
Mukai, 2005). Glu-A3b, Glu-B3b ve Waxy Genlerinin PZR analizi sonucu goriintiilenen
bant uzunluklart ThermoFisher marka 100 b¢ ladder araciligi ile belirlenmistir (Sekil
3.3). Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 i¢in Biorad C1000 Touch Thermal Cycler marka
PZR cihazi kullanilmistir.

280 56
2380 586
280 56
280 56
8.0 160
2710 54
2710 54
270 54
270 54
800 160
M0 60
300 60
300 60
300 60

Sekil 3.3. Thermofisher 100 bg¢ ladder

3.2.2.2. Glu-A3b ve Glu-B3b Genlerinin Molekiiler Taramalari

PZR reaksiyon sollisyonunun toplam hacmi 20 pL olarak belirlenmistir. Bu reaksiyon

soliisyonu igerisinde 1X PZR tampon ¢ozeltisi (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0,
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Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan primerlere iliskin bilgiler

Markorler Primer Dizisi (5" - 3") Yapisma Sicakhig (°C) Bul;:lilmugu Referanslar
(b¢)
GliAzh T s 58 °C 894 Wang ve ark. (2010)
Glu-B3b FR55ATT§(§$AGCT ETTCAGA:‘?AGT?TACTCAA%?" 56 °C 1570 Wang ve ark. (2009)
TR
SeclGene F: 5>-AACATGAAGACCTTCCTCATC -3° 60 °C 1216 Yamamoto ve Mukai

R: 5’>-CGTTACATTGAACACTCCATT -3°

16
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%0,1 Triton X-100), 0,1 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 1.0 U Taq polimeraz, 10 pmol

DNA primer (ileri ve geri primer) ve 50 ng DNA 6rnegi konulmustur.

Glu-A3b allelini tanimlamak i¢in kullanilan PZR dongii kosulu; 94 °C’de 5 dk
denatiirasyonu takiben, 94 °C’de 45 sn, 58 °C’de 45 sn, 72 °C’de 90 sn 38 dongii ve 72

°C’de 8 dk uzama siiresi ile gergeklestirilmistir.

Glu-B3b allelini tanimlamak i¢in kullanilan PZR doéngi kosulu; 94 °C’de 5 dk
denatiirasyonu takben, 94 °C’de 45 sn, 56 °C’de 45 sn, 72 °C’de 90 sn 38 dongii ve 72

°C’de 8 dk uzama siiresi ile gergeklestirilmistir.

3.2.2.3. Waxy Allellerinin Molekiiler Taramalari

PZR soliisyonunun toplam hacmi 25 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Bu reaksiyon
sollisyonu igerisinde 5 uL 1X PZR tampon ¢ozeltisi, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 1
U Taq polimeraz, 0,2 uM DNA primer (ileri ve geri primer) ve 100 ng DNA 6rnegi
konulmustur. PZR reaksiyonu waxy protein allelini tanimlamak i¢in kullanilan PZR
dongii kosulu; 95 °C’de 5 dk denatiirasyon, 95 °C’de 30 sn, 65 °C’de 30 sn, 72 °C’de 2

dk. 32 dongii ve son olarak 72 °C’de 7 dk uzama siiresi ile gerg¢eklestirilmistir;

3.2.2.4. Sec1Gene Allelinin Molekiiler Taramasi

PZR reaksiyon soliisyonunun toplam hacmi 25 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Bu
reaksiyon soliisyonu igerisinde 1X PZR tampon c¢ozeltisi, 0,2 mM dNTPs, 2 mM
MgCl,, 0,5 U Taq polimeraz, 5 pmol DNA primer (ileri ve geri primer) ve 100 ng DNA
ornegi konulmustur. Sec1Gene allelini tanimlamak i¢in kullanilan PZR dongii kosulu;
95 °C’de 3 dk denatiirasyon, 94 °C’de 45 sn, 60 °C’de 60 sn, 72 °C’de 90 sn 30 dongii

ve son olarak 72 °C’de 5 dk uzama siiresi ile gerceklestirilmistir.

3.2.2.5. Gradient PZR Protokolii

Primerler yapilarinda bulunan niikleotit dizilimlerindeki farkliliktan dolayr kalip
DNA’ya farkli sicakliklarda baglanmaktadir. Cihaz kalibrasyonlarindan dolayr direkt
olarak teorik sicaklikla yapilan PZR deneylerinin sonuglar1 bazi durumlarda verimli
olmayabilir. Bundan dolayi, Gradient PZR protokolii uygulanarak farkli sicakliklar

denenerek optimum baglanma sicakligi bulunmaktadir. Her bir primer igin firma
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tarafindan belirlenen teorik sicakligin 5 °C eksigi ve 5 °C fazlasi olacak sekilde PZR
cihazinin Gradient Protokol programi kullanilmis ve her bir primer i¢in optimum

baglanma sicakliklar1 belirlenmistir.

3.2.2.6. Dongii Optimizasyonu

Arastirmalarda kullanilan her primer i¢in PZR protokoliiniin en verimli oldugu
maksimum dongii sayisint belirlemek amaciyla dongii optimizasyonu yapilmistir.
Bunun igin sekiz adet ayni primer ve template DNA’ya sahip master karisimi
hazirlanmistir. PZR 1s1 prosediirii baglatilmis ve reaksiyonlar boyunca ilk olarak 10.
dongiiden baslamak kaydiyla 38. dongiiye kadar her 4 dakikada bir hazirlanmis olan
sekiz adet PZR tiipiinden birinde PZR sonlandirilmistir. Elde edilen PZR fiiriinleri

agaroz jelde karsilagtirilmis ve en uygun dongii sayist belirlenmistir.

3.2.2.7. Agaroz Jel Hazirlama

PZR uygulamasindan sonra primer amplifikasyonunun kontrolii igin %2’lik (w/v)
agaroz jel hazirlanmustir. Iki gram Agaroz 100 mL 5X TBE i¢inde mikro dalga firinda
isitilarak ¢oziilmis ve 5 pL etidyum bromiir eklenmistir. Jel kalibi kullanilarak
jellesmesi saglanmistir. Agaroz jeller i¢in Biorad Wide Mini-Sub cell GT DNA

elektroforez sistemi kullanilmustir.

3.2.2.8. PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezi

PZR reaksiyonu tamamlandiktan sonra, karisim igerisine 5 pL yiikleme boyast (6X
blue-dye; 50 mg bromofenol blue + 25 mL glycerol + 20 ml 5X TBE + 5mL ddH,0)
eklenmis ve bu 6rnekten 12 pL soliisyon alinarak %2’lik (w/v)’lik agaroz jelde, 130-
150 voltta 1,5 saat siireyle kosturulmustur. Jel kosturma islemi bittikten sonra Biorad

Chemidoc MP jel goriintiileme sistemi kullanilarak jelin goriintiisti alinmustir.
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3.2.3. Fizyolojik ve Agronomik Ozelliklerin Belirlenmesi

3.2.3.1. Bitki Boyu

Toprak yiizeyinden basaktaki son basak¢igin ucuna kadar olan mesafe Olcililmiis ve
degerler cm olarak ifade edilmistir. Olciime kilgiklar dahil edilmeden ve dl¢iim yapilan
toprak yiizeyinin ¢ukur ya da sirt olmamasia dikkat edilmistir (Torres ve Pietragalla,
2012).

3.2.3.2. Basaklanma Siiresi

Bir Ocak tarihinden itibaren parseldeki bitkilerin yaklagik olarak %50’si basaklandigi

slire giin sayisi1 olarak ifade edilmistir (Tavella, 1978).

3.2.3.3. Bin Tane Agirhg

Her bir genotipten iki kez 100 adet tohum otomatik tohum sayma makinesi (Chopin -
Numigral-I) ile sayilmis ve ortalamasi alinarak 10 ile ¢arpilarak bin tane agirliklari (g)
hesaplanmistir. Bin tane agirhigma iliskin degerler %14 nem igeriine gore

diizenlenmistir.

3.2.3.3. Hasat indeksi

Verim Ogeleri, Reynolds ve ark. (2001) tarafindan kullanilan yonteme gore hasat
olgunluguna gelen bitkilerde belirlenmistir. Bu yontemde;

e Parseli temsil edecek bir alandan kesilip alinan bitkiler i¢erisinden 50 adet
basakl1 bitki (Bb 50) secilir ve kese kagitlar i¢ine konularak 75 °C’de 48
saat kurutulur (Ka 50).

e Bu secilen 50 bitki hasat indeksinin (HI) hesaplanabilmesi i¢in harman
edilerek, tane ve saplar ayrilir.

e Tane veriminin belirlenmesinde parsel hasat edilmis ve elde edilen {iriin
tartilarak dekara ¢evrilmistir.

e Tane agirliginin belirlenmesinde 250 tane sayilarak tartilmistir.

19



Bu islemler sonucunda asagidaki formiiller kullanilarak degerler elde edilmistir.

Hasat indeksi (HI - %) Tane agirlig1 (Bb 50) / Toplam kuru agirlik (Ka 50)

Biyokiitle (g/m?) = Verim/Hi
Bin tane agirligi (BTA - g) = 250 tane agirligi x 4
Metrekarade tane sayisi = Verim/BTA x 1000

Metrekarede basak sayisi
Basakta tane sayisi

Biyokiitle/Sap kuru agirlig: (tek bitki)
Tane sayis1 (m?) / Basak sayis1 (m?)

3.2.3.4. Toprak Yiizeyini Erken Kapatma (Vejetasyon Indeksi - NDVI)

Cesitlerin toprak ylizeyini erken kapatma (NDVI = Normalized Difference Vegetation
Index) ozelliklerini belirlemek amaciyla, Mart aymin ilk haftasi, Nisan aymin ikinci
haftasi, Mayis ve Haziran ayinin son haftasinda NTech, GreenSeeker Model 505, optik
el sensorii kullanilarak NDVI degerleri l¢lilmiistiir. Sistem spektral yansima prensibine
gore calismakta olup, bu degerleri degisik dalga boylarindaki yansimalar iizerinden
hesaplamaktadir (Petiuelas ve ark., 1994). Okumalarda 151k kaynagi (sensor), bitki
ortiisiinden 80 cm yukarida olacak sekilde ayarlanmis ve bes metrelik parsel uzunlugu

boyunca sabit bir hizda yilirinmiistiir.

NDVI = (Rgoo — Reso)/(Reoo + Reso) R;
(Reflectance) yansimay1 gosterirken, alt simge rakamlar 1sinlarin dalga boyunu (nm)

gostermektedir.

3.2.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Verim denemelerinden elde edilen agronomik ve fizyolojik veriler JUMP istatistik
programinda kismi latis deneme desenine gore cavdar translokasyonunun etkisi analiz
edilmistir (Patterson ve Hunter, 1983). Verilerin analizinden Once normalite testi
yapilarak normal dagilim kontrol edilmistir. Normal dagilima uymayan bazi degerler
cok smirh sayida olmak iizere (besten az) cikarilmistir. Latis deneme desenine gore
yapilan analizlerde genotiplerin ortalama degerleri diizeltilmis degerler (Least Sq Mean)

olarak elde edilmistir. Bu degerler aritmetik ortalamalardan farklilik gdsterebilmektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Glu-A3b Allelinin Molekiiler Taramalari

Arastirma materyalinde Glu-A3b allelinin tasinma durumunun belirlenmesi i¢in Wang
ve ark. (2010) tarafindan tasarlanan DNA markdrleri kullanilmistir (Cizelge 3.2). PZR
yontemi kullanilarak tarama yapildiginda agaroz jelde 894 b¢ uzunlugunda bant
goriintiilenmistir. Fakat ayn1 materyalin kullanildigi TUBITAK 1120135 nolu projenin
SDS-PAGE yontemi ile belirlenen Glu-A3b tasiyan genotipler ile PZR yontemi ile ¢ikan
sonuglar karsilastirildiginda Glu-A3b alleli tasimayan genotiplerde de baglanma
gerceklesmistir. Bu sonuglar, ilgili primer icin DNA da ilgili bolgenin var olabilecegi
fakat transkripsiyon veya translasyon asamalarinda bilinmeyen sebeplerden dolay:
protein sentezlenmedigi disiiniilmektedir. mRNA seviseyinde yapilacak ¢alismalar
daha saglikli karar verilmesini saglayacaktir. Genotiplerin Glu-A3b alleline iliskin PZR

tarama sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

- — — —
WS T L s S e e e e ) ——

\

894 be — Glu-A3b

Sekil 4.1. Rekombinant kendilenmis hatlarin Glu-A3b alleli i¢in jel fotografi

Bugdayda Glu-A3b allelinin belirlenmesinde yaygin olarak SDS-PAGE yontemi
kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2004; Bradova ve Stockova; 2010). Son yillarda yeni
DNA markorlerinin gelistirilmesi ile ilgili genin belirlenmesi i¢cin DNA tabanli PZR
yontemi de kullanilmaktadir. Zhen ve ark. (2014) Chinese Spring ¢esidinde yaptiklar
arastirmada, Glu-A3 lokusu silinmis hatlar ile silinmemis hatlardan elde edilen
hamurlar1  karsilastirdiklarinda Glu-A3  lokusunun hamur kuvvetini  artirdigini
gozlemlemislerdir. Yaptigimiz aragtirmada DNA izolasyonlar: tekrarlanmis olup Wang

ve ark. (2010)’1n gelistirdigi Glu-A3b primeri iki farkli firma tarafindan sentezlenmis ve
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PZR yontemiyle elde edilen iriinlerde Onceki sonuglara benzer sonuglar

gbzlemlenmistir.

4.2. Glu-B3b Allelinin Molekiiler Taramalari

Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda yer alan hatlarin Glu-B3b allelini
tasinma durumunun belirlenmesi amaciyla Wang ve ark. (2009)’in gelistirdigi DNA
markorleri kullanilmistir (Cizelge 3.2). Rekombinant kendilenmis hatlarin Glu-B3b
alleli tasima durumunu gosteren jel goriintiisic Sekil 4.2°de, Glu-B3b alleli tasiyan ve
tasimayan hatlarin numaralari ise Cizelge 4.1’de verilmistir. Glu-B3b primerleri
kullanilarak yapilan molekiiler taramalar sonucunda bazi hatlarda tarandiginda 1570 bg
(baz cifti) uzunlugunda bantlar elde edilmistir. Ilgili alleli tasimayan hatlar ise bant

liretmemistir.

Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda yer alan hatlardan 85 tanesi Tosunbey
cesidi gibi Glu-B3b alleli tasirken, 60 adet hat ilgili alleli tasimamaktadir. Tez
calismasinda kullandigimiz hatlarin ~ yaklasik olarak %59’u  Glu-B3b allelini

tasimaktadir

lad 14 15

1570 be — Glu-B3b

Sekil 4.2. Rekombinant kendilenmis hatlarin Glu-B3b alleli i¢in jel fotografi

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda, Glu-B3 lokusunda yer alan allellerin ekmek yapim

kalitesini ve sedimentasyon degerini artirdigi saptanmistir (Pena, 1994; Zhao ve ark.,
2007).
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Cizelge 4.1. Haritalama popiilasyonunda yer alan hatlarin Glu-B3b allelini tasima durumuna
iliskin veriler

Glu-B3b allelini tasiyan genotipler G|u-BBbgaelrlliltiir;iléarlslmayan
1 39 75 118 3 57 110
2 40 76 119 4 62 111
6 41 77 120 Tahirova2000 64 115
11 45 79 126 7 65 117
12 46 80 127 8 66 121
13 47 81 129 9 68 122
14 48 83 130 10 74 123
15 49 84 131 16 78 124
17 50 85 132 19 87 125
18 51 86 134 20 88 128
21 52 89 135 22 90 133
23 56 93 136 28 91 139
24 58 95 137 29 92 141
25 60 96 138 30 94 142
26 61 97 140 32 98 143
27 63 99 144 37 101 149
31 67 100 145 42 102 150
33 69 108 146 43 103
34 70 109 147 44 104

Tosunbey 71 112 148 53 105
36 72 114 54 106
38 73 116 55 107
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4.3. Waxy Protein Allellerinin Molekiiler Taramalar:

Popiilasyonun gelistirildigi ebeveyn c¢esitler waxy protein genleri bakimindan da farkl
kombinasyonlar tagimaktadir. Tahirova2000 ¢esidi waxy genleri bakimindan wild type
yani biitiin waxy allelleri tasirken, Tosunbey ¢esidi Wx-Ala ve Wx-D1l1a allellerini
tasimaktadir. Popiilasyonda yer alan hatlarin tasidiklar1 waxy genlerinin belirlenmesi
icin Nakamura ve ark. (2002)’mn gelistirdigi DNA markorleri kullanilmistir (Cizelge
3.2). Rekombinant kendilenmis hatlarin waxy allellerine iliskin jel goriintiisiine Sekil
4.3’de yer verilmistir. Waxy alleli PZR yontemiyle tarandiginda Wx-D1a alleli igin 497
b¢, Wx-Ala alleli i¢in 455 b¢ ve Wx-Bla alleli i¢in 425 b¢ uzunlugunda bantlar
gozlenmistir. Genetik prensiplere uygun olarak haritalama populasyonunda elde edilen
hatlar waxy genleri bakimindan Wx-B1 alleli tasiyanlar veya tasimayanlar olarak
farklilik gostermistir. Hatlarin Wx-Bla alleli tasima durumlart Cizelge 4.2°de
verilmistir. Hatlardan 73 adedi Wx-Bla alleli tasirken, 72 adedi ilgili alleli
tasimamaktadir. Yaptigimiz arastirmada genotiplerin %50,3’sinin Wx-Bla alleli tagidigi
tespit edilmistir. Kontrol ¢esitlerinde ise Tahirova200 (5), Nevzatbey (59) ve Altay2000
(113) genotiplerinde Wx-Bla alleli tasidigi, Tosunbey (35) ve Adana99 (82)

genotiplerinde Wx-B1la alleli tasimadigi belirlenmistir.

Sekil 4.3. Rekombinant kendilenmis hatlarin Wx allellerine iliskin jel fotografi

Amiloz/amilopektin oran1 hamurun kalitesini etkilemekte ve amiloz miktarindaki artisin
hamur kalitesini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Waxy genlerin amiloz

miktarina etkisi kiyaslandiginda alleller Wx-B1 > Wx-D1 > Wx-Al seklinde
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siralanmaktadirlar (Yamamori ve Quynh, 2000). Amiloz miktarindaki artisa sebep olan
Wx-B1 allelinin ekmeklik bugday icin hamur kalitesini diiglirdiigii bildirilmistir
(Graybosch, 1998).

Cizelge 4.2. Populasyonda yer alan hatlarin Wx-B1 alleli tasima durumuna iliskin veriler

Wx-B1 alleli tagiyan genotipler WHx-B1 alleli tasimayan genotipler
4 46 76 107 1 30 82 122
Tahirova200 47 77 109 2 31 84 124
6 50 78 110 3 33 86 130
8 51 79 112 7 Tosunbey 89 131
9 52 80 113 10 36 90 132
15 53 83 115 11 37 96 133
17 54 85 120 12 42 98 134
19 56 87 123 13 48 100 135
26 57 88 125 14 49 103 136
29 59 91 126 16 55 104 138
32 60 92 127 18 58 106 139
34 61 93 128 20 64 108 140
38 62 94 129 21 67 111 141
39 63 95 137 22 68 114 142
40 65 97 145 23 69 116 143
41 66 99 146 24 70 117 144
43 72 101 147 25 71 118 148
44 73 102 149 27 74 119
45 75 105 150 28 81 121
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4.4. Sec1Gene Allelinin Molekiiler Taranmalari

Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda yer alan hatlarin SeclGene allelik
durumlarinin belirlenmesi i¢in Yamamoto ve Mukai (2005) tarafindan gelistirilen DNA
markdrleri kullanilmistir. Rekombinant kendilenmis hatlarin jel goriintiisiine Sekil
4.4°de, SeclGene alleli tasiyan ve tasimayan hatlarin numaralarina ise Cizelge 4.3’de
yer verilmistir. Hatlar SeclGene primer ¢ifti kullanilarak tarandiginda 1216 bg (baz
¢ifti) uzunlugunda bantlar elde edilmis olup ilgili alleli tasimayan hatlar ise bant

liretmemistir.

Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda yer alan hatlardan 61 adet hat ve
Tahirova2000 ¢esidi SeclGene alleli tasirken, 87 tanesi ve Tosunbey cesidi gibi ilgili
alleli tasimamaktadir. 122 nolu hatta mekanik karisikligi 6nlemek i¢in tek basaktan
aliman tohum PZR yonteminde birgok deneme yapmamiza ragmen ikili bant
saptanmistir. Bu hat {izerinde molekiiler arastirmalarimiz devam edecektir. Bant
boylarinm ikisi de 1216 bg uzunluguna yakin boyutlardadir. Bu ¢alismada bes kontrol

ve 145 numune icerisinde %41 oraninda ¢avdar translokasyonu tespit edilmistir.

1216 bg — Sec1Gene

Sekil 4.4. Rekombinant kendilenmis hatlarin Sec1Gene alleli igin jel fotografi

Bazi hastaliklara kars1 direng genleri tagiyan, abiyotik ve biyotik streslere kars1 bugdaya
tolerans kazandiran ¢avdar translokasyonunun daha onceki ¢aligmalarda tespitini
yapabilmek i¢in SDS-PAGE, C-bantlama ve genomik in-situ hibridizasyon yontemleri
kullanilmistir (Gill ve Kimber, 1977; Le ve ark.,1989; Fernandezve ark., 1995), Bu
yontemlere ilaveten uygulamasi daha kolay, analiz siiresi daha kisa olan ve DNA tabanli
bilgilere ulasmay1 saglayan PZR yontemleri ¢avdar translokasyonunu belirlemede son

yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Koebner, 1995; Weng ve ark., 2007). Cavdar
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translokasyonu tasiyan genotiplerin Glu-B3b alleli tasimadigi saptanmistir. Bu sayede

cavdar translokasyonunun tespitinde Glu-B3b alleli kontrol olarak da kullanilmustir.

Cizelge 4.3. Populasyonda yer alan hatlarin Sec1Gene alleli tasima durumuna iliskin veriler

Secl alleli tasiyan genotipler Secl alleli tasimayan genotipler
3 57 110 1 39 75 118
4 62 111 2 40 76 119
Tahirova2000 64 115 6 41 77 120
7 65 117 11 45 79 126
8 66 121 12 46 80 127
9 68 123 13 47 81 129
10 74 122 14 48 83 130
16 78 124 15 49 84 131
19 87 125 17 50 85 132
20 88 128 18 51 86 134
22 90 133 21 52 89 135
28 91 139 23 56 93 136
29 92 141 24 58 95 137
30 94 142 25 60 96 138
32 98 143 26 61 97 140
37 101 149 27 63 99 144
42 102 150 31 67 100 145
43 103 33 69 108 146
44 104 34 70 109 147
53 105 Tosunbey 71 112 148
54 106 36 72 114
55 107 38 73 116
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4.5. Baz1 Agronomik Ozellikler Uzerine Cavdar Translokasyonunun Etkilerinin

Arastirllmasi
4.5.1. Bin Tane Agirhg

Hatlar ve kontrol ¢esitlerinin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda ortalama bin tane agirlig
sirastyla 45,3 g, 41,7 g ve 38,3 g olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.6). Bin tane agirligt
icin genel ortalama 41,8 g olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). En yiiksek ortalama bin
tane agirlig1 degerleri 2013 yetistirme sezonunda elde edilmistir. 2015 hasat yilinda bin

tane agirligi bakimindan en diisiik ortalamalar elde edilmistir.

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan genotiplerin ortalama bin tane agirliklar
arasindaki farkin istatistiki olarak %5 diizeyinde dnemli oldugu saptanmistir (Cizelge
4.7).

Onemli bir verim komponenti olan bin tane agirligi fotosentez iiriinii artisina paralel
olarak artmaktadir. Yiiksek verim sartlarinda genotipler genellikle bin tane agirligim
artirarak bunu verime yansitmaktadir. Diger arastirmacilar da bin tane agirliginin
tahillarda tane verimini etkileyen 6nemli bir 6zellik oldugunu bildirmislerdir (Tosun ve
Yurtman, 1973; Gengtan ve ark., 1987; Korkut ve ark., 1993). Yapilan bir arastirmada
cevrenin bin tane agirlig1 iizerine etkisinin diger kalite kriterlerine oranla daha ytiksek

oldugu bildirilmistir (Peterson ve ark., 1992).

Cavdar translokasyonu hatlarin bin tane agirhigmi istatistiki olarak negatif yonde
etkilenmigtir. Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan hatlarin ortalama bin tane
agirliklar1 sirasiyla 41,4 g ve 42,1 g olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.4) Cavdar
translokasyonu tasiyan hatlarda 1.000 tane agirliginda azalmalar saptanmistir. Kurak
olmayan bolgelerde yetistirilen ¢avdar translokasyonuna sahip hatlarda 1BL.1RS

translokasyonu 1000 tane agirliginin disiirebilecegi sonucunu isaret etmektedir.
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Cizelge 4.4. Tane Verimi, Biyo-Kiitle, 1000 Tane Agirligi, Metrekarde Tane Sayisi, Metrekarede Basak Sayis ve Tane/Bagsak Orani verilerine iliskin
ortalamalar, standart hata ve varyasyon katsayisi verileri

Tane Verimi Biyo-Kiitle 1.000 Tane | Metrekarede | Metrekarede | Tane/Basak Hasat
(kg/da) (gr/ m2) Agirhg (g) Tane Sayis1 | Basak Sayisi Oram Indeksi
Ortalama 473 1.104 418 11.407 439.6 2697 043
Cavdar Tr?f;s"’kasy"““ 483a 1.107 42.1a 11.559a 4432 27.0 0,44a
Cavdar Tr?j‘;l"kasy“““ 4509b 1.099 41.4b 11.175b 434.4 27.0 0,42b
S.H. 91,8 2206 37 24 998 382 0,03
VK. 19.4 20 8.9 206 227 14.2 721
S.H.: Standart Hata V K.: Varyasyon Katsayisi
Cizelge 4.5. Basaklanma Siiresi, Bitki Boyu ve NDVI verilerine iliskin ortalamalar, standart hata ve varyasyon katsayis1 verileri
Bagaklanma Siresi Bitki Boyu | \ihvi Mart | NDVINisan | NDVIMays | NDVI Haziran
(Giin) (cm)
Ortalama 1374 86,6 0.306 0,494 0,661 0,288
Cavdar T”(‘_';S"’kasy“““ 137.1a 86,8 0,311 0,492 0,660 0,285
Cavdar Tr?f;"’kasy“““ 138,0b 86,3 0,308 0,496 0,661 0,290
S.H. 26 76 0,05 0,09 0,06 0,05
VK. 1.9 8.8 167 18.4 9.1 17.2

S.H.: Standart Hata V.K.: Varyasyon Katsayisi
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Cizelge 4.6. Tane Verimi, Biyo-Kiitle, 1000 Tane Agirligi, Metrekarde Tane Sayisi, Metrekarede Basak Sayis ve Tane/Bagak Orani verilerinin yillara gore

ortalama degerleri

Yillar Tane Verimi | Biyo-Kiitle 1.000 Tane | Metrekarede Tane | Metrekarede Basak Tane/Basak Hasat indeksi
(kg/da) (ar/ m2) Agirhg (9) Sayis1 Sayisi Orani

2013 484a 1.120,8b 45,43a 10.709,4b 339,2¢c 32,13a 0,43a

2014 486a 1.164,3a 41,56b 11.769,6a 513,4a 23,35¢ 0,42b

2015 443b 1.023,8¢c 38,28¢ 11.623,1a 463,8b 25,42b 0,43a

Cizelge 4.7. Tane Verimi, Biyo-Kiitle, 1000 Tane Agirligi, Metrekarde Tane Sayisi, Metrekarede Basak Sayis ve Tane/Basak Orani degerlerine iliskin

varyans analizi

Tane Verimi Biyo-Kiitle | 1.000 Tane | Metrekarede | Metrekarede Basak Tane/Basak Hasat indeksi
Varyasyon kg/da r/m? Agirhgi Tane Sayisi Sayisi Orani asat Indeksi
K Kl g g g y y
aynakialr - 'spl ko. |[sb| ko. [sp|ko. [sD|] kO [sD K.O. SD K.O. SD K.O.
Yil 2 8,88 2 3.056.270| 2 7.663 | 2 197.607.058( 2 4.829.728 2 12.633 2 8,24
Tekerriir (Yil) | 3 6,9 3 836.247 3 757 3  40.506.979 | 3 52.371 3 670 2 16,9
Blok (Yil,
v 30 12,91 30 4.799.480( 30 1590 | 30 522.302.398]| 30 442.333 30 1.875 30 13,03
Tekerriir)
Cavdar 1 109.1395**| 1 12110 | 1 80,12*| 1 29.581.114 | 1 15.573 1 0,003 1 0,065
Translokasyonu
Hata 828 8.335,60 821 48547 |827 13,9 |822 5.480.723 (822 9.971 823 14,2 821 0,001

S.D. :Serbestlik Derecesi, K.O. : Kareler ortalamasi,

**P<0.01 diizeyinde, 0.01
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Cizelge 4.8. Basaklanma Siiresi, Bitki Boyu ve NDVI verilerinin yillara gore ortalamalari

il Basaklg‘gi‘i‘:‘) Siresi | pii Boyu (cm) | NDVI Mart NDVI Nisan NDVIMayis | NDVI Haziran
2013 135,8b 89,87a 0,227¢ 0,566a 0,590¢ 0,173¢
2014 134 4¢ 87.06b 0,309b 0,404¢ 0,633 0,371a
2015 142,3a 82 66¢c 0,394a 0,512 0,759 0,317b

Cizelge 4.9. Basaklanma Siiresi, Bitki Boyu ve NDVI degerlerine iliskin varyans analizi
Bagaklanma Siiresi | g0 5 NDVI Mart NDVI Ni NDVI M NDVI Hazi
Varyasyon (Giin) itki Boyu (cm) ar isan ayis aziran
Kaynaklart ¢ K.O. S.D. Ko |sp| Ko |sb | Ko |sb | kKo | sbp | kKo
Yil 2 5.344,30 2 3.93420 | 2 2.09 2 2.05 2 2.32 2 3,14
Tekerriir (Yil) | 3 159,69 3 127229 | 3 0,007 3 0,02 3 0,13 3 0,02
Blok (Y1, 30 14,56 30 28723 | 30 003 30 004 30 0016 | 30 0,02
Tekerriir)
Cavdar 1 172,78** 1 5231 1 0,002 1 0,003 1 0,001 1 0,006
translokasyonu
Hata 828 6,64 827 57,78 828 0,002 828 0,008 828 0003 | 828 0,003

S.D. :Serbestlik Derecesi, K.O. : Kareler ortalamasi,
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4.5.2. Bitki Boyu

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tagimayan genotiplerin ortalama bitki boylar
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli degildir. Ortalama bitki boylar1 2013 yil1 i¢in
89,9 cm, 2014 yili i¢cin 87,1 cm ve 2015 yili i¢cin 82,7 cm olarak goézlemlenmistir
(Cizelge 4.8). Uc yilin ortalamas1 alindiginda bitki boyu 86,6 cm’dir (Cizelge 4.5).

Bitki boyu hedef bolgelerde yetistirilecek g¢esitlerin segiminde kullanilan ¢ok énemli bir
kriterdir. Ozellikle kuraklik riski bulunan ve sulamasiz bugday yetistiriciligi yapilan
bolgelerde uzun boylu bugday cesitleri tercih edilmektedir. Sulanan veya yillik yagis
miktarinin yiikksek oldugu boélgelerde ise yatma ihtimaline karsi kisa boylu bugday

cesitleri tercih edilmektedir.

Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda cavdar translokasyonu varliginin
bitkilerin boylarina etkileri istatistiki olarak Onemsiz bulunmakla birlikte cavdar
translokasyonu tasimayan hatlarin ortalama bitki boylart (86,8 cm), cavdar

translokasyonu tasiyan hatlardan (86,3 cm) daha uzundur.

4.5.3. Tane Verimi ve Metrekarede Tane Sayisi

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan genotiplerin ortalama tane verimleri
arasindaki farkin istatistiki olarak %1 6nemli oldugu fakat metrekarede tane sayisinda

istatistik olarak ¢ok dnemli bir artis olmadig saptanmistir (Cizelge 4.7).

Hatlar ve kontrol ¢esitlerin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda ortalama tane verimi sirastyla
484, 486 ve 443 kg/da olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.6). En yiiksek ortalama tane
verimi 2013 yilinda elde edilmistir. 2015 hasat yilinda ise tane verimi bakimindan en

diisiik ortalamalar elde edilmistir.

Hatlar ve kontrol gesitlerin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda ortalama metrekarede tane
sayist 10.709, 11.770 ve 11.623 adet olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.6). En yiiksek
ortalama tane verimi 2014 yilinda elde edilmistir. 2013 hasat yilinda ise tane verimi

bakimindan en diisiik ortalamalar elde edilmistir.

Tane verimi hem genetik yapidan hem de gevre faktorlerinden etkilenmektedir.

Literatiirde bir¢ok c¢alismada genotip x ¢evre interaksiyonu 6nemi vurgulanmstir.
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Peterson ve ark. (1992) tane verimini genotip x ¢evre interaksiyonunun etkiledigini
bildirmislerdir. Calismada tane verimi bakimindan genotipler arasindaki farkliliklar
istatistiki olarak anlamli sonuglar saptanmustir. Cizelge 4.6’da gosterildigi lizere ti¢ yilin
ortalamasi1 olarak 473 kg/da olarak belirlenmis ve Cizelge 4.4’de belirtildigi iizere
cavdar translokasyonu tasiyan genotiplerin ortalama tane verimi 459 kg/da olarak
belirlenirken, ¢avdar translokasyonu tasimayan genotiplerde ise ortalama tane verimi
483 kg/da oldugu saptanmustir. Verilerin incelendiginde ¢avdar translokasyonunun tane
verimini disiirdiigii gozlemlenmistir. Denemelerin yiiriitiilldigi Eskisehir lokasyonunda
deneme materyali 2013 ve 2014 yazinda birer kez sulama (35-40 mm) yapilmistir.
Arastirma sonuglar1 ¢avdar translokasyonunun denemelerin yiiriitiildigli sartlarda verim

performansi olarak bir avantaj saglamadigin1 gostermektedir.

Cavdar translokasyonu tasiyan hatlarin verim potansiyeli veya kurakliga tolerans
bakimindan performanslar1 iizerine genetik tabanin etkisi de Onemlidir. Cavdar
translokasyonu tasiyan genotiplerin kurakliga toleranslar1 genellikle kok ozellikleriyle
iliskilendirilmis ve bu iliskinin molekiiler kaynaklar1 belirlenmistir (Villareal ve ark.
1998; Ehdaie ve ark. 2003; Sharma ve ark. 2009; Sharma ve ark. 2011). Calismis
oldugumuz lokasyonda nispeten verim potansiyelinin yiiksek olmasi1 cavdar
translokasyonu tasiyan hatlarin kurakliga tolerans performanslarinin belirlenmesine
imkan saglamamistir. Bununla birlikte c¢avdar translokasyonlarimin kurak sartlarda
genotiplerin genetik tabanmna bagli olarak tane veriminde bir avantaj saglamadigini

gosteren arastirmalar da bulunmaktadir (Xue vd. 2014).

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan genotiplerin metrekaredeki tane sayilar
arasmdaki fark istatistiksel olarak énemli degildir (Cizelge 4.7). Ug yilin ortalama
cavdar translokasyonu tasiyan hatlarin metrekaredeki ortalama sayist 11.175 iken
tasimayan hatlarda 11.559 tane olarak belirlenmistir. Metrekaredeki tane sayis1 yillar
icerisinde degisiklikler gostermis fakat bu degisikler cavdar translokasyonu ile

iliskilendirilememistir (Cizelge 4.6).

4.5.4. Basaklanma Siiresi

Agronomik olarak bugday icin 6nemli 6zelliklerden biri de bagaklanma giin sayisidir.

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan genotiplerin ortalama basaklanma giin
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sayilar1 arasindaki farkin ve genotip x ¢evre interaksiyonunun istatistiki olarak %1

diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Deneme ortalamalari dikkate alindiginda en erken basaklanma 2014 yilinda olurken, en
ge¢ basaklanma 2015 yilinda olmustur. Arastirmanin yiriitildigi 2013, 2014 ve 2015
yillarinda ortalama basaklanma siireleri sirasiyla 135,8, 134,4 ve 142,3 giin olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.8). Bagsaklanma giin sayisi i¢in yillar ortalamas: 137,4 giindiir
(Cizelge 4.5).

Basaklanma giin sayis1 bugdayda transgressif agilimin en ¢ok gozlendigi 6zelliklerden
biridir. Basaklanma giin sayis1 fotoperiyoda hassasiyet ve vernalizasyon genleri yaninda
(Shcherban ve ark., 2015), birgok ¢evresel faktoriin etkisi altindadir. Yetisme sezonunda
yasanan stres kosullar1 genotipler arasindaki basaklanma giin sayis1 farklarinin
azalmasina neden olmaktadir. Bu duruma ornek olarak 2015 yilinda Eskisehir’de
yiiriitiilen deneme verilebilir. Denemede yer alan genotiplerin tamami bes giinliik bir

donemde basaklanmustir.

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tagimayan hatlarin ortalama basaklanma siiresi
strastyla 138,0 ve 137,1 giin olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Cavdar translokasyonu
tasiyan hatlarda bagaklanmanin daha ge¢ gergeklestigi saptanmastir.

4.5.5. Biyo-Kiitle Agirhg

Biyo-Kiitle agirign (g/m?) degerleri 2013, 2014 ve 2015 yillarinda sirayla 1.120,8,
1.164,3 ve 1.023,8 g/ m? olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Ug yilin ortalamasi Cizelge
4.4°de gosterildigi iizere 1.104,3 g/m?dir ve cavdar translokasyonunun biyo-kiitle
(g/m?) iizerinde istatistiki olarak 6nemli bir degisiklige neden olmadigi saptanmistir
(Cizelge 4.7).

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan hatlarin ortalama biyokiitle degerleri
sirastyla 1.099 g/m® ve 1.107 g/m? olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.4). Cavdar
translokasyonunun rekombinant kendilenmis hat popiilasyonundaki hatlarin biyo-kiitle

degerlerine etkisi istatistiki olarak 6nemli degildir.
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4.5.6. Metrekarede Basak Sayis1 ve Tane/Basak Orani

Metrekaredeki basak sayis1 2013, 2014 ve 2015 yillarinda ortalama degisiklikleri sirayla
339,2, 513,4 ve 463,8 adet olarak saptanmstir (Cizelge 4.6). Ug yilin ortlamasi ise 439
adettir (Cizelge 4.4). Tane/basak oraninin ii¢ yildaki ortalama degerleri sirayla 32,1,
23,4 ve 25,4 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6). U¢ yilin ortalamasi ise 27,0 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan genotiplerin metrekarede basak sayisi ve
tane/bagak orana iliskin degerler Cizelge 4.4’de verilmistir. Cavdar translokasyonu
tasiyan genotiplerin {i¢ yillik ortalama metrekaredeki basak sayisi 434,4, tasimayan
genotiplerin ise 443,2 olarak saptanmistir. Cavdar translokasyonu tasiyan genotiplerin
tic yillik ortalama tane basak orani ile tagimayan genotiplerin orani 27,0 olarak
belirlenmistir. S6z konusu verim komponentleri iizerine ¢avdar translokasyonunun

etkisi istatistiki olarak onemli degildir (Cizelge 4.6).
4.5.7. Hasat Indeksi

Cavdar translokasyonu tasiyan Ve tasimayan genotiplerin ortalama hasat indeksi
arasindaki farkin istatistiki olarak %1 diizeyinde onemli oldugu saptanmistir (Cizelge
4.7). Hasat indeksi ¢avdar translokasyonu tasiyan genotiplerde ortalama 0,42 tasimayan
genotiplerde ise 0,44 oldugu saptanmis ve ¢avdar translokasyonunun ortalama hasat
indeksini diigtirdiigii belirlenmistir (Cizelge 4.4). Elde edilen sonuglar hasat indeksinin
calismis oldugumuz haritalama popiilasyonunda tane verimi iizerinde etkili bir verim
komponenti oldugunu gostermistir. Budak ve Yildirim (1995) da hasat indeksinin
bitkideki tane veriminin bitkinin toplam kiitlesine orani alinarak hesaplandigin1 ve

onemli bir verim kriteri oldugunu bildirmislerdir.

Genotiplerin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda ortalama hasat indeksi sirasiyla 0,43, 0,42
ve 0,43 olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.6). En yiiksek ortalama hasat indeksi 2015
yilinda elde edilirken, en diisiikk hasat indeksi ortalamasi 2014 hasat yilinda elde

edilmistir.
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4.5.8. NDVI Degerleri (Mart, Nisan, Mayis ve Haziran)

Cavdar translokasyonu tasiyan ve tasimayan genotiplerin Mart, Nisan, Mayis ve
Haziran’da alimnan NDVI olgiimleri  Cizelge 4.5°de  verilmistir.  Cavdar
translokasyonunun istatistiki olarak hatlarin NDVI degerlerine etkisinin olmadigi

gozlenmistir (Cizelge 4.9).

NDVI ol¢iimleri  yesil yaprak alanlar1 belirlemede, ayaktaki biyokiitlenin
belirlenmesinde, fotosentetik olarak aktif dokularin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Gergek zamanli olarak bitkinin fizyolojik 6zellikleri hakkinda analizlerin yapilmasini

saglamaktadir (Baret ve Guyot, 1991).

Hatlar ve kontrol gesitlerin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda ortalama Mart aylarindaki
NDVI o6lgiimleri sirastyla 0,227, 0,309 ve 0,394 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). En
yiiksek ortalama NDVI 6l¢iim sonucu 2015 yilinda elde edilmistir. Ug yilin ortalama
Nisan aylarindaki NDVTI o6l¢iimleri sirasiyla 0,566, 0,404 ve 0,512 olarak saptanmuistir
(Cizelge 4.8). En yiiksek ortalama NDVI 6l¢iim sonucu 2013 yilinda elde edilmistir. Ug
yilin ortalama Mayis aylarindaki NDVI 6l¢iimleri ise sirastyla 0,590, 0,633 ve 0,759
olarak saptanmistir (Cizelge 4.8). Mayis ay1 icin en yiiksek ortalama NDVI 6l¢iim
sonucu 2015 yilinda elde edilmistir. Ug yilin ortalama Haziran aylarindaki NDVI
Olctimleri sirasiyla 0,173, 0,371 ve 0,317 olarak saptanmistir (Cizelge 4.8). En yiiksek

ortalama NDVI 6l¢iim sonucu Haziran ay1 i¢in 2014 yilinda elde edilmistir.
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5. SONUC

Bu calismada Tosunbey x Tahirova2000 anaglar1 kullanilarak elde rekombinant
kendilenmis hat populasyonunda ¢avdar translokasyonu, Glu-A3b, Glu-B3b ve Waxy
protein allelleri belirlenmistir. Calismamizda haritalama popiilasyondaki hatlarin
molekiiler olarak diisiik molekiil agirlikli glutenin alt iinitelerinden olan Glu-A3b ve
Glu-B3b allelleri PZR yontemi ile taranmistir. Glu-A3b allelini belirleyebilmek igin
kullanilan primerler ile ilgili allelin protein ve PZR sonuglart benzerlik gostermemistir.
Rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda yer alan hatlardan 85 tanesinin Glu-B3b
alleli tasidigi, 60 adet hattin ilgili alleli tasimadigir belirlenmistir. PZR ydntemi
kullanilarak rekombinant kendilenmis hat popiilasyonunda yer alan hatlarda waxy
protein allelleri belirlenmistir. Tiim hatlarda Wx-D1la ve Wx-Ala allellerinin varliklari
saptanmig Ve hatlarin yaklasik %50,3’sinin Wx-Bla allelini tasidigi tespit edilmistir.
Cavdar translokasyonunun varliginin belirlenmesinde Sec1Gene primerleri kullanilmis
ve ¢alistigimiz haritalama popiilasyonunda 60 adet hattin ¢avdar translokasyonu tasidigi
saptanmistir. Cavdar translokasyonu tasiyan hatlarda B kromozomundaki translokasyon

nedeniyle Glu-B3b alleli bulunmamaktadir.

Cavdar translokasyonu tasiyan hatlar ile tasimayan hatlarin fizyolojik 6zellikleri
karsilastirilmis olup, bazi o&zellikler i¢in cavdar translokasyununa bagli Onemli
farkliliklar tespit edilmistir. Tane verimi ii¢ yilin ortalamasina goére cavdar
translokasyonu tasiyan hatlarda 459 kg/da olarak belirlenirken, ¢avdar translokasyonu
tasimayan hatlarda ise 483 kg/da olarak belirlenmistir. Cavdar translokasyonu tasiyan
hatlarin tane verim ortalamasimnin gavdar translokasyonu tasiyanlara kiyasla daha
distiktir. Calistigimiz popiilasyonda ¢avdar translokasyonu tasiyan hatlarin 1000 tane
agirligi ve hasat indeksi ¢avdar translokasyonlari tagimayan genotiplere gore daha
diigiiktiir. Hasat indeksi yine ii¢ yilin ortalamasi dikkate alindiginda c¢avdar
translokasyonu tasiyan genotiplerde 0,42 olarak gergeklesirken, ¢avdar translokasyonu
tasimayan genotiplerde ise 0,44 olarak gergeklesmistir. Arastirmada ¢avdar
translokasyonu tasiyan hatlarin daha gecci oldugu belirlenmistir. Bagaklanma giin sayis1
cavdar translokasyonu tasiyan hatlarda ortalama 138 giin olarak saptanirken, cavdar

translokasyonu tasimayan hatlarda ortalama 137 giin olarak saptanmustir.
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Elde edilen sonuglar aragtirmada kullanmis oldugumuz rekombinant kendilenmis hat
popiilasyonunun genetik kaynak gelistirmede ve ekmeklik bugdayda ozellikle

kuraklikla iligkili baz1 fizyolojik arastirmalarda kullanilabilecegini gostermektedir.
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