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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MAKARNALIK BUGDAYDA GPC-B1 GENi BAKIMINDAN
MELEZ HATLARIN ELDE EDIiLMESi VE TANIMLANMASI

Leyla Nurefsan GUNDUZ

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
Eyliil, 2016, 77 Sayfa

Son yillarda basta demir ve ¢inko olmak tizere mikro besin elementi ve protein
bakimindan yetersiz beslenme orani oldukca artmistir. Bu nedenle bugday gibi temel
besin maddelerinin mikro besin elementlerince zenginlestirilmesi gerekmektedir.
Makarnalik bugdayda son yillarda besin degerinin arttirilmasina yonelik ¢aligmalarda
kullanilan en 6nemli gen bolgelerinden biri protein ve mikro besin elementi miktarinda
artis saglayan Gpc-B1 lokusudur.

Bu calismada farkli anaglardan elde edilmis {i¢ adet ileri geri melez islah hattina
(TMB1, TMB2 ve TMB3), protein oraninin arttirilmasi ve mikro besin element (Fe, Mn
ve Zn) iceriklerinin yiikseltilmesi amaciyla Gpc-B1l geninin aktarilmasi hedeflenmistir.
Bu amagcla Gpc-B1 genine sahip oldugu bilinen UC1113-Gpc-B1 hattt melezlemelerde
gen kayna8i olarak kullanilmigtir. F1 generasyonunda hedeflenen gen bdlgelerini
tastyan melez bitkileri markor destekli seleksiyon yontemi ile molekiiler markorlerle
taranarak belirlenmistir. Bununla birlikte; sar1 pasa dayanikliligi saglayan Yr-36 geni
Gpc-B1 alleliyle baglantili oldugu igin; Gpc-B1 geninin aktarildig hatlara Yr-36 geni de
aktarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Makarnalik bugday, Gpc-B1, MAS, Mikro besin, Triticum durum,
Yr-36.



ABSTRACT

Ms Thesis

OBTAINING AND IDENTIFYING OF HYBRID LINES
FOR GPC-B1 GENE IN DURUM WHEAT

Leyla Nurefsan GUNDUZ

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
September, 2016, 77 pages

In recent days, insufficient nourishment ratio has been increased in terms of proteins
and micro nutrient elements; primarily iron and zinc. For this reason, there is a need for
basic food crops like wheat to be enriched with micro nutrient elements. Gpc-B1 locus
located in the short arm of chromosome 6B is one of the most important studied genes
in recent research in durum wheat.

In this study, it is aimed to transfer Gpc-B1l gene to three advanced breeding lines
(TMBL1, TMB2 and TMB3) from different parents in order to increase protein amount
and micro nutrient elements (Fn, Mn and Zn). It was known that UC113-Gpc-B1 line
had Gpc-B1 gene and thus it was used as gene source. Hybrid plants that have the
targeted gene in F1 generation were determined using molecular markers by marker
assisted selection. Since Yr-36 gene that provides resistance to yellow rust was
associated with Gpc-B1 allele, it was also transferred to the lines together with Gpc-B1
gene.

Keywords: Durum wheat, Gpc-B1, MAS, Micro nutrient, Triticum durum, Yr-36.
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1. GIRiS

Temel besin maddesi olan bugday, diinyada ve Tiirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir
bitkisidir. Makarna bugdayin gida olarak kullaniminda ekmekten sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Tirkiye bir¢cok bitkide oldugu gibi makarnalik bugdayda da onemli gen
merkezlerinden biridir. Bu nedenle diinyada kaliteli makarnalik bugday iiretebilecek en
uygun ekolojik bolgelere sahip iilkelerden biridir. Ulkemiz makarnalik bugday
(Triticum durum) firetimiyle diinyanin en Onemli {iretici ilkeleri arasinda yer
almaktadir. 2015-2016 yili verilerine gore, yaklasik 723 milyon ton civarinda olan
diinya bugday iiretiminin 37,3 milyon tonunu durum bugday1 olusturmaktadir (Anonim,
2016a). Diinya durum bugday:1 iiretiminin 2,04 milyon tonu Tirkiye tarafindan
gerceklestirilmektedir (Anonim, 2016b). Ulkemizde yillik iiretim oram yiiksek olmasina
ragmen makarnalik bugday ithal edilmektedir. Bunun en Onemli sebebi iiretilen
makarnalik bugdaymn Onemli bir kisminin makarna sanayisinin istedigi kalitede
olmamasidir. Kaliteli makarnalik bugday ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in Tiirk
makarnalik bugday c¢esitlerinin modern 1slah yontemleri kullanilarak verimlerini

olumsuz yonde etkilemeden kalitelerinin arttirilmasi gerekmektedir.

Makarnalik bugdayin kalitesini belirleyen temel faktorlerden biri bugdaymn ve
bugdaydan elde edilen son liriiniin besin degeridir. Bugday diinyanin bir¢ok iilkesinin
temel kalori, protein ve mineral kaynagi durumundadir. Tirkiye’de giinlik enerji
gereksiniminin ortalama % 40 ’1 sadece bugdaydan karsilanmaktadir (Anonim, 2008a).
Bu oranin kirsal kesimlerde % 70’ e ulastig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle bugdayin
besleyici 6zelliginin arttirilmasi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Son yillarda basta demir
(Fe), ¢inko (Zn) ve mangan (Mn) olmak iizere mikro besin elementi bakimindan
yetersiz beslenme oram oldukca artmistir. Bu nedenle bugday gibi temel besin
maddelerinin  genetik agidan mikro besin elementlerince  zenginlestirilmesi
gerekmektedir. Ayn1 zamanda protein miktarinin da artirilmasi besin kalitesi agisindan
olduk¢a dnemlidir. Iyi bir makarnalik bugdaymn protein oranimin % 13’den fazla olmasi

gerekmektedir.

Bu caligmanin amaci, protein kalitesi iyilestirilmis bazi ileri makarnalik bugday geri

melez 1slah hatlarinin protein oraninin arttirilmasi ve mikro besin element (Fe, Mn, Zn)
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iceriklerinin yiikseltilmesidir. Ayrica islah hatlarina sar1 pasa dayaniklilik saglayan
Yr-36 geninin aktarimi da hedeflenmistir. Bu amagla farkli anaglardan elde edilmis olan
ti¢ adet ileri 1slah hatt1 (TMB1, TMB2 ve TMB3) ve gen kaynagi olarak da Gpc-B1l
genine sahip oldugu bilinen UC1113-Gpc-B1 hatti kullamlmistir. Melezlemeler
yapilarak elde edilen F1 bitkilerinden hedeflenen gen bdlgesi olan Gpc-B1 ve Yr-36° y1
tastyanlar molekiiler taramalar yapilarak markor destekli seleksiyon ydntemiyle

secilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Temel besin maddesi olan bugday, bir¢ok iilkenin temel kalori, protein ve mineral
kaynagidurumundadir. Genis tiikketim yelpazesi ve Uriin ¢esitliligi ile vazgeg¢ilmez
besinlerden olan bugday, diinya niifusunun yaklasik % 35’ inin temel besin maddesidir

(Anonim, 2008b; Ates Sonmezoglu, 2010).

Bugdaylar; genom yapisina gore iic gruba ayrilirlar. Bunlar; ekmeklik(hekzaploid),
makarnalik (tetraploid) ve kaplica (diploid) bugdaylaridir. Giiniimiizde ticari anlamda
ekmeklik ve makarnalik bugdaylar yetistirilmektedir. Makarnalik bugdaylar, kalite
ozellikleri ve kullanim alanlar1 bakimindan ekmeklik(T. aestivum) ve topbas (T.
compactum) bugdaylardan ¢ok farkli ve 6zel bir konuma sahiptir. Makarnalik bugdaylar
tetraploid (2n=4x=28, AABB) bitkilerdir.

Diinyada toplam bugday iiretimi son yillarda 723 milyon ton, Tiirkiye’de ise 17,6
milyon ton olmustur. Ulkemizdeki toplam bugday iiretimi bir onceki yila nazaran
% 14 oraminda artis gostermistir (Anonim, 2016b). Ulkemiz makarnalik bugday
iiretiminin 2,04 milyon ton oldugu bildirilmistir (Anonimi 2016b). Diinyada bugday
tretimine ayrilan alanin yaklasik % 5,3' tinde, Tiirkiye’de ise % 7,8’ inde makarnalik
bugday, geri kalan kisminda ise ekmeklik bugday yetistirilmektedir (Anonim, 2013a).
Diinyada ve Tirkiye’de iiretilen toplam bugdayin % 1° den daha az bir kismini ise

compactum bugdaylari olusturmaktadir.

Makarnalik bugdayin kdkeni Rusya’dan gelmekte olup genellikle yar1 kurak ve soguk
iklimlerde yetistirilmektedir. Makarnalik bugday yetistiren {iilkelerin basinda; AB
tilkeleri (27), Kanada, Tirkiye, USA, Ukrayna ve Avusturalya gelmektedir (Anonim,
2015a). Makarnalik bugdayin ihracatini yapan iilkelerden en dnemlileri Cin, Hindistan,
USA, Rusya, Kanada, Avusturalya, Pakistan, Ukrayna ve Tirkiye’dir (Anonim,
2015b).

Makarnalik bugdayin degerlendirilmesi amber ve kirmizi renkli olmak tizere iki sekilde
yapilmaktadir. Amber renkli olanlar makarna sanayisinde; kirmizi renkli olanlar ise

daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Giileg ve ark., 2010).
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Durum bugday1 olarak da bilinen makarnalik bugday ftretimi ile birgok iireticiyi
ilgilendirmesi ve makarna endiistrisinin ham maddesini olusturmasi bakimindan diinya
tariminda onemli bir kiiltiir bitkisi haline gelmistir. Bugdayin insan gidasi olarak
kullannominda makarna, ekmekten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Makarnalik
bugdaylar, diinyada belli bolgelerde yetistirilen ve ekmeklik bugdaya gore daha yiiksek
fiyatla alict bulan degerli bugdaylardir. Tiirkiye bir¢ok bitkide oldugu gibi makarnalik
bugdayin da 6nemli gen merkezlerinden biridir. Bu nedenle diinyada kaliteli makarnalik
bugday iiretebilecek en uygun ekolojik bolgelere sahip lilkelerden biridir. Tiirkiye
makarnalik bugday {iretimiyle diinyanin en Onemli {iretici iilkeleri arasinda yer
almaktadir. Ancak son yillarda makarnalik bugday ithal eder duruma gelmistir. 2015-
2016 yili verilerine gore, yaklagik 723 milyon ton civarinda olmasi ongoriilen diinya
bugday iiretiminin 37,3 milyon tonunu durum bugdayr olusturmaktadir (Anonim,
2016a). Diinya durum bugday:1 tretiminin 2,04 milyon tonu Tirkiye tarafindan
gerceklestirilmektedir (Anonim, 2016b).

Ulkemizde yillik iiretim oram yiiksek olmasina ragmen makarnalik bugday ithal
edilmektedir. Bunun en 6nemli sebebi liretilen makarnalik bugdayin ancak % 30-40’1nin
makarna sanayisinin istedigi kalitede olmasidir. Kaliteli makarnalik bugday ihtiyacimin
karsilanabilmesi icin Tiirk makarnalik bugday cesitlerinin modern 1slah yontemleri
kullanilarak ~ verimlerini olumsuz yonde etkilemeden kalitelerinin arttirilmasi

gerekmektedir (Gokmen ve Ates, 2005).

Kalite, tliketicinin ve sanayicinin istedigi 6zelliklerin timiidiir. Makarnalik bugdayda
kalite; son iiriine, lireticiye, tohum firmalarina, 6giitme sanayisine, makarna sanayisine
ve tiiketiciye gore farklilik gostermektedir (Dziki ve Laskowski, 2005). Makarnalik
bugdayda kaliteyi belirleyen temel kriterler; tanenin sertlik ve camsilik orani, test
(hektolitre) agirligi, protein miktar1 ve kalitesi (gluten kuvveti), 6gilitme kalitesi, sar1
pigment konsantrasyonu ile sar1 renk kaybi veya renk kararmasina neden olan
lipoksijenaz (LOX), polifenoloksidaz (PPQO) gibi oksidatif enzimlerin aktiviteleri
tarafindan belirlenmektedir (Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999, 2003; Troccoli
ve ark., 2000; Sissons, 2004; Koyuncu, 2009).



Makarnalik bugdayin kalitesini belirleyen temel faktorlerden biri de bugdaymn ve
bugdaydan elde edilen son {iriiniin besin degeridir. Bugday; bir¢ok iilkenin temel kalori,
protein ve mineral kaynagr durumundadir. Tiirkiye’de giinliik enerji gereksiniminin
ortalama % 40’ 1 sadece bugdaydan kargilanmaktadir. Bu oranin kirsal kesimlerde
% 70’ e ulastig1 tahmin edilmektedir (Anonim, 2008a; Ates Sonmezoglu, 2010). Bu
nedenle bugdayin besleyici 6zelliginin yani besin degerinin arttirilmasi biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Son yillarda basta demir (Fe) ve ¢inko (Zn) olmak iizere mikro besin
elementi bakimindan yetersiz beslenme orani olduk¢a artmistir. Bu nedenle bugday gibi
temel besin maddelerinin genetik acidan mikro besin elementlerince zenginlestirilmesi

gerekmektedir.

Bugdayin besin kalitesinin arttirilmasi insan saglig1 acisindan olduk¢a dnemlidir. Mikro
besin elementlerinin (demir, ¢inko, bor ve selenyum vb.) yetersizligi durumunda ciddi
hastaliklar ortaya c¢ikmakta, yasam kalitesi diismekte, 6lim oranlar1 artmakta ve
insanlarda caligma verimliligi olumsuz etkilenmektedir (Cakmak, 2002; Black, 2003;
Holtz ve Brown, 2004). Son yillarda mikro besin elementlerindeki eksikliklerle beraber
yetersiz beslenme oranmi da artmistir (Graham ve ark., 2007). Bu gibi problemlerin
Oniine gecilebilmesi i¢in tahillar basta olmak tizere temel besin maddelerinin mikro
besin elementleri acisindan zenginlestirilmesi gerekmektedir (Distelfeld ve ark., 2006).
Gidalarla alinan mikro besin elementlerinin basinda demir, ¢inko ve iyot gelmektedir.

Bugdayin mikro besin elementlerince zenginlestirilmesinin bitki gelisimi i¢in sagladigi
faydalar da vardir. Bu elementlerin bitkide klorofil olusumu, fotosentez olusumu, suyun
bitkiye alim1 ve kontrolii iizerine dnemli etkileri vardir. Bitki gelisimine yardime1 olmak

i¢in bakir, demir ve ¢inko ile kombinasyonlar olusturulur (Anonim, 2013b).

Diinyada protein ve enerji ihtiyact bakimindan yetersiz beslenen insanlari sayis1 800
milyona ulasmis ve yaklasik iki milyara yakin insan ‘gizli aglik’ olarak adlandirilan
vitamin ve mikro besin element (demir, bor, c¢inko, selenyum vb.) eksikligi
yasamaktadir (Cakmak, 2002; Welch, 2002). Tiirkiye’de tahil yetistirilen bolgelerde
mikro element diizeyinin (6zellikle Zn ve Fe) yeterli olmamasi (Eyiipoglu ve ark.,
1998), insanlarin ihtiyaci olan kalori miktarimin 6nemli bolimiini (% 45’e kadar)
yalnizca bugdaydan karsilamasi (Cakmak ve ark., 2004) ve bolgelerde yasayan

insanlarda  mikro element eksikliginin goériilmesi bu konunun arastirilip



coziimlendirilmesini Oncelikli kilmistir. Bu sebeple bitki 1slah1 ve giibreleme ile
bugdayin ozellikle Zn ve Fe gibi mikro element bakimindan zenginlestirilmesi

gerekmektedir (Cakmak, 2008).

Demir; hemoglobinin yapisinda bulunur. Bakir ve kalsiyum gibi bazi minerallerin
emilimi ve kanda oksijeni tastyan kirmizi kan hiicrelerinin ve ¢esitli enzimlerin iiretimi
icin gereklidir. Ayrica, bagisiklik sistemini de giiglendiren bir mineraldir. Eksikliginde
ise anemi ve oksijen kullaniminda yetersizlik meydana gelebilir. Demir eksikligi
canlilarda yaygin olarak rastlanan 6nemli bir beslenme problemidir. Demir eksikligi
insanlarda anemiye sebep olurken bitkide verim ve kalite de diisiise yol agmaktadir.
Cocuklarda Fe noksanligi fiziksel biiylimede gerilemeye, mental gelisim bozukluguna

ve kapasitenin azalmasina yol agmaktadir (Cakmak ve ark., 2010).

Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda demir noksanliginin tarim yapilan alanlardaki
topraklarda % 25 diizeyine ulastig1 saptanmistir (Eytipoglu ve Kurucu, 1997; Cakmak
ve ark., 1999). Bunun yaninda bitkilerin demir eksikligine kars1 farkli tepkileri oldugu
bilinmektedir. Aslinda, topraklardaki toplam demir miktar1 olduk¢a yiiksek olmasina
karsin, bitkilerin demirden faydalanabilmeleri, mevcut Fe’nin formuna, bitki tiir ve
genotiplerine baghdir (Miller ve ark., 1984). Bitkilerin demir konsantrasyonlar: tiir,
cesit ve beslenme kosullarina gore biiylik farkliliklar gostermektedir. Bitki biinyesinde
bulunan toplam Fe iceriginin bitkinin demir ile beslenme durumunu yansitmadig:

bildirilmektedir (Mengel, 1995).

Cinko, tiim canli organizmalarin ¢ok diisiik miktarda ihtiya¢c duydugu fakat almak
zorunda oldugu 6nemli mikro elementlerden biridir. Cinko eksikligi, diinyada ve
Tiirkiye’de tarim alanlarinin bir¢ok kisminda sik¢a rastlanan bir sorundur (Cakmak ve
ark., 1998). Ayrica organizmanin beslenmesinde 6nemli olup, eksikliginde insanlarda
farkli hastaliklara neden olurken, 6zellikle gelismekte olan c¢ocuklarda ciddi saglik
problemlerine sebep olmaktadir (Cakmak ve ark., 1996a). Tirkiye genelinde yapilan
caligmalar sonucu, tarim topraklarimizin % 50’ sinde (14 milyon ha) Zn eksikliginin
bulundugunu saptanmistir. Bu alamin biiyiik bir bolimiinii ise Orta Anadolu Bolgesi
kapsamaktadir (Anonim, 2007; Kendal, 2008). Topraklarimizda ¢inkonun cesitli

nedenlerle bitkiler tarafindan yeterli miktarlarda alinamayisi veya yetersizligi, bu



bitkilerden elde edilen firlinlerde ¢inko eksikligine, dolayisiyla bu iiriinlerle beslenen
insanlarda ¢ok biiyiilk saglik problemlerinin meydana gelmesine sebep olmaktadir.
Yapilan arastirmalar sonucunda ise; bu saglik problemleri daha ¢ok yar1 kurak
bolgelerde yasayan ve bugday tiriinlerini fazla tiiketen insanlarda goriilmiistiir (Kendal,
2008).

Bitkilerin Zn igerikleri diger elementler gibi bircok faktoriin etkisinde kalmakta ve buna
gore degisiklik gostermektedir. Bu etkenlerden en Onemlilerinden birisi de topragin
cinko icerigidir. Topraklarin Zn igerigi yiiksek (10-300 mg kg'l) olmasma ragmen,
toprak ve iklim degisiklikleri nedeniyle bitki tarafindan alinan miktar yetersiz olmakta
ve bunun sonucunda verim ve kalitede azalmaya sebep olmaktadir. Bir bitkinin saglikli
bir sekilde biiyiliyebilmesi i¢in topraktan alacagi Zn miktarinin (DTPA-Zn) 0,5- 1,0 mg
kg'l’m tizerinde olmasi gereklidir (Cakmak ve ark., 1996b). Ayrica c¢inkonun bitki
iizerinde onemli faydalar1 vardir. Bitkilerde klorofil olusumu ve gelisim igin gerekli
olan hormonlarin faaliyetlerini diizenlemede olduk¢a Onemlidir. Suyun bitkiye
alimiminda gorevli olup, asir1 miktarda yapilan giibreleme, potasyumu fazla ve kiregli
topraklar da ¢inko eksikligine neden olmaktadir. Bu eksikligin bitki iizerindeki olumsuz
etkileri yaprak boyunda azalma, bitki gelisiminde gerileme, bitki seklinde bozulma,

meyve boyu ve gelisiminde azalmalar seklinde goriilmektedir (Anonim, 2013d).

Yapilan bir calismada, bugday danesindeki demir ve ¢inko konsantrasyonlarindaki artis
icin yabani gernik bugdayimn (Triticum dicoccoides; DIC) o6nemli bir genetik kaynak
oldugu saptanmustir. Islenmis bugdayin danesindeki Zn ve Fe igerikleri, yabani gernik

bugdayina gore daha diisiik seviyede oldugu saptanmistir (Cakmak ve ark., 2004).

Brohi ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢inko uygulamasi sonrasinda ¢inkonun bugday
bitkisinin sap verimi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigim ancak dane verimini
azaltigim saptamiglardir. Bununla birlikte ¢inkonun sap azot igeriginin artmasinda
onemli derecede etkisi oldugunu bildirmiglerdir. Bir diger arastirmada ise; makarnalik
bugday tizerinde iki farkli bolgede uygulanan ¢inko konsantrasyonunun dane verimi ve
hektolitre agirhiginin lizerindeki etkisini arastirilip; ¢inko eksikliginde dane veriminin

olumsuz yonde etkilendigi saptanmistir (Kendal, 2008).



Diinya Saghk Orgiiti'niin 2002 yilinda yaymmladigi bir raporda mikro besin
elementlerinden ¢inko eksikliginin lilkelerde 6nemli hastaliklara ve Gliimlere neden
oldugu ifade edilmistir (WHO, 2002). Cinko; diinyada yillik kullanim miktar1 agisindan
demir, aliiminyum ve bakirdan sonra gelir ve viicutta en ¢ok bulunan ikinci elementtir.
Viicudun saglikli kalabilmesi, gelisimin normal olabilmesi ve viicudun kendini
yenilemesinde, hastaliklara karsi direncin arttirllmasinda ve yaralarin ¢abuk
iyilesmesinde dnemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda kalp, beyin ve {ireme sistemi i¢in
de oldukga faydalidir (Anonim, 2013b). Viicuttaki tiim dokularda bulunan mangan ise
kikirdaklarin yenilenmesini saglayarak Artroz’u onlemektedir. Ayrica sinir sisteminin

gelismesinde de olduk¢a 6nemlidir (Anonim, 2013c).

Mangan dogada demir elementi ve bir¢ok elemente bagli olarak bulunan, tiim canlilar
icin onem arz eden bir mikro elementtir. Kullanim alanlar1 oldukc¢a fazla olmakla
birlikte genellikle metal endiistrisinde alasimlarda kullamilir. Celikteki asinma ve
paslanmanin engellenmesinde kullamlmaktadir. Yiiksek miktarda alinan manganez
iyonlar1 memelilerde zehirlenme etkisi gostermektedir. Bununla birlikte manganez

iyonlari, gesitli enzim ve fotosentetik bitkilerde yer almaktadir (Anonim, 2013d).

Topraktaki mangan bilesikleri ile toprak pH' s1 arasinda yakin bir iligki olup, mangan
bilesiklerinin ¢oziinlirliigli nedeniyle asidik topraklarda mangan alinabilirligioldukga
fazladir. Yiiksek pH’ 11 topraklarda ise mangan alinimi1 daha dusiiktir. pH
ylikselmesiyle ¢oziilen mangan iyonu azaldigi i¢in buna bagl olarak pH’s1 yiiksek olan
topraklarda yetistirilen bitkilerde mangan noksanligi sik goriilmektedir. Mangan
noksanlig1 yasayan bitkiler genel olarak kiregli ve pH’s1 yiiksek topraklarda yetistirilen
bitkiler oldugu i¢in bunun gibi durumlarda topraga mangan siilfat gibi tuzlar vermek
fayda saglamamaktadir. Ciinkii topraga verilen Mn iyonlar1 kisa siirede ytiikseltgenerek
alinamaz hale ge¢mektedir. Bitkilerin Mn kapsamlar1 ¢ogunlukla 20-400 ppm arasinda
bulunmalidir. Ancak bir¢ok bitkide 20-25 ppm Mn bulunmasi o bitki i¢in yeterli
olabilmektedir (Anonim, 2013e).

Yapilan bir ¢calismada, bugdayin hem mineral elementleri arasindaki iliski hem de verim
ve mineral i¢eriginin protein igerigi ile birlikte korelasyonu incelenmistir. Demir, ¢inko

ve bakir arasinda Onemli bir iligki saptanmustir. Cinko protein igerigi ile pozitif



korelasyon, verim ile ise negatif korelasyon gostermistir. Demir ve bakirin protein
icerigi ile pozitif, verim ile negatif iliski icerisinde oldugu saptanmistir. Mangan
seviyesinin, protein igerigi ve verimden bagimsiz oldugu tespit edilmistir (Ghanbari ve
Mameesh, 1971).

Makarnalik bugdayda temel kalite kriteri olan protein orani; miktar1 ve kalitesi
yoniinden hem genotip hem de ¢evre faktorlerinin etkisi altindadir ancak c¢evresel
faktorlerin protein igerigini etkilemedigi bilinmektedir (Autran ve Bourdet, 1979).1yi bir
makarna i¢in kullanilan bugdayin protein oraninin % 13’den fazla olmas1 gerekmektedir
(Ozkaya ve Ozkaya, 1993; Pekin, 1993). Kaliteye 6énem veren makarna sanayicileri;
protein kalitesi 1yi, protein miktar1 yiiksek, renk bakimindan yeterli ve pisme kalitesine
uygun ¢esitler istemektedir. Protein oraninin makarnalik bugdayda camsilik tizerinde de

onemli bir etkisi vardir (Porceddu ve ark., 1973).

Aydogan ve ark. (2012), bugday cesitlerinin protein oranimmn farkli yillarda ve
cevrelerdeki degisimlerini inceledikleri ¢alismada 2009-2010 yili ortalama protein
oranimnin % 15,47 ve 2010-2011 yili ortalama protein oramnin ise % 12,32 oldugunu

tespit ederek, protein miktarinin ¢evre kosullarindan etkilendigini ifade etmislerdir.

Konya yoresinde 2010 yilinda farkli makarnalik bugday genotiplerinde yapilan benzer
bir ¢aligsmada ise kullamilan bugday ¢esitlerinden Kiziltan-91 ¢esidinin % 16,17 ile en
yliksek protein oranina sahip genotip oldugu belirlenmistir (Aydogan ve ark., 2010).

Makarnalik bugdayin protein miktar ve 6zellikleri ile makarnanin pisme kalitesi 6nemli
derecede iliskilidir. Makarna tiiketimi; pratik hazirlanmasi, ¢esit fazlaligi, uzun siire ve
kolay muhafaza edilmesi, ekonomik olmasi, sindirim hizinin ve oraninin diisiik olmasi
(diisiik glisemik indeks) ve diisiik seviyede yag igermesi gibi sebeplerle giderek
artmaktadir. Makarna ve spagetti gibi iiriinlerde pisme 6zellikleri onemli olup, makarna
pisirilirken dagilmamali, yapismamalidir. Makarnanin pisme kalitesinin yiiksek olmasi
icin gluten proteinlerinin vizkoelastik ve kohezif 6zelliklerinin (gluten kuvveti) yeterli
seviyede olmasi1 gerekmektedir (Hoseney, 2010). Durum bugdayinda pisme kalitesi
tizerinde 6nemli etkisi olan spesifik gliadin proteinleri,; y-gliadin 42 ve y-gliadin 45’ dir.

y-gliadin 45 proteini makarnada optimum gluten kuvveti ve yiiksek pigsmekalitesinin, y-



gliadin 42 proteini ise zay1f gluten ve diisiikkpisme kalitesinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Pogna ve ark., 1990; Troccoli ve ark., 2000; Yiiksel, 2009). Kaliteli
makarna tretebilmek i¢in pisme kalitesi ile baglantili olarak protein oram yiiksek ve
ozellikle y-gliadin 45 (LMW-2 glutenin) proteinlerini kapsayan durum bugday cesitleri
gerekmektedir. Bu tez caligmasi ile y-gliadin 45' in aktarimiyla daha once protein
kalitesi yOniinden iyilestirilen bugday hatlarimn Gpc-B1l geni aktarimiyla protein
oranlart da arttirilmis ve boylece pigsme kalitesi ve besleyicilik agisindan tercih

edilebilinecek makarnalik bugday hatlar elde edilmistir.

Besin degeri; gidalarin tasidiklari1 besin madde oranlaridir. Yiiksek, orta veya diisiik
bicimde ifade edilir. Ayn1 zamanda gidalarin besinsel degerleri; protein, karbonhidrat,
yag, vitamin, mineral madde ve su igerikleri ile dl¢iiliir. (Anonim, 2010; White, 2010).
Besin degeri yiiksek gidalar sayilan bu bilesenleri yogun sekilde iceren gidalardir. Tam
tahilli ekmek ve tahillar, makarna, sebze ve meyve gibi gidalar besin degeri yogun

gidalar olarak kabul edilir.

Akcal1 Can (2005), makarnalik bugday kalite 1slahinda protein igeriginin biiylik 6neme
sahip oldugunu ifade etmistir. Protein igeriginin arttirilmasi konusunda uzun yillardir
cesitli calismalar yapildig1 bilinmektedir. Fakat ozellikle verim artisina yonelik 1slah
calisma programlar1 sebebiyle kiiltiir bugdaylarimizda genetik temel giderek daralmustir.
Hastaliklara dayaniklilik ve kalite 6zellikleri bakimindan en 6nemli gen kaynaklari
yabani bugdaylarda bulunmaktadir. Bu sebeple, bu arastirmayla yabani tetraploid
Tiriticum dicoccoides' in yiiksek protein igerigi bakimindan kaynak olarak kullanilma
ozelligi arastirilmistir. Bu ¢alismada, kullanilan sekiz adet makarnalik bugday ve yabani
tetraploid Triticum dicoccoides bugdayi ile melezlemeler yapilmis, anaglar ile bunlarin
F1, F2 ve F3 hatlar tizerinde yapilan molekiiler markor arastirmalari ile yiiksek protein
iceriginin anaglar ve dollerdeki diizeyleri arastirilmistir. Bu calismada molekiiler
markorlerin, makarna sanayinin istedigi kalitede makarnalik bugday iiretimi igin,
protein miktarinin arttirilmasina yonelik 1slah programlarina kazandirilmasinda yararl

oldugunu bildirmislerdir.

Porceddu ve Blanco (2014), teknolojik ve tarimsal Onemli oOzelliklerin genetik

kontroliinii anlamak, kaliteli makarnalik bugday iretimini saglamak i¢in Akdeniz
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bolgesi ve uzak cografi bolgelerden saglanan genetik kaynaklardaki mevcut zengin
genetik varyasyonlar1 kullanmislardir. Makarnalik bugdaydaki 1slah ¢aligmalari, Giiney
Italya, Kuzey Afrika ve Bati Asya’dan yerel gesitlerde mevcut genetik varyasyon
kullanilarak 20. Yiizyilin baglarinda baslamistir. Garigliano (Strampelli, 1932), Capeiti,
Patrizio (Casale, 1955), Grifoni, Appulo (Grifoni, 1964), Karel, Maristella (Barbieri ve
Deidda, 1968) ve Trinakria (Ballatore, 1970) gibi farkli varyateler 1930-1970
doénemlerinde ¢ikmustir. Bu varyeteler Italyamn iklim kosullarina olan uygunlugu, iyi
kalite ve verim oOzellikleri ile karakterize edilmistir. 70° 1i yillarin baslarinda verim
artigi, bircok 1slah programlarinin ana hedefi haline gelmistir. Makarnalik bugdaya ait
dokuz popiilasyon, SSR markdrleri kullanilarak analiz edilmistir. Yedi QTL’den altis1
yiiksek tane protein igerigi igin pleitropik etkiler ya da disiik verimlilik ile ilgili
QTL’ler ile iligkilendirilmistir. Bu sonuglar, diger tarimsal 6zellikler {izerinde olumsuz
etkilere neden olmamakla birlikte istenilen karakterler icin MAS programlarinda
molekiiler markorlerin kullammimin olduk¢a 6nemli oldugunu goéstermistir (Porceddu

ve Blanco, 2014).

Bitki 1slahinda DNA markérlerinin biiyiik potansiyelinin farkedilmesiyle birlikte, ¢ok
sayida tarimsal arastirma merkezi ve bitki 1slahi enstitiileri markor gelistirme ve MAS
tekniklerini uygulamaya baglamistir. DNA markdrleri verimin iyilestirilmesine yonelik
ticari bitki 1slahinda biiylik bir potansiyele sahiptir. Bu siire¢ tarimsal olarak 6nemli
genlerin isaretlenmesi ve haritalanmasi ile tahil bitkilerinde 1slahin MAS’ a dayali
olusturmasim kapsamaktadir. Molekiiler markorler daha onceden var olan geleneksel
fenotipik markdrlere gore bitki yetistiricileri i¢in ¢ok sayida avantaja sahiptir. Bunlar
geleneksel bitki 1slahinda verim iyilestirilmesini yalniz dogrudan ilgilenilen 6zellikle
degil ayrica Ozellige baglh molekiiler markorlerle de secerek yapmaktadir. Bu durum
molekiiler markdriin ilgilenilen 6zellige yakindan baglantili olmasimi gerektirir. Bunun
yaninda molekiiler markorler g¢evresel kosullardan etkilenmezler, bdylece c¢evresel
kosullardan  etkilenmedigi icin  bitkilerin  gelisimlerinin  her  asamasinda
gozlemlenebilirler. MAS’1n kullanim1 bugday yetistiricilerinin karsilastiklar1 bugdayin
kompleks oOzelliklerinden kaynaklanan etkilesimlerin giderilmesini ve analizleri
kolaylastirmaktadir. Menzo (2011), Italyan makarnalik bugday ¢esitlerini donér olarak
kullanmis, kalite ozellikleri (LOX aktivitesi, protein igerigi, sar1 pigment icerigi) ile

yaprak pasi, kiilleme ve toprak kaynakli mozaik virlisii gibi temel hastaliklara direng
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kazanimiyla ilgili genler icin MAS araciliiyla gen piramitlemeye dayali 1slah ¢alismasi

yurutmustur.

Gpc (Grain protein content; tane protein igerigi) geni, beslenme ag¢isindan oldukga
onemlidir. Ekmek ve makarna kalitesi lizerinde giiglii bir etkiye sahiptir ve bu olumlu
etkiden dolay1 bugday 1slah programlarinin sik kullanilan hedefi haline gelmistir (Uauy
ve ark., 2006a). Gpc geni; ekmek ve makarna kalitesi i¢in birbirinden farkli 6nemli
parametreleri ve bugdayin besinsel degerlerini etkilemektedir (Brevis ve ark., 2010).
Ekonomik 6nemine ragmen geleneksel 1slah yoluyla Gpc’ nin aktarimi ¢evrenin yliksek
etkisi ve verim ile negatif korelasyon nedeniyle yavaglamistir (Austin, 1980; Masclaux,
2001; Lawlor, 2002; Triboi, 2002; Groos, 2003; Gonzalez-Hernandez, 2004; Barneix,
2007; Tabbita ve ark., 2013).

Bugdayda tane protein igerigi (GPC; Grain Protein Content), son iriiniin kalitesini
olumlu etkileme potansiyeline sahip oldugundan dolay1 yetistiriciler i¢in ilgi ¢eken
onemli bir o6zellik haline gelmistir (Vishwakarma ve ark., 2014). GPC, Triticum
turgidum ssp. dicoccoides (DIC) aksesyonunun 6B kromozomu iizerinde
haritalanmistir. Bugdayin yiiksek yogunluklu haritast gelistirilmis ve incelenen
kantitatif karakter lokusu basit bir Mendel lokusu seklinde Gpc-B1l olarak
haritalanmigtir. Gpc-BI’ 1 gevreleyen markorler fiziksel haritaya dahil edilmistir
(Distelfeld ve ark., 2006). Gpc-Bl’ in islevsel (fonksiyonel) alleli; bazi genetik
calismalarda tane agirhigi azalmasiyla sonuglanan tane dolum siiresini kisaltmigtir

(Brevis ve ark., 2010).

GPC 1yilestirme i¢in diger bir kisitlama ise, modern bugday cesitlerinde protein
kalitesini kontrol eden genetik varyasyonun sinirh araligidir. Kiiltiir ¢esitlerine yabani
akrabalarindan gen aktarimi, GPC’ yi artirmak i¢in yeni alternatifler sunan bu 6zellik
icin genetik c¢esitliligi genisletmistir. Bazi aksesyonlarimin ticari bugday cesitlerinin
cogundan ¢ok daha yiiksek GPC igerdiginin anlasilmasindan itibaren, Triticum
turgidum ssp. dicoccoides (DIC) yabani g¢esidinin GPC’deki genetik varyasyon igin
degerli bir kaynak oldugu kesfedilmistir. Ticari bugday c¢esitlerindeki GPC
tyilestirilmesine yonelik calismalarda DIC katkisinin iyi bir 6rnegi tetraploid ve

hexaploid bugdaylarda GPC’yi artirmada 6nemli katki saglayan Gpc-B1 genidir. Joppa
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ve Cantrell (1990), "Langdon" (LDN) cesidindeki DIC kromozomlarinin subsitiisyon
hatlarin1 gelistirmisler ve 6BS kromozomu {izerinde yiiksek GPC igin bir bdlgenin
mevcut oldugunu gostermislerdir. Olmos ve ark. (2003), izogenik rekombinant hatlar ve
replikasyonlar kullanarak 2,7 ¢cM bolge icinde tek bir lokus haritalamislardir. Daha
sonra daha kesin bir harita Distelfeld (2004) tarafindan, Gpc-B1 bolgesini 0,3 cM

araligina daraltan bugday-piring mikro esdogrusallik analizleri kullanilarak tretilmistir.

Kaliforniya Davis, ABD Tarim Bakanligi ve Israil Hayfa Universitesi'nin ortak
calismalart sonucu arastirmacilar protein, ¢inko ve demir miktar1 arttirilmis bugday
tiretmeyi basarmiglardir (Dubcovsky, 2006). Aktarilan genin, su anki verilen ismiyle
Gpc-B1, bugdayin gelisme hizini arttirmasinin yaninda protein ve besin igeriginin de

artmasini sagladigi tespit edilmistir.

Dubcovsky (2006) yaptigi arastirmada, Gpc-B/’ in tane protein oranini artirmasi
yaninda bugday cesitlerinde mikro besin elementi igceriginde % 10-15 arasinda bir artis
sagladigini da bildirmistir. Ayrica Gpc-B1l geninin benzerine higbir bugday tiiriinde
rastlayamadiklarim1 ve bunun nedeninin ise bu genin bugday kiiltiire alinirken
kaybolmas1 olabilecegini ifade etmistir. Arastirmaci kendi igerisinde 20 farkli bugday
tirliniin gelistirilmesini iceren Bugday Koordinasyonlu Tarim Projesi adli programi
yonetmektedir. Program Gpc-Bl ve diger bazi 6nemli genleri ABD bugday havuzuna

ekleyip, ¢ikan sonuglari ticari gelire doniistiirmeyi amaglamaktadir.

Distelfeld ve ark. (2007), Gpc-B1 (tanenin protein konsantrasyonunu etkileyen 250
kb¢’lik bir lokus) lokusunun tanenin mikrobesin elementi konsantrasyonuna etkisinin
tespit edilmesi amaciyla yiriittiikleri ¢alisma sonucunda Gpc-B1’ in aktarildigir bugday
hatlarinin tanelerinde ¢inko konsantrasyonunda % 12’ lik, demir igeriginde % 18’ lik,
mangan konsantrasyonunda % 29’ luk ve protein oraminda % 38’ lik bir artis

saptamuislardir.
Diger bir arastirmada, ¢icek agma doneminde bayrak yaprakta ¢oziinebilir protein ve

amino asit orammnin arttigi ve Gpc-Bl alleli tasiyan hatlarda azot mobilizasyon

veriminde artis oldugu tespit edilmistir (Kade ve ark., 2005).
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Distelfeld ve ark. (2006) yaptiklar1 bir diger ¢alismada, DIC allelinde bulunan 4 b¢’ lik
delesyonun, 117 adet kiiltire alinmig hekzaploid ve tetraploid bugday genetik
kaynaginda bulunmadigini ve gelistirilen ko-dominant markér olan Xuhw 89
markoriiniin DIC aksesyonundan ticari bugday cesitlerine yliksek GPC allelini entegre

etmede faydali olabilecegini bildirmislerdir.

Uauy ve ark. (2005), Gpc-B1l lokusunun, sar1 pasa dayanikli olan Yr-36 geniyle
baglantisini tespit edip, Yr-36 geninin aktarildigi hatlarin sar1 pasa dayamklilik
gosterdigini ifade etmislerdir. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ile yapilan
goriismelerde Yr-36° nin iilkemizde heniiz viriilent olmadig: belirlenmistir. Xbarc 101
primeri ve Xucw 71 primerleri bu geni gergeve igine aldigindan bu primerler
kullanilarak markor destekli seleksiyon ile sar1 pasa dayaniklilik ve Gpc-B1 allellerinin

secilimi birlikte yapilmig ve bu primerlerle genin aktarimi da takip edilmistir.

Farkli bir ¢alismada, Yr-36 ve Gpc-Bl’e yakin olduklar1 ve Gpc-B1l genini 0,3 cM
araliginda c¢erceve icerisine aldiklar1 i¢in Xucw 71 ve Xucw 79 markorleri birlikte
kullanilmugtir. Celtikte dogrusal 64 kbg’ lik bolge icerisinde yer alan bes aday geni
tanimlamak i¢in bu iki markor kullanilmistir (Distelfeld ve ark., 2004).

Uauy ve ark. (2006a), tane protein miktari ile ¢inko ve demir iceriginin arttirilmasiyla
baglantil1 bir bugday kantitatif karakter lokusu olan Gpc-B1’i klonlamiglardir. Bugday
tane protein, ¢inko ve demir igeriklerinin % 30’ dan oranda etkilendigini saptamislardir.
Farkli bir arastirmada yiiksek tane protein igerigi geni Gpc-Bl' in olgunlasmayi
hizlandirdigi ve bu genin bugdayin protein igeriginde pleiotropik etkileri oldugu
bildirilmistir (Uauy ve ark., 2006b). Gpc-B1 igin ayrilan bir dizi tetraploid rekombinant

hatlarda olgunlasma ile iliskili ¢esitli 6zelliklerin haritalandigini ifade etmislerdir.

Tabbita ve ark. (2013), iki adet Arjantin ekmeklik bugday ¢esidine Gpc-B1 allelinin
aktarimini analiz edip, etkilerini saptamislardir. Markor destekli seleksiyon kullanarak

‘ProINTA Oasis’ ve ‘ProINTA Granar' yakin izogenik hatlarin1 gelistirmislerdir.

Brevis ve ark. (2010), Gpc-B1’in ekmek yapimi ve makarna kalitesi iizerinde etkilerini

degerlendirmek i¢in alt1 hekzaploid ve iki tetraploid bugday genotiplerine Gpc-BI’ i
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aktarmak icin izogenik hatlar gelistirmislerdir. Caligma sonucunda fonksiyonel Gpc-B1’
in aktarimiin ekmeklik bugdayda yiiksek tane protein igerigi ile su absorpsiyonu,
karistirma zamani ve hamurun kabarma hacmi ile baglantili oldugunu; makarnalik
bugdayda ise tane protein igeriginin yani sira, 1slak gluten, karistirma zamam ve spagetti

sertliginde 6nemli artislara neden oldugunu tespit etmislerdir.

Farkli Gpc-B1 allelleri bulunduran yakin izogenik hatlarda (NILs), Gpc-B1 allelinin
hem protein miktarinin hem de toplam protein veriminin artmasinda fonksiyonel oldugu
bilinmekte ve son zamanlarda tetraploid ve hekzaploid bugday hatlarinda
kullamlmaktadir. Tanede azot (N) birikiminin artmasi sap i¢inde kalan N’nin azalmasi
ile orantilidir ve daha etkili azot remobilizasyonuna isaret etmektedir (Waters ve ark.,
2009; Brevis ve Dubcovsky, 2010). Ayni yakin izogenik hatlar1 kullanan Brevis ve ark.
(2010), ekmeklik ve makarnalik bugdayda 6giitme, ekmek pisimi ve makarna yapimi
gibi kalite o6zellikleri iizerinde Gpc-B1 allelinin fonksiyonel etkilerini incelemislerdir.
Calisilan yakin izogenik hatlarin farkl seviyelerde GPC ve yiiksek molekiiler agirlikl
glutenin alt birim bilesenleri igerdigi, bu sebeple Gpc-Bl allellerinin yapilan testlere
gore kalite tlizerinde kayda deger sekilde etkilli oldugu belirlenmistir. Gpc-Bl
aktariminin, aktarilan genotipler iizerinde ve g¢evre sartlarinda devamli bir GPC artist
sagladigi, ayn1 zamanda bazi ekmek pisirme ve makarna yapimi kalite parametreleri ile
pozitif yonde iligkili oldugu ifade edilmistir. Yapilan kalite analizleri, Gpc-B1l
aktariminin spagetti gevrekligi ve pisirme kayiplar1 gibi makarna kalitesi acisindan
onemli iki kritik 6zellik agisindan da fayda sagladigini gostermistir (Brevis ve ark.,
2010).

Farkli bir ¢calismada, markdr destekli seleksiyon HUW468 bugday ¢esidine GPC’ yi
eklemek i¢in kullamlmistir (Vishwakarma ve ark., 2014). Arastirmada Glu269 genotipi,
yiiksek GPC kazandiran Gpc-B1l geninin hibritlenmesi igin dondr ebeveyn olarak
kullanilmistir. Gpc-B1 ile siki baglantili Xucw 108 SSR markorii Gpe-B1’i tasiyan

bitkileri segmek amaciyla markor destekli seleksiyonda kullanilmastir.

Bir diger arastirma (Kumar ve ark., 2011), bazi hint ekmeklik bugday g¢esitlerinde
yiiksek tane protein igeriginin (GPC) arttirllmasi amaciyla Gpc-B1l geninin geri

melezleme ile aktarimi yapilmistir. Markor destekli seleksiyon (MAS) yontemi
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kullanilarak 10 adet bugday genotipine genin aktarimi saglanmistir. Sonug olarak; Gpc-
Bl geni aktarilan 124 GM3F5/F6 hatti coklu lokasyon testleri igerisinde
degerlendirilmistir. Cevre ve genotipler ile Gpc-B/’ in onemli etkilesimleri tespit

edilmistir (Kumar ve ark., 2011).

Menzo ve ark. (2011), diinyanin temel makarna iireticisi italya’ da makarnalik
bugdayda bir markor destekli seleksiyon programini yiiriitmiislerdir. Arastirma Tahil
Aragtirma Enstitiisiinde (CRA-CER), diisiik lipoksijenaz (LOX) aktivitesi (Lpx-B1.1),
yiiksek protein icerigi (GPC; Gpc-Bl), yiiksek sar1 pigment igerigi (YPC; Psy-Al) ve
hastaliklara dayaniklilik (pas, kiilleme ve tahil mozaik viriisii) genlerinin piramitlenmesi
amaciyla yiriitiilmustir. Hedef genleri tasiyan bazi makarnalik bugday cesit ve hatlar
dondr anag¢ olarak kullanmilmistir. Gen aktarimi yapilacak anag¢ gluten kalitesi oldukg¢a
yiiksek ve verimi iyi olarak karakterize edilen bir Italyan makarnalik bugday cesidi
(PR22D89)’ dir. Gen piramitlemesi amaciyla her bir dondr ana¢ ayri1 ayr1t PR22D89
cesidi ile melezlenmis ve F2 generasyonunda aktarilan genler bakimindan homozigotlar
MAS ile belirlenmistir. Caligmanin devaminda elde edilen genotipler (F3-5 hatlari)
yiksek GPC, disik LOX, pas ve kiilleme hastaliklarma dayaniklilik 6zelliklerinin
tamami agisindan incelenmistir. Gelistirilen hatlarin GPC’ sinde yiiksek derecede artig
gozlenmekle birlikte, tane agirligr iizerinde ¢ok sinirlt bir negatif etki oldugu tespit
edilmistir (Menzo ve ark., 2011). Bu tez ¢alismasinin devaminda Gpc-B1 ve Lpx-B1.1
genlerinin birlikte aktarildigi genotipler gelistirmek amaciyla markor destekli multi hat

1islah1 yapilacaktir.

Amerika Tarim Bakanligi (USDA), diinya bugday koleksiyonunun ilk taramalarinda
12.600 hattin protein igeriginin yaklasik % 7-22 arasinda degistigini belirlemislerdir
(Vogel ve ark., 1978).

Worland ve Snape (2001), Ingiltere kislik bugdaylarinin bilinen genlerle protein
icerigindeki varyasyonun % 30’ dan daha az oranda etkilendigini bildirmislerdir. Buna
tek istisnai durumun ise; melezlemelerde % 70’ e varan oranlarda varyasyonlara neden

olan Gpc-B1 QTL’ si oldugunu ifade etmislerdir.
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Farkli bir ¢alismada; Amerika’ nin Pasifik Kuzeybati bdlgesinden; sert kirmizi yazlik
bugdaylarda (Triticum aestivum L.) Gpc-B1l allelinin mineral igerigi, yiiksek protein
konsantrasyonu ve olgunlasma oram {izerindeki etkileri incelenmistir. Tane protein
konsantrasyonu (GPC); bugdaydan c¢ikan undan yapilan {iriinlerin son kullamim
kalitesini etkilemektedir. Bu nedenle GPC, bugday g¢esitlerinin iyilestirilme ve
gelistirilme c¢abalarinda yiiksek bir Oncelige sahiptir. Son yillarda arastirmacilar
Gpc-B1 geninin dolayisiyla Gpc genini bugdayda olgunlasma hizint arttirdigim tespit
etmislerdir.

Gpc-B1 genini haritalama amaciyla yiiriitiilen tarla denemelerinde, Gpc-B1 lokusu igin
tetraploid yakin izogenik hatlarin ayirimi arasinda senesensde (olgunlasmada)
farkliliklar gozlemlenmistir. Olgunlagsmadaki bu farkliliklar, hiicre bilesenlerinin
programli bozulmasin1 ve tohumun gelismesi i¢in besinleri kullanilabilir hale
getirmesini  saglamaktadir. Bu nedenle GPC iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir
(Mae, 2004; Waters ve ark., 2009). Kade ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada,
DIC Gpc-B1 alleli tastyan hatlarda azot remobilizasyonunda verim orani artmis ve
basaklanma doneminde bayrak yaprakta aminoasit ve ¢oziiniilebilir protein seviyesinde
artig gozlemlenmistir. Bu sonuglar GPC iizerindeki bu lokusun etkilerinin olgunlagmada
goriilen pleiotropik etkilerden kaynaklanmis olabilecegini gostermistir. Bitkide Gpc-B1
allelinin olmasinin bayrak yapragin daha erken zamanda olgunlagmasi gibi bitkinin
olgunluk zamanindaki farkliliklariyla da iliskili oldugu bilinmektedir (Uauy ve ark.,
20064, b; Brevis ve Dubcovsky, 2010).

Gpc-B1 alleli aym1 zamanda hizli olgunlagma saglamakla iligkilidir, fonksiyonel Gpc-B1
alleli genotip-¢evre interaksiyonunun sebep oldugu tane kalitesi kusurlar tizerinde etkili
olup, tane doldurma periyodunu kisaltabilmektedir. Bazi 6n ¢aligmalar Gpc-B1 allelinin
fonksiyonel 6zelliklerinin verim igerigi lizerindeki etkilerini analiz etmistir (Joppa ve
ark., 1997; Chee ve ark., 2001; Blanco ve ark., 2002). Ancak, bu sonuclarin
anlamlandirilmasinda sar1 pasa (Puccinia striiformis Westend. F. Sp. Tritici Erikson)
dayanikliligi saglayan Yr 36 geninin fonksiyonel Gpc-Bl alleli ile yakindan bagh
olmasinin da etkili oldugu ifade edilmistir (Uauy ve ark., 2005; Fu ve ark., 2009;
Brevis ve Dubcovsky, 2010).
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Carter ve ark. (2012), sulanan ve yagmur suyuyla beslenen kosullar altinda bu genin
etkisini degerlendirmek i¢in bolgesel sert, kirmizi yazlik bugday cesitleri Tara 2002 ve
Scarlet’e Gpc-B1 genini aktarmuglardir. 2007 yilinda Gpc-B1 geni ile Tara 2002
izohatlarinda artan olgunluk oranlar1 (1,8 giin énce P=0,03) saptanmistir. izogenik
hatlarin tane protein oraninda 6nemli bir degisiklik gostermemisken; tiim izogenik
hatlat i¢in her iki yil igerisinde de tane agirliginin azaldigi saptanmistir. Ayrica tespit
edilen izohatlarin mineral igeriklerinin de farklilik gosterdikleri gdzlemlenmistir. Gpc-
B1 geninin ekspresyonunun g¢evresel kosullardaki farkliliklardan etkilenebilecegi ifade

edilmistir (Carter ve ark., 2012).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise hekzaploid bugdayda Gpc-B1l geninin tanimlanmasi
arastirllmigtir. Son zamanlarda; yaslanma ve remobilizasyon arasinda yakin bir iligki
oldugunu, bugdayda Gpc geni haritaya dayali klonlama yolu ile gosterilmistir. Gpc-B1
geni; bir NAC transkripsiyon faktorii ile ilgili erken yashlik ve demir, ¢inko igerigi
arttirilmis tane proteini kodlamaktadir. Mevcut arastirmada; iki Gpc-B1’e homolog iKi
gen (Gpc-Al ve Gpc-D1) i¢in metan siilfonat mutantlarim saptamiglardir. Tek Gpc-Al
ve Gpc-D1 mutantlart; ¢ift Gpc-B1 mutantlar1 ve kontrol hatlar1 dort bolgede tarla
kosullar1 altinda yetistirilmistir bununla birlikte yaslanma, tane protein igerigi,
mikrobesin ve verim parametleri belirlenmistir. Arastirmanin sonucunda; Gpc-Al ve
Gpc-D1 tek mutantlarinin her ikisininde yaslanmada 6nemli bir gecikme gosterdigi
saptanmistir. Bu sonuglar Gpc-Al ve Gpc-D1  genlerinin  bugdayda besin

remobilizasyonunda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (Avni ve ark., 2014).

Finney (1978), yiiksek protein i¢in genlerin genis kaynaklarim tanimlanmis ve
Aegilops ‘dan bir gen igeren Plainsman V ¢esidinde GPC’ nin % 2-3 oraminda arttig1

ileri stiriilmiistiir.

Sert yazlik bugdaylar i¢in; bugday tane protein icerigi (GPC, Grain Protein Content)
elde edilen son iiriiniin kalitesini belirlemede birincil siradadir. Markor destekli
seleksiyon (MAS) teknigi ile yiiksek GPC’ ye sahip ¢esitler iiretilebilmektedir. Yapilan
iki deneysel calismada diisiik GPC’ ye sahip ¢esitler olan Ember ve McVey DIC’ tan
elde edilen yiiksek GPC QTL’ si igerikli Glupro ile ile ¢gaprazlanmistir. Birinci deneysel
caligmada; yiiksek GPC’ ye sahip genotiplerin secilimi i¢in MAS ve fenotipik se¢ilim
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(PC) teknikleri uygulanmistir ve segilen genotipler North Dakota’ da (ABD) alt1
bolgede yetistirilmistir. Yapilan ikinci deneysel ¢aligmada ise; her bir popiilasyondan
DIC alleli i¢in her markoér simmifindan GM2F2 bitkilerinin se¢ilimi i¢in molekiiler
markorler kullamlmigtir. Bu bitkiler GM2F4 bitkilerini iiretmek i¢in iki kez kendilenmis
ve tek bir Minnesota ve North Dacota bolgesinde yetistirilmistir. iki bolgede elde edilen
bitki hatlarinda ortalama GPC igerigi en yiiksek bulunmustur. Ancak diger dort bolgede
MAS ve PS tekniklerinden elde edilen bitkilerin GPC igerikleri arasinda bir fark
goriilememistir. DIC alleli i¢in homozigot olan hatlar, diisiik icerikli GPC igerigine
sahip anne-baba lara gére daha yiiksek GPC igerigine sahip olduklari tespit edilmistir.
Markorler tarafindan tanimlanan fenotipik GPC varyasyonu Minnesota bolgesinde % 15
ve Dacota bolgesinde % 30 olarak gozlemlenmistir. PS tekniginin yiiksek GPC
genotiplerinin sec¢iliminde MAS kadar verimli oldugu ve hatta bazi bolgelerde MAS’
dan daha etkili oldugu goriilmiistiir (Davies ve ark., 2006).

Bir diger ¢alismada (Mishra, 2015), Xucw 108 DNA markoérii ile baglantili Gpc-B1 geni
iceren  ‘PBW343+Gpc-BI+LR24° isimli bir bugday genotipi, markor destekli
melezleme 1slahi ile Hindistan’1n iki popiiler ¢esidine yiiksek tane proteini icin Gpc-B1l
geninin aktarilmasinda donor olarak kullanilmistir. Cesitlerin her ikisinde de Gpc-B1l
geni markor destekli geri melezleme 1slah yontemi ile on seleksiyon, aktarilan gen
bdlgesi icin tarama ve alic1 genotipin 1slahi ile geri melez bitkilerinin (GM2F2) bireysel
seleksiyonu olarak {i¢ adimda aktarilmistir. Xucw 108 dominant markdrii 6n seleksiyon
icin kullanilmis ve heterozigot bitkiler belirlenmistir. Gpc-B1 geninin aktarimi 2009-
2010 yilllarinda F1° den baglayarak, 2013-2014 yillarinda GM2F5 genarasyonuyla son
bularak toplam bes yilda tamamlanmistir. GM2F3-F4’ den secilen on tane tek bitkide
HUW 234 tekrarlanan anaca kiyasla % 26 oraninda daha yiiksek GPC gozlemlenmistir.
HUW 468 anacina ait melez hatlardan (GM2F3-GM2F4) secilen sekiz bitkide ise GPC’
de % 34’ lik bir artis saptanmistir. Secilen her bitkinin dolleri (GM2F4 ve GM2F5),
2012-2013 ve 2013-2014 yillarinda dondr ve tekrarlanan anaglar ile verim ozellikleri
acisindan degerlendirilmis, ¢calisma sonucunda verim diisiisii olmayan 6nemli derecede
yliksek GPC igeren iki hat tanimlanmistir. Calismada markor destekli seleksiyon ve
fenotipik seleksiyonun birlikte kullanilmasiyla tane veriminden &diin vermeden yiiksek
GPC’ li bugday genotiplerinin gelistirilmesi i¢in uygulanabilir bir strateji gelistirilmistir
(Mishra, 2015).
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Yapilan baska bir ¢alismada ise; bugdayda govde (sap) pasi direnci i¢in markorler
optimize edilerek gelistirilmistir. Mikrosatellit markorleri kullamlmistir ve bu markorler
haploitleme, piramitleme ve gdvde pasi dayaniklilik genleri haritalamada bir arada
kullanilmigtir. Calismanin ana hedefi; daha 6nceden karakterize edilmis ve bugdayda
yeni gelistirilen gévde pasina dayaniklilik genleri i¢in markdrleri optimize etmek ve
tanimlamaktir. Ayrica dayaniklilik genleri igin yeni gelistirilen kaynaklart piramitlemek
ve bunlar1 haritalamaktir. Daha oncesinde yapilan ¢aligmalarda 21 gévde pasina direng
saglayan 58 markorii degerlendirmislerdir. Tetraploidler i¢in piramitlede, govde pasina
dayaniklilik geni olan Yr-36 ve yiiksek tane protein icerigine sahip gen olan Gpc-Bl
aktarilmistir. UC1113 hatt1 yapilan 1slah ¢alismasinda Sr 25, Sr 13 ve Sr 2 icermektedir.
Bunun tizerine Avustralyali bilim adamlar1 kok pasma direng genleri olan Sr 33 ve Sr
45 1i¢in markorler gelistirmislerdir. UC1113 1slah hattim1 gen piramitleme ig¢in
tekrarlanan ebeveyn olarak se¢mislerdir. Bu hatti se¢me sebeplerinin basinda ise
Kaliforniya’ da cok genis adaptasyona sahip olmasi ve veriminin yiiksek olmasidir.
Ikinci bir sebep ise, Gpc-B1 genini yabani bugdaya aktararak ayni zamanda govde
pasma dayaniklilik saglayan Yr-36 genini de igerdigi i¢in bu hat kullanilmigtir. Sonug
olarak ise; Gpc-B1 geninin aktarimiyla; tane protein, demir ve ¢inko oraninda % 10” luk
bir artis gozlemlenmistir (Yu ve ark., 2009). Bu tez ¢alismasinda ise UC1113 hattt

donor anag olarak kullanilmistir.

Bagka bir ¢alismada, Giineydogu Kazakistan kosullari altinda SQ1 ve Cin bahar
bugdaylarinin ortak genotipleri arasindaki ¢aprazlamadan elde edilmis popiilasyonun
haritalanmasiyla 95 adet dihaploit (DH) hatlarda tane protein igerigini gelistirmek icin
kantitatif 6zellik lokusunun (QTL) allelleri tanimlanmistir. DH hatlarinda GPC, yagmur
suyuyla beslenen ve sulanan bdlgeler arasinda Onemli derecede farklilik
gozlemlenmistir. Toplamda, GPC i¢in 10 QTL’ nin nem kontrolii i¢in iki degerlendirme
yapilmistir. Yagmur suyuyla beslenen sartlar altinda, GPC i¢in iki QTL 6nceki sunulan
rapor ile karsilastirildiginda yeni gelistirilmis oldugu tahmin edilmistir. Yeni gelistirilen
QTL’ ler yagmur suyuyla beslenen sartlar altindayken popiilasyon biiyiimiis SDL ve
2BS kromozomlar1 iizerinde haritalanmigtir. Yakindan baglantili DNA markorleri,
haritalanan QTL’ lerin ¢ogu icin belirlenmistir. Sonuglar; markor destekli seleksiyon
teknigi kullamlarak bugday tane kalitesinin iyilestirilmesi igin bdlgesel 1slah

programinda uygulanabilirligini gostermistir (Abugalieva ve ark., 2010).
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2010 y1li boyunca, Pm 36 geni ve Gpc-B1 alleli i¢in UC1113 x SBIL-42 melezine ait
200 homozigot bitki, Xuhw 89 ve Mgbe 684 markdrleri kullanilarak belirlenmistir. Bazi
bitkiler Creso, Pedroso, Primadur ve Neodur makarnalik bugday c¢esitleri ile

melezlenmis ve heterozigot bitkiler markor destekli seleksiyon yontemi ile segilmistir

(Menzo ve ark., 2011).

Farkli bir caligmada (Conti ve ark., 2011), durum bugdayinin rekombinant kendilenmis
hatlarindan (RIL) olusan popiilasyon kullanilarak gluten kuvveti ve tane proteini ile
ilgili ana ve epistatik QTL etkilerinin incelenmesi ve bunun haritalanmasi yapilmustir.
Kalite, ozellikle gluten kuvveti ve protein igerigi bugday islah programlarinin ana
hedefleri arasinda bulunmaktadir. Bu ¢alismanin hedefi ise; Arjantin ¢evresinde ifade
edilen ek QTL’ leri bulmak i¢in ve SDS sedimantasyon hacmi tarafiyla dlgiilen gluten
kuvveti ve GPC ile ilgili kantitatif karakter lokusunu (QTL) dogrulamistir. Ayrica,
epistatik QTL ve QTL*gevresel etkilesimler analiz edilmistir. Ekstrem degerleri
gosteren UC1113*Kofa melezlemesinden elde edilen 93 RIL populasyonu gluten
kalitesinde kullanilmistir. Fenotipik veri iki yil siire igerisinde ii¢ lokasyon boyunca
toplanmistir. 3BS ve 7BL kromozomlari tizerinde (R2 = 9% 21,6-21,0) iki ¢evrede ve tek
cevrede 1BS, 2AL, 2BS, 3BL, 4AL, 5AS, 5BL ve 7AS kromozomlari iizerindeki GPC
ile ilgili temel durumlar esdeger gozlemlenmistir. Daha Onemlisi, sabit QTL’yi
etkileyen SV, siirekli olarak alti ¢evre {izerinde saptanan 1BL kromozom iizerine
yerlestirilmistir. Sonug olarak, bu QTL’ lerin bazisindaki pleitropik etkilerin, bin dane

agirhigy, test agirligl ve tane verimine etkisi oldugu bulunmustur (Conti ve ark., 2011).

Yiiksek tane protein igeriginin (GPC) bir kaynag: Triticum turgidum L. spp. dicoccoides
tetraploit bugdayda yabani bir popiilasyonda tammlanmstir (Avivi, 1978). Yiiksek GPC
Israil hatt: Fa15-3 dan hekzaploid bugday ¢esidi Glupro (RL4352-1/ Triticum turgidum
L. spp. dicoccoides aksesyon FA15-3//Len)’ ya basariyla aktarilmistir. Bu ¢esitte yiiksek
GPC gosterilmistir fakat diisiik dane agirligi gozlenmistir. Yiiksek protein i¢in sorumlu
olan bolge Glupro’ nun 6BS kromozomu iizerinde tanimlanmistir (Joppa ve ark., 1997;

Mesfin ve ark., 1999; Olmos ve ark., 2003).

Bir diger ¢alismada ise; yabani tetraploid bugdayin tane protein igeriginden sorumiu

genlerin kromozomal lokasyonu belirlenmistir. Bu ¢alisma, yiiksek tane protein
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icerigine sahip tohumlar1 bulunduran yabani tetraploid bugday aksesyonunda yiiksek
tane protein igerigi i¢in genlerin kromozomal lokasyonunu belirlemek amaciyla
yapilmustir. Bu amagla, LDN D-genom dizomik hatlarin bir seti ile geri melezleme ve
melezlemeler araciligiyla makarnalik ‘Langdon’ (LDN) ¢esidine dicoccoides (DIC)
kromozomlarinin her birinin yer degistirmesi saglanmigtir. Langdon-dicoccoides,
LDN(DIC)’ in tiimii, canliliklart diigiik seviyede ve kismen steril olan LDN (DIC-2B)’
nin digindaki substitiisyon hatlarin verimli ve dinamik oldugu saptanmistir. LDN (DIC-
6B) hatlarinin yiiksek tane protein igerigini etkileyen QTL’ nin bir veya birden fazla
onemli genlere sahip olan bu DIC kromozomu oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu LDN (DIC-
6B) yedekli hattin artan tane protein igerigi ile gelistirilen makarnalik bugday
cesitlerinin 1slahinda faydali olacagi ifade edilmistir (Joppa ve ark., 1990).

Khan ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen PZR’ ye dayali markérler 6BS kromozomal
bolgesinde Gpc-B1 geninin 90B07-AU2B (Pasqua*2/Glupro) 1slah hattindan BW621
(DePauw ve ark., 2005) hattina aktarilmasi i¢in kullanilmistir. Yiiksek protein igerigi ile
baglantil1 olan DNA markdrii, melezlenen BW621*2/90B07-AU2B hattindan GM2F1
bitkilerini segmek i¢in kullanilmustir. Geri melezlemelerle elde edilen bu hat 2003’ de
Lillian (CWRS) olarak piyasaya siiriilmiistir. Gpc-B/’ e baglt STS markorleri
(Distelfeld ve ark., 2006) son yillarda makarnalik bugday ¢esitlerine Gpc-B1 genini

aktarmak icin rutin olarak kullanilmaktadir.

Yapilan bir baska c¢alismada, sert kirmizi yazlik bugday ¢esidi ve Japon yumusak
bugday cesitleri arasinda F2 populasyonu tizerine Gpc-B1 geninin etkisi arastirilmistir.
Japon bugday cesidi, Japon eristesinin hazirlanmasinda kullanilan birincil bugdaylardir.
Japon eristelerinde ideal tane protein igerigi, % 10-11 arasinda degisiklik
gostermektedir. Japonya’ min Kyushu bolgesinde tane protein igeriginin olmasi
gerekenden daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu nedenle, cift¢iler bu bolgeye diger
bolgelere gore daha fazla giibre uygulamak zorundadir (Cristobal ve ark., 2006).
Calismada, Kyushu bolgesinde yeni bir yumusak bugday cesidi liretmek i¢cin Gpc-Bl
geninin yliksek tane protein igerigi tizerine etkisini degerlendirmislerdir. Taramalarda,
Xuhw 84 ve Xucw 108 markorleri kullanilmistir. Bu markérler, iki japon yumusak
bugdaylar1 ve Yecora Rojo-HGPC arasinda polimorfizm gostermistir. Bu polimorfizm,

Gpc-B1 ile bitkileri se¢mek i¢in kullanilmigtir. Calismanin sonucunda, bin dane agirligi
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ve tane protein igerigi arasindaki kolerasyon katsayisi, Yecora Rojo-HGPCI185 i¢in
0,017 ve Rojo-HGPC/ Chikugo izumi F2 populasyonu i¢in 0,299 olmustur. Her iki
popiilasyonda tane protein agirhigi ve bin dane agirligi arasinda iliski
gozlemlenmemistir. Ayrica Gpc-B1 geni, diisiik bugday unu parlakligina ve yiiksek kiil
icerigine yol agmistir. Un protein iceriginin eristenin renk degisikligini etkiledigi

saptanmug ve eriste parlakliginda azalma gézlemlenmistir (Oda ve ark., 2008).

Tane protein igerigi (GPC), makarna kalitesi ve ekmek yapiminmi etkileyen temel
faktorlerden en Onemlilerinden biridir ve bugdayin besin degerini gelistirmek igin
onemlidir (Dick ve ark., 1988; Finney ve ark., 1987). Ancak, yiiksek GPC amaciyla
yiriitiilen klasik 1slah programlarinda ilerlemek zor ve yavas olmaktadir. Degisen ¢evre
farkliliklarindan dolayr olusan kiiglik varyasyonlar protein igerigi i¢in genetik
varyasyondaki ilk simirlamadir. Ikinci smirlama ise, tane verimi ve GPC arasindaki
gliclii negatif kolerasyon olmasidir. Tane verimi ve GPC arasinda negatif kolerasyon
oldugu pekcok caligmada bildirilmistir (Kibite ve Evans, 1984; Levy ve Feldman, 1987;
Feil, 1992; Simmonds, 1995; Mesfin ve ark., 2000; Blanco ve ark., 2002; Groos ve ark.,
2003; Gonzalez-Hernandez ve ark., 2004). Farkli yillarda bugday cesitlerinin
karsilagtirildigr ¢alismalarda, modern c¢esitlerde eski ¢esitlere kiyasla GPC artisi
gozlemlenmistir (Austin ve ark., 1980; Slafer ve ark., 1990; Fufa ve ark., 2005).

Diger bir ¢caligmada (Blanco ve ark., 2011), se¢ilen iki makarnalik bugday ¢esitlerinden
tiiretilmis kendilenen bir rekombinant hatta kantitatif 6zellik lokus analizleri boyunca,
tane protein igerigi ve tane verim bilesenleri arasindaki iligki arastirilmigtir. Makarnalik
bugdayda tane protein igerigi (GPC) ile tane verimi arasinda negatif iligki goriilmiistiir.
Basaktaki tane verimi ve GPC arasinda karsilikli genetik iliski degerlendirilmis, bin
dane agirlig1 ve basaktaki tane sayisi, GPC i¢in kantitatif karakter lokusu (QTL); verim
bilesenleri {izerinde kovaryans analizlerinde ayarlanmis datalar kullanilarak
haritalanmistir. Fenotipik veriler, se¢ilen Svevo ve Ciccio ¢esitlerinin ¢aprazlanmasiyla
iiretilen 120 rekombinant kendilenmis hattin ayrilan popiilasyonlar1 degerlendirilmistir.
Materyaller, Giiney italya’ da bes ortamda test edilmistir. QTL, Dart markérleri ile
entegre olan ve Gadaleta ve ark. (2009) tarafindan gelistirilen baglant1 haritas1 Stevo ve
Ciccio ¢esitlerinin  ¢aprazlanmasi {izerinde yerlesmis haritalama tarafindan

belirlenmistir. GPC’ nin ifadesinde iliskili 10 bagimsiz bolge tespit edilmistir. Artan
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GPC etkileri ile QTL allelleri, tersine ya da daha fazla verim igerik dzelliklerinden birisi
tizerindeki etkisinde azalma QTL allelleri ile iliskilendirilmistir. GPC i¢in dort QTL her
zaman Onemli etkiler gostermistir ve bu QTL tane igeriginde varyasyondan bagimsiz
GPC’ yi etkileyen genleri temsil etmektedir. Boylece; tane veriminde azalma olmadan
GPC’ de bir artis saglandigindan GPC’ ye yonelik bugday islahina 6zel bir ilgi
duyulacag ifade edilmistir (Blanco ve ark., 2011).

Farkli bir arastirmada ise, makarnalik gen kaynaklarinda GPC ile verim arasindaki
bulunan negatif kolerasyona ragmen GPC, bitki agirlig1 ve protein verimi {lizerinde ¢ok
az miktarda etki gostermis ve DIC alleli protein igerigindeki artis ile iliskilendirilmistir
(Chee ve ark., 2001). 6B kromozomu {iizerinde bulunan subsititiisyon hatt1 ‘Langdon’-
Triticum turgidum L. var. dicoccoides [LDN(DIC-6B)] Kkantitatif karakter lokusu
“QGpc.ndsu.6Bb” yiiksek GPC icermektedir. Ayrica ¢alismada GPC’ nin daha Once
tanimlanan diger lokuslarla iliskisi belirlenmis ve bu genin 6B kromozom iizerine
yerlestigi saptanmistir. Incelenen bu popiilasyon GPC ile diger agronomik dzellikler ve
tane verimi agisindan 1996 yilinda ii¢ lokasyonda 1995 yilinda ise iki lokasyonda
arazide degerlendirilmistir. Bu yliksek GPC lokusu ¢evre kosullarindan etkilenmemistir.
Tane protein konsantrasyonunun bitki agirligi ile baglantili olmadigi, fakat tane verimi
ve bagaklanma tarihi ile diisiik seviyede baglantili oldugu ifade edilmistir. Kantitatif
karakter lokuslar1 analizleri ile basit baglantilar kullanarak GPC iizerinde 6nemli bir
etkiye sahip olan 6B kromozomu fiizerinde olan Xmwg 79 ve Xcdo 365 markorleri
tarafindan c¢evrili bir lokus tanmmlanmistir. Seleksiyon i¢in iki flanking markoriin

kullanilmasi giivenilirligi arttirmistir.

Ozkan ve ark. (2014) yaptig1 calismada, bugday danesinde ¢inko ve demir
konsantrasyonunu arttiran Gpc-B1 geninin markor destekli geri melezleme yontemi ile
ii¢c adet yazlik ekmeklik (Ozkan, Balatilla, Geng-99) ve ii¢c adet makarnalik (Balcali-85,
Balcal1-2000, Zenit) bugday ¢esidine aktarmis ve bu gen bolgesinin bugday ¢esitlerinde
farkli etkiye sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Calismada Gpc-B1l gen bolgesi vericisi
icin makarnalik olarak UC1113-Gpc-B1 ve ekmeklik olarak Yecore Roja-Gpc-Bl
bugday ¢esitleri kullamlmistir. Gpc-B1 alleline bagli olarak danedeki protein igeriginin
ekmeklik bugday kombinasyonlarinin birinde makarnalik bugday kombinasyonlarinin

ise tiimiinde artiy sagladigr saptanmistir. Gpc-B1l geni ekmeklik ve makarnalik
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bugdaylara aktarilarak dane protein igerigini arttirmis ancak aktarilan bu genin
kullanilan bugday cesitlerinin genetik yapilarina gore etkinliginin  degistigi

godzlemlenmistir (Ozkan ve ark., 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada, markor destekli seleksiyon yontemiyle aktarim yapilmak {izere tekrarlanan
anag olarak daha 6nce vyiiriitiilen bir projede (TUBITAK-COST 1070004) birbiriyle
baglantili olan ve yp-45 gliadini igeren Gli-B1l ile LMW-2 glutenini igeren Glu-B3
lokuslarinin  aynm1 geri melezleme programinda beraberce aktarilmasiyla farkli

anaglardan elde edilen ii¢ adet ileri 1slah hatt1 (TMB1, TMB2, TMB3) kullanilmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan makarnalik bugday 1slah hatlar

Kodu Melez Ailesi Geri Melez Kodu
TMB1 Saricanak-98 // Kyle TMB 1 GM4F4
TMB2 Salihli-92 // Kyle TMB 2 GM4F4
TMB3 Kiziltan-91 // Kyle TMB 3 GM4F4

(*TMB: Tirk Makarnalik Bugdayn)

Calismada genotiplerin kaliteli makarna iiretiminde belirleyici olan protein oranlarinin
arttirilmasi1 ve mikro besin element iceriklerinin yiikseltilmesi amaciyla Gpc-B1 geni
aktarilmigtir. Melezlemelerde gen kaynagi olarak (dondr anag) Prof. Dr. Jorge
Dubcovsky tarafindan gelistirilen Gpc-B1 gen bolgesini tasiyan makarnalik bugday
cesidi UC1113-Gpc-B1 (jel resimlerinde UC olarak kisaltilmistir) kullanilmistir. Dondr
anac ile tekrarlanan anaglarin her biri melezlenerek F1 bitkileri elde edilmis ve markor
destekli seleksiyon yontemi yardimiyla hedef gen bdlgesi makarnalik bugday hatlarina
aktarilmistir. Calismada elde edilen F1 bitkileri ve kisaltmalari Cizelge 3.2°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada elde edilen F1 1slah hatlar1 ve kisaltmalar1

Kodu Melez Ailesi F1 Bitkisi Kodu
TMB1 GPC TMB1// UC1113-Gpc-B1 TMB1//GPC F1
TMB2 GPC TMB2// UC1113-Gpc-B1 TMB2//GPC F1
TMB3 GPC TMB3// UC1113-Gpc-B1 TMB3//GPC F1

(*TMB: Tiirk Makarnalik Bugday1)

Oncelikle melezleme galismalar igin genotiplere ait tohumlar 15 giin arayla ii¢ farkh
tarthte (15 Eylil - 15 Ekim 2014) saksilara (3 1t hacimli) ekilmis ve Karamanoglu
Mehmetbey Universitesi arastirma serasinda yetistirilmistir (Sekil 3.1). Bitkilerin bakim

ve sulama islemleri diizenli olarak yapilmistir.

140 AR,
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Sekil 3.1. Serada yetistirilen bitkiler

Bagislayan ana¢ (UC1113-Gpc-B1) ile tekrarlanan anaclarin (TMBI1, TMB2, TMB3)
her biri melezlenerek ii¢ farkli kombinasyona ait 50°ser adet F1 bitkisi elde edilmistir

(Sekil 3.2). Boylece ii¢ farkli melezleme kombinasyonu gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Melezleme yapilan bitkiler

Molekiiler taramalarda ilk olarak F1 ve anag¢ genotiplerin DNA ekstraksiyonu yapilmis
daha sonrasinda ise tim DNA’lar, 6B kromozomu kisa koluna bulunan Gpc-Bl
lokusunun varlig1 agisindan taranmistir. Taramalarda bu gen bolgesiyle baglantili olan
mikrosatellit (SSR) ve dizisi karakterize edilmis ¢cogaltilan bolgeler (SCAR) markérleri
kullanilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR) farkli primerler i¢in, kaynak
makalelerinde belirtilen sartlara gore gerceklestirilmistir. Gpc-B1 geninin aktariminda
Xuhw 89 markorti, Yr-36 geninin seleksiyonu i¢in ise Xgwm 193, Xucw 71 ve Xucw 79

markorleri kullanilmstir.
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3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in makarnalik bugday cesit ve hatlarindan yaklagik 4-5 cm
boyundaki yaprak Ornekleri alinmig ve gen¢ yapraklarda DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bazi degisikliklerle standardize edilerek ¢alismada kullanilan DNA
ekstraksiyonu metodu asagida verilmistir (Doyle ve Doyle, 1990).

a) 1,5 cm boyundaki bugday yaprag: likit nitrojen iginde ogiitiiliir ve tizerine 500 pl
buffer ilave edilir.

* 100 ml buffer hazirlamak igin;

» 65 ml ddH;0,

» 10ml 1M Tris (pH:7,5),

» 14ml 5M NaCl

> 10ml 0,5M EDTA (pH: 8,0) karistirilarak 65 °C’de 1sitilir
> 1grCTAB le

» 1 ml 14 M Beta Merkapto Etanol (BME) eklenir.

b) Bir tinite Proteinase K eklendikten sonra vortekste karistirilir.

c) 40 ul % 20 SDS (veya 80 pl % 10 SDS) eklenerek 65 °C’ de su banyosunda 1 saat

tutulur ve ara sira alt iist ederek karistirilir.

d) Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2 / 3 hacim (400 pl) kloroform:isoamil alkol
(24:1) eklenir. 5-10 dakika alt iist edilerek karistirilir.

e) 10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

f) Siipernatant 2 / 3 hacim yani 300 pl 2-propanol igeren yeni bir tiipe alimr. Alt {ist
edilerek DNA gozle gortiliir hale getirilir.

g) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

h) Sivi dokiiliir. Pelet kuruduktan sonra 500 pl 1 x TE eklenir. Su banyosunda
65 °C’ de 2 saat tutulur.
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1) Her bir tiipe 10 mg / ml RNase ¢ozeltisinden 1 ul eklenir. DNA 65 °C’ de su

banyosunda 1 saat bekletilir.

j) 400 pl kloroform:isoamil alkol (24:1) eklenir. Tiipler 10-15 dakika alt iist edilerek

karistirilir.
k) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

1) Stipernatant 80 ul 1,2 M NaCl (veya 26 ul 5 M NaCl ) igeren yeni bir tiipe alinir ve
hafifce karistirlir.

m) 800 ul % 96 soguk etil alkol ilave edilir. Alt iist edilip karistirilarak DNA ¢okeltilir.
n) 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir ve s1vi dokiiliir.

0) Pelet 1.200 ul % 70 soguk etil alkol ile dikkatlice yikamr. Ters ¢evrilmis halde 2

saat kurutulur.

p) Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’de ¢oziliir. Sonugta toplam 20 pg civarinda DNA elde
edilebilir.

Anag ve F1 bitkilerinden yaprak 6rnekleri alinarak DNA izolasyonu yapilmistir. Yaprak
ornekleri sapa kalkma doneminde bitkilerin en geng yapraklarindan alinmigtir. Elde
edilen DNA’lar agaroz jelde kosulmus ve goriintiilenmistir (Sekil 3.3). DNA miktart
yetersiz olan cesitlerde izolasyon islemi tekrarlanmistir. DNA 6rneklerinin kosuldugu
120 ml % 1’ lik agaroz jeller; 24 ml 5 X TBE, 96 ml ddH70, 1,2 gr Agarose ve 8 ul

Etidium Bromiir (10 mg/ml) igermektedir.

Sekil 3.3. Agaroz jelde yiiriitiilen DNA 6rnekleri
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DNA oOrneklerinin yiiriitiilmesinde kullanilan elektroforez sistemi (Thermo Scientific
EC 1000 XL PowerSupply) Sekil 3.4’de verilmistir.

Sekil 3.4. Jellerin yiiriitiildiigii elektroforez tinitesi

DNA ve PZR iiriinlerinin yiiriitiildigii jeller jel imaj sisteminde (BIO-RAD ChemiDOC
MP Imaging System) goriintiilenmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Jel goriintiilemede kullanilan UV transmilator
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3.2.2. Molekiiler Markor Taramalari

Elde edilen tiim DNA’lar, 6B kromozomu kisa koluna haritalanmis birbiriyle baglantili
olan Gpc-B1 ve Yr-36 genlerinin varligi agisindan taranmistir. Gpc-B1 lokusunu igeren
6BS kromozomuna ait farkli haritalardan alinan ve bu bdlgelerle baglantili olan DNA

markdrlerinin harita tizerindeki muhtemel pozisyonlar: Sekil 3.6°da verilmistir.

Genetic Map 6BS
s (5121300 28 209129 135 LDN
XhsuGh T .
; Yr36 region
Xbed342 . | & - Xucew74
' Xucw73
Xucw79
i N - Xuhw89
9 Gpc-
z Xuew71
Xpsr8 ;
Jo— P XuhwB9 ==t Xucw69
G ! Gpe-B1 o e s Xbarcl01
: Yr36
Xuhw4 e a
Xucw7{ e ‘ 3
<
Xqwms508 TR Xuew77,
‘ > Xbarcl36
Xnor2
Yr36
-------- Xbarc101
. Xucw66
Xcdo534 Xucw68
_ Xgwm88
: Xegwm193 4
10cM 0.3¢M A 5 0.5cM

Sekil 3.6. 6BS kromozomunda bulunan, Gpc-B1 ve Yr-36 lokuslariyla baglantili olan
DNA markorlerinin harita iizerindeki muhtemel pozisyonlar1 (Distelfeld ve ark., 2006)
(Koyu renkli rakamlarla gdsterilen degerler cM cinsinden uzakliklar ifade etmektedir.)
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Her bir bitkiden izole edilen DNA’lar, Gpc-B1 ve Yr-36 genleri bakimindan molekiiler
markorlerle taranmistir.  Molekiiler taramalarda farkli arastirmacilar tarafindan
haritalanan ~ mikrosatelit (SSR) ve kesilip ¢ogaltilmis polimorfik  diziler
(CAPS) markorleri kullamlmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Farkli haritalardan alinan ve Gpc-Bl lokusuyla baglantili olan SSR ve
CAPS markorleri

Markorler Primer Dizisi Genetik Harita
5---3%) Kaynag

Xuhw 89 | F-TCTCCAAGAGGGGAGAGACA Distelfeld ve ark.
R- TTCCTCTACCCATGAATCTAGCA (2006)

Xucw 71 | F-CTTGCACCCGTGGATCAG Distelfeld ve ark.
R-CGATGCAATAATTTATCACACGTA (2004)

Xucw 79 | F-AGATAACGACCGATGCGATCTTAGTA Distelfeld ve ark.
R-TCCTTTTTCCGATTTTCTTTGTGT (2004)

Xgwm 193 | F-CTTTGTGCACCTCTCTCTCC Distelfeld ve ark.
R-AATTGTGTTGATGATTTGGGG (2004)

Gpc-B1 lokusunun varligi bakimindan yapilacak olan taramalarda hedef gene 0,1 cM
uzaklikta oldugu bilinen gene spesifik Xuhw 89 primeri kullamlmistir (Distelfeld ve
ark., 2006). Yr-36 geni i¢in yapilan taramalarda kullamlan Xucw 71 ve Xucw 79
primerleri i¢in kesim (restriksiyon) enzimleri de kullamilmigtir. Xucw 71 primerine ait
amplifikasyon {tirtinleri Bsml (New England BioLabs, SR0134S), Xucw 79 primeri ile
elde edilen PZR friinleri ise Accl (New England BiolLabs, SR0161S) enzimiyle
kesilmistir. Bsml enzimi ilave edilen PZR firiinleri 65 °C’ de, Accl ile kesilen 6rnekler

ise 37 °C’ de 3 saat inkiibe edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) islemleri farkli primerler i¢in kaynak makalelerinde
belirtilen sartlara gore gerceklestirilmistir. Her bir reaksiyonda; 250 nM primer,
deoksiniikleotidlerin her birinden 0,2 mM, 2,0 mM MgCl,, bir iinite Taq Polimeraz
enzimi ve 50-100 ng kalip DNA kullanilmistir. Bir PZR islemi; 94 °C’ de 5 dakika 6n

denatiirasyondan sonra; 37 sirkiilasyondan (cycle) olusan 94 °C’ de bir dakika
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denatiirasyon, primere bagli olarak 54-55 °C’de bir dakika primerlerin baglanmasi
(yapisma), 72 °C’ de bir dakika uzatma (sentez) basamagini takiben 72 °C’ de bes
dakika son uzatma agsamalarindan olusmaktadir. Yapigsma sicakligt Xuhw 89 primeri
i¢in 54°C, Xgwm 193 primeri igin 55°C, Xucw 71 ve Xucw 79 primerleri igin ise 54 °C

olacak sekilde programlanmastir.

Elde edilen PZR iirtinleri % 2’ lik agaroz (Lonza SeaKem® LE Agarose, 50004)
jellerde [220 ml % 2’lik agaroz jel; 2,2 g agaroz, 44 ml 5 x TBE, 176 ml ddH»0O ve 16pul
Etidium Bromiir (10 mg/ml)] veya % 4’liik ultra pure agarose (Invitrogen Ultra Pure™
Agarose, 16500-100) jellerde [120 ml % 4’liik ultra pure agaroz jel; 4,8 g agaroz, 24 ml
5 x TBE, 96 ml ddH,O ve 10 pl Etidium Bromiir (10 mg/ml)] kosulmustur. PZR
isleminin gergeklestirildigi thermal cycler (BIO-RAD C1000 Touch Thermal Cycler)
Sekil 3.7°de verilmistir.

Sekil 3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kullanilan thermal cycler
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Bu c¢alismada, Yr-36 geninin seleksiyonu igin Xucw 71 ve Xucw 79 primerleri
kullamlmistir. Bu primerlere ait PZR iriinleri restriksiyon enzimleriyle kesilmistir.
Xucw 71 primerine ait PZR tiriinlerine Bsml restriksiyon enzimi, Xucw 79 primerine ait
PZR iirtinlerine ise Accl restriksiyon enzimi eklenmistir. Isitict blokta (Biosan TDB-120
DryBlock Thermostat) Bsml ile kesilen PZR iiriinleri 54 °C” de, Accl enzimi ile kesilen
PZR iiriinleri ise 37 °C’ de 3 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.8). Xucw 71 ve 79
primerleri ile yapilan PZR taramasi ile elde edilen 6rneklerin % 2’ lik agarose jelde
goriintiilenmesi sonunda TMBI1/GPC, TMB2//GPC ve TMB3//GPCF1 bitkileri

arasindan heterozigot olanlar belirlenmistir.

Sekil 3.8. Restriksiyon enzimi ¢alismalarinda kullanilan 1sitic1 blok
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4. BULGULAR ve TARTISMA

[k asamada bagislayan ana¢ (UC1113-Gpc-B1) ile tekrarlanan anaglar (TMB1, TMB2,
TMB3) melezlenerek ii¢ farkli kombinasyona ait (TMB1/GPC, TMB2//GPC ve
TMB3//GPC) ait F1 bitkileri elde edilmistir. Ug farkli melezleme kombinasyonuna ait
melezlemelerden 50°ser adet F1 bitkisi elde edilmistir. F1 tohumlar1 petrilere ekilerek
¢imlendirilmis ve viyollere sasirtilmistir (Sekil 4.1). Iki yaprakli doneme gelen F1
bitkilerinin ve ana¢ genotiplerinin DNA izolasyonlar1 yapilmis, aktarilan Gpc-B1 gen
bolgesiyle ilgili molekiiler taramalar yapilmistir. Boylece Gpc-B1 genini tasiyan bitkiler
DNA markorleri kullanilarak markoér destekli seleksiyon (MAS) yontemiyle secilmistir.

Sekil 4.1. Petride ¢imlenen tohumlar ve viyolde biiyliyen F1 bitkileri

Calisgmada kullanilan tiimbitkilere ait DNA’lar, 6B kromozomunun kisa kolunda
bulunan, Gpc-B1 ve Yr-36 Ilokuslariyla baglantili olan, daha o©nceden farkli
arastirmacilar tarafindan haritalanmis DNA markorleri tarafindan taranmistir. Yapilan
molekiiler taramalarda, Gpc-B1 (6B kromozomu kisa kolunda bulunan) lokusunun
varhigi acisindan bu gen bolgesiyle baglantili olan mikrosatellit (SSR) ve Kesilip
cogaltilmis polimorfik diziler (CAPS) markoérleri kullanilmigtir. Gpc-B1 lokusunun
varligi bakimindan yapilan taramalarda hedef gene 0,1 c¢cM uzaklikta oldugu bilinen
gene spesifik Xuhw 89 primeri kullanilmistir (Sekil 4.2 - 4.7). Sar1 pas hastaligina karsi
dayanmiklilik saglayan Yr-36 geninin seleksiyonu icin ise Xgwm 193, Xucw 71 ve
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Xuew 79 markdrleri kullanilmistir. Boylece Gpc-B1 ve Yr-36 gen bolgelerini yakin bir
sekilde cevreleyen (flanking) markorler ile segilmistir. Benzer sekilde Chee ve ark.
(1991)’ da 6B kromozomu iizerinde bulunan Gpc lokusunun taranmasinda iki flanking
markor (Xwmg 79 ve Xcdo 365) kullanarak basarili bir markor destekli seleksiyon

yapmuslardir. Flanking markorlerin kullanimu ile seleksiyondaki hata pay1 biiylik oranda

azaltilmaktadir.

Sekil 4.2. TMB1//GPC melez ailesine ait F1 bitkilerinin Xuhw 89 primeri ile molekiiler

taramalar1 (H: Transfer edilen gen bolgesini tagiyan heterozigot bitkileri gostermektedir)

Sekil 4.3. TMB2//GPC melez ailesine ait bitkilerin Xuhw 89 primeri ile molekiiler

seleksiyonu

Sekil 4.4. TMB3//GPC F1 bitkilerinin Xuhw 89 primeri ile seleksiyonu
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Sekil 4.5. TMB2//GPC F1 bitkilerinin Xuhw 89 primeri ile molekiiler taramalarina ait
agaroz jel goriintiisii

L Uc Ww* H
(100bp)

Sekil 4.6. TMB2//GPC F1 bitkilerinin Xuhw 89 primeri ile seleksiyonu

L |
(100bp)

Sekil 4.7. TMB1//GPC F1 bitkilerinin Xuhw 89 primeri ile seleksiyonuna ait agaroz jel

goruntisi

Xuhw 89 primeri ile yapilan PZR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen PZR iiriinlerinin
% 4’ likk ultra pure agarose jelde goriintiilenmesi sonunda TMB1//GPC, TMB2//GPC
ve TMB3//GPC FI1 bitkileri arasindan heterozigot olanlar belirlenmistir
(Sekil 4.2 - 4.7). Xuhw 89 primeri ile elde edilen PZR iiriinlerindeki 122 bg’ lik bant
Gpc-B1 geninin  varhigini, 126 bg’ lik bant ise Gpc-Bl geninin olmadigini
gostermektedir (Sekil 4.2). Arada sadece 4 baz ciftlik (bg) kiiciik bir fark oldugu i¢in
PZR iriinleri % 4’ lik ultra pure agarose seklinde oOzel bir jelde uzun siire
yiritiilmiistir. Xuhw 89 markori igin tespit edilen 4 baz ¢iftlik polimorfizmin, DIC
sekansinda bulunmayan LDN sekansindaki ACTT dublikasyonu nedeniyle oldugu
bildirilmistir (Distelfeld ve ark., 2005).
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Xuhw 89 markorii, Gpc-B1 geninden 0,1 ¢cM uzakliktadir ve gen ile baglantili dort bg
delesyon sonucu ortaya ¢ikmistir (Distelfeld ve ark., 2006). Prof. Dubcovsky, Yr-36 ve
Gpc-B1 genlerinin aktarilmasinda UC [Kifs// RSS// BD1419/ Mexis-CP/ 4/ Wahas/ 5/
Yav79]) ¢aprazlanmasindan segilen UC1113 (CIMMYT CD52600) makarnalik 1slah
hattim1  gelistirmistir. Bu tez calismasinda da dondr ana¢ olarak UC1113 hatti

kullanilmagtir.

Menzo ve ark. (2011), Yr-36 ve Gpc-B1l genlerinin aktarimi amaciyla UC1113 donor
hatt1 ile iic makarnalik bugday genotipinde (Creso, 5SBIL-42, PR22D89) melezlemeler
yaparak Xuhw 89 markorii ile markor destekli seleksiyon yapmiglardir. Anag
genotiplerde yapilan molekiiler taramalarda Creso, 5BIL-42 ve PR22D89 genotiplerinde
124 be¢’ lik bir fragment ¢ogaltim yapilirken, UC1113 hattinda 120° bg¢ lik bir iiriin
gozlenmistir. Kendileme generasyonlart boyunca fonksiyonel allel i¢in homozigot
bitkilerin se¢ilimine izin veren Xuhw 89 markorii ko-dominant kalitim gdstermistir. F1
bitkileri, 120 b¢ ve 124 b¢ olmak iizere her iki pik degeri ile karakterize edilmistir.
UC1113 X PR22D89 melezine (Gpc-Bl alleli igin 26 homozigot, 56 heterozigot,
fonsiyonel olmayan alleler i¢in 22 homozigot ve 15 hatali veri) ve UC1113 x 5BIL-42
melez ailesine (Gpc-B1l alleli i¢in 24 homozigot, 50 heterozigot, fonsiyonel olmayan
allel i¢in 29 homozigot) ait F2 bitkilerindeki dagilim orani, tek bir dominant gen
tarafindan kontrol edilen tane protein icerigini dogrulayan 1:2:1 genotipik oranini
gostermistir. F2 hatlar1 ve her iki ana¢ genotipleri, tane boyutundaki farkliliklar ile tane
doldurma siiresindeki farkliliklar GPC ile iligkilendirilerek degerlendirilmistir. Tek tane
agirhigr ve protein igerigi, UCI113 ve F2 populasyonlarinda 50 bitki iizerinden
degerlendirilmistir. UC1113 hattt PR22D89” dan daha diisiik tane agirlhigi gostermistir.
UCI1113 bitkileri i¢in ortalama GPC % 15,8 iken, ortalama dane agirligi 0,03 mg
olmustur. Ortalama agirlik F2 (UC1113 X PR22D89) bitkilerinde 0,04 mg ve ortalama
GPC % 16,5 olarak gozlemlenmistir. Calisma sonuglara gore, kiillemeye direngli olan
Pm 36 geni ve fonksiyonel Gpc-B1 alleli igeren bitkileri elde etmek amaciyla yapilan iKi
farkli melezlemeden secilmis F2 bitkileri her iki ebeveyne gore daha yiiksek GPC ve tek
tane agirhigi degerleri gostermistir (Menzo ve ark., 2011).

Farkli bir caligmada, Xuhw 89 markorii Gpc-B1l geni ile siki bir sekilde baglantili

oldugu i¢in (0,1 cM), Gpc-Bl geni ve bu markdr arasinda sadece bin gamette bir
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rekombinasyon oldugu saptanmistir (Distelfeld ve ark., 2006). Gen ile markor
arasindaki bu uzaklik baz alinarak, etkili bir sonu¢ elde edebilmek icin, yapilan
taramalarda sadece Xuhw 89 markoriiniin kullanmminin  basarili bir seleksiyonu
saglayacagi belirlenmistir. Xuhw 89 markorii DIC alleli ve tiim tetraploid ve hekzaploid
hatlar arasinda polimorfizm gostermis ve test edilmistir. Caligma sonucunda Xuhw
89’un makarnalik ve ekmeklik bugday islah programlarinin her ikisinde de yabani
cesitlerle melezlemeler sonrasi seleksiyonda faydali olacagi bildirilmistir. Xucw 71 ve
Xucw 89 un disinda kalan diger markorlerin ise Gpc-B1 geninin aktariminda baglanti

stirliklenmesini azaltmak amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir (Distelfeld ve ark.,
2006).

Bu tez c¢aligmasinda, Xgwm 193 primeri ile yapilan PZR taramas: ile elde edilen

orneklerin % 2’ lik agarose jelde goriintillenmesi sonunda TMBI1/GPC F1,
TMB2//GPC F1 ve TMB3//GPC F1 bitkileri arasindan heterozigot olanlar belirlenmistir
(Sekil 4.8- 4.11).

Sekil 4.8. TMB1//GPC F1 bitkilerinin Xgwm 193 primeri ile seleksiyonuna ait agaroz
jel goriintiisii

Sekil 4.9. TMB2//GPC F1 bitkilerinin Xgwm 193 primeri ile seleksiyonu
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Sekil 4.11. TMB2//GPC F1 bitkilerinin Xgwm 193 primeri ile molekiiler taramalari

Bir diger arastirmada, Xgwm 193 markorii yliksek GPC geni igeren 7. dicoccoides ’den
gen aktarimim izlemek i¢in kullanilmistir. LDN ve RSL65 arasindaki melezlemelerden
elde edilen rekombinant hatlarin taramalarinda Xgwm 193 markdorii basarili bir sekilde
kullamlmistir (Khan ve ark., 2000). Ayrica Gpc-B1 geni ile yakindan baglantili oldugu
icin taramalarda kullanilan Xgwm 193 markoriiniin, daha 6nce yapilan ¢alismalarda
baglant1 siiriiklenmesini azaltmak amaciyla kullamlabilecegi de one siiriilmiistiir. Bu tez

calismasinda da Xgwm 193 primeri markor destekli seleksiyonda kullanilmustir.
Yr-36 geninin seleksiyonu i¢in Xucw 71 ve Xucw 79 primerleri kullanilmigtir. Xucw 71

primeri kullamlarak elde edilen PZR iiriinleri Bsm1 restriksiyon enzimi ile kesilerek,

agaroz jelde ylritiilmiis ve markor destekli seleksiyon yapilmistir (Sekil 4.12 - 4.13).
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Sekil 4.12. TMB1//GPC F1 bitkilerinin Xucw 71 primeri ile molekiiler taramalarina ait jel
gorintiisi

(L -

-
O

Sekil 4.13. TMB3//GPC F1 bitkilerinin Xucw 71 primeri ile seleksiyonu

Xucw 79 primere ait PCR iirlinleri Accl restriksiyon enzimi ile kesilmis ve % 2’ lik
agaroz jelde yiiriitilmiis ve heterozigot bitkiler belirlenmistir (Sekil 4.14). Bu tez

caligmasinda geni gergeve i¢ine alan Xucw 71 ve Xucw 79 markorleri F1 bitkilerinin

seleksiyonunda birlikte kullanilmstir.

Sekil 4.14. TMB3//GPC F1 bitkilerinin Xucw 79 primeri ile seleksiyonuna ait jel goriintiisii
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Farkli bir ¢alismada da hedef gen Gpc-B1’e yakin oldugu ve bu geni gergeve igerisine
aldiklar1 i¢cin Xucw 71 ve Xucw 79 markorleri birlikte kullamlmistir (Distelfeld ve ark.,
2004). Kaynak makalelerde belirtilen haritaya gére Xucw 71 ve Xucw 79 markorleri
Gpc-B1 genini 0,3 cM araliginda g¢evreledikleri ve hedef gene yakin olduklar igin bu
tez ¢alismasinda da tercih edilmislerdir. Yapilan bir ¢alismada, Gpc-B1 geni ile ve bu
iki markor (Xucw 71 ve Xucw 79) arasindaki mesafenin ¢ok az olmasi nedeniyle Gpc-
B1 geninin transferinin dogrulugunu teyit etmek i¢in ikinci bir markoriin kullanimina
gerek olmadigr kanisina varilmis ve seleksiyonun tek bir markdr kullanilarak
yapilabilecegi One siirilmiistiir. Xucw 71 markorii germplazmin  genis araliginda

onaylanmistir (Distelfeld ve ark., 2004).

Vishwakarma ve ark. (2014), markor destekli seleksiyon yontemiyle Xucw 108 SSR
markoriinii  kullanarak Gpc-B1 genini HUW 468 makarnalik bugday c¢esidine
aktarmistir. Geri melezlemede genom boyunca dagilan 86 polimorfik SSR markorii
saptanmustir. Ilgili genin aktarilmasinda geni 10 cM uzaklikta olan ¢evreleyen markorler
kullanilmigtir. Gelistirilen hatlarda, tekrarlanan ana¢ genotiplerinden % 88,4 - % 92,3
oraninda daha yiiksek GPC saptanmistir.

Bir diger arastirmada, T. turgidum ssp. dicoccoides’ deki yiiksek tane protein icerigi ile
iliskili genomik bdlgeleri tanimlamak igin i adet sert kirmizi yazlik bugday
rekombinant hatlar1 kullanilmistir. Bir tek bolge, 6B kromozomu iizerinde sentromere
yakin yerlestirilen bes RFLP markdrii ile saptanarak yiiksek GPC ile iligkilendirilmistir.
Bu yiiksek tane protein icerigi ile ilgili QTL, Joppa ve ark. (1997) tarafindan tanimlanan
lokuslar ile benzerlik gostermistir. Aslinda, arastirma gruplarinin her ikisi de yiiksek
GPC’ nin donoérii olarak aym T. turgidum ssp. dicoccoides’ i kullanmistir (Mesfin ve

ark., 1999). Bu tez ¢alismasin da da donor anag olarak UC1113 hatt1 kullanilmistir.

Blanco ve ark. (2006), makarnalik bugdaya yiiksek GPC allelini aktarmak igin geri
melezleme yontemini Kullanmislardir. Calismada 4BS, 5AL, 6BS ve 7BS kromozom
kollarinin herbiri iizerinde birer QTL tammlanmis ve iki farkli QTL ise 6A kromozomu
tizerinde haritalanmustir. Bu alt1 QTL, GPC lokusu ig¢in % 49,2’ den % 56,4” e kadar
fenotipik varyasyonlar gostermistir. Kullanilan markorlerden bazilarinin tane verimi

ya da tohum agirlig: ile negatif iliskili oldugu saptanmistir. Ayrica bu ¢aligmada, yiiksek

43



GPC allelinin makarnalik bugdaya aktarim i¢in geri melezleme yoOnteminden
faydalanilmigtir.  GPC’ nin seleksiyonunda etkili oldugu bilinen SSR, AFLP
markorlerinden yararlanilmistir (Blanco ve ark., 2006). Bu tez calismasinda ise markor

destekli seleksiyonda SSR ve CAPS markdrleri kullanilmistir.

Ates Sonmezoglu (2010), makarnalik bugdayin kalitesinde etkili olan vy-gliadin 45 ve
LMW-2 glutenin genlerini dort adet makarnalik bugday ¢esidine (Sariganak-98, Salihli-
92, Kiziltan-91 ve Selguklu-97) markor destekli geri melezleme yontemi ile aktarmastir.
Bu iki gen bdlgesinin makarnalik bugdaya aktariminda molekiiler DNA markorleri
(SSR, STS ve GAG) kullamlmistir. Her iki bolgenin seleksiyonunda dort adet SSR
primeri (Xgwm 550, Xgwm 608, Stm 553actc, Stm 542acag), bir adet STS primeri ve
bir adet GAG 5-6 primeri alternatifli veya kombinasyon halinde birlikte kullanilmistr.
1BS kromozomunun u¢ kisminda haritalanmis olan ve Gli-B1 ve Glu-B3 lokuslarina
olan uzakligi 5 ¢cM olan Stm 553actc primerinin ¢aligmada kullanilan tiim makarnalik
bugday cesitleriyle donor olarak kullanilan Kyle makarnalik bugday cesidi arasinda
polimorfizm gosterdigi saptanmistir. Gli-B1 ve Glu-B3 lokuslarina 10 ¢cM uzaklikta olan
Xgwm 608 primeri ise Salihli-92 ¢esidi ve Kyle arasinda polimorfizm gostermistir.
Ayrica gene spesifik GAG 5-6 markorii de seleksiyonda basarili bir sekilde
kullamlmistir (Ates Sonmezoglu, 2010). Bu tez calismasinda kullanilan Xuhw 89
primeri ile makarnalik bugday hatlarina aktarilmak istenen Gpc-B1l lokusu arasinda
0,1 cM uzaklik bulunmakta olup, taramalarda daha giivenilir sonuglar elde edilmesi
acisindan gene spesifik bu primer kullanilmistir. Taramalarin devaminda Gpc-B1 lokusu
ile yakindan baglantili oldugu bilinen Yr-36 lokusunun makarnalik bugday hatlarmna
aktarilmasinda ise Xgwm 193, Xucw 71 ve Xucw 79 primerleri Xuhw 89 primeri ile

kombinasyon halinde birlikte kullanilmustir.

Tabbita (2013) arastirmasinda, iki Arjantin ekmeklik bugday ¢esidine Gpc-B1 allelini
aktarmistir. Kantitatif karakter lokusu (QTL) kromozomun 6BS kolu iizerinde
haritalanmistir. Ayrica iki adet hekzaploid Arjantin bugday ¢esidinde Gpc-B1 geni i¢in
yakin izogenik hatlar gelistirilmistir. Homozigot GM6F2 bitkilerinin seleksiyonu ve
Gpc-B1 i¢in alt1 defa geri melezleme ve heterozigot GM6 bitkilerinin kendilenmesi ile
bu bitkiler elde edilmistir. Gpc-B1 geninin aktarilmasi i¢in gelistirilen mikrosatellit
markorlerinden; Xuhw 89, Xgwm 508, Xgwm 644 ve Xgwm 193 markorleri
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kullamlmistir. GM6F4 generasyonundaki yakin izogenik hatlari teyit etmek icin ise
sadece Xuhw 89 primeri kullanilmistir (Tabbita, 2013). Bu tez c¢alismasinda ise
oncelikle Xuhw 89 primeri kullamlmis ve Gpc-B1l geninin aktarildigi F1 bitkilerinin
seleksiyonu yapilmistir. Daha sonra ise Xuhw 89 primeri ile secilen bu F1 bitkilerinde
Yr-36 geninin seleksiyonu igin Xgwm 193, Xucw 71 ve Xucw 79 primerleri kullanilmis
ve Yr-36 lokusunun aktarildigi F1 bitkileri se¢ilmistir. Ayrica ¢alismanin devaminda

geri melezlemeler yapilarak GM4F3 generasyonu elde edilecektir.

Bir diger ¢alismada (Rabie, 2012), tiirler aras1 melezleme yontemi kullanilarak Triticum
durum ve Triticum aestivum’ a ait Misir yerel bugday ¢esitlerine Triticum turgidum ssp.
diccocoides yabani aksesyonlarindan Gpc-B1 alleli aktarilarak, yerel bugday
cesitlerinde tane protein icerigini gelistirmek hedeflenmistir. Calisilan genotipler
arasindaki genetik degiskenlik i¢in, yedi agronomik karakterin yanisira demir (GFeC)
ve ¢inko (GZnC) igerikleri, SDS-Page ve RAPD analizleri kullanilarak degerlendirme
yapilmistir. Yabani aksesyonlarla karsilastirilan yerel ¢esitlerde verim ozelliklerinin
onemli Olgiide yiiksek iken, tane protein orani ve demir ile ¢inko igeriginin onemli
derecede diisik oldugu belirlenmistir. Polimorfizm orami ise RAPD primeri
taramalarinda SDS-Page’ den daha yiiksek ¢ikmustir (% 53,71). F1 hibritleri ve yabani
diccoccoides ebeveyn genotiplerinde Gpc-B1 geninin varligint dogrulamak igin markor
destekli seleksiyonda Xuhw 89 markorii kullanilmustir. Hibritlerde tane protein
degerinde Onemli artis gozlemlenmistir. Sonug olarak, tane protein igerigi ve tane
verimi arasinda negatif kolerasyon ortaya ¢ikmistir. Baz1 melezlemelerde tane verimi ile
tane protein i¢erigindeki artisin birlikte etkilendikleri ortaya konulmustur (Rabie, 2012).
Bu tez calismasinda da, protein oran1 ve mikro besin elementi iceriklerinin arttirilmasi

amaciyla ileri 1slah hatlarina Gpc-B1 geni aktarilmistir.

Bir baska calismada ise, markor destekli seleksiyon yontemi ile SSR ve RAPD
markorleri kullanilarak 23 ¢esit arpanin genetik farkliliklar1 ortaya konulmustur. Bu
calisma sonucunda ise, kullanilan SSR markorlerinin ayirt etme 6zelliginin RAPD
markorlerine gore yedi kat daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Kraic ve ark., 1998).
Strelchenko ve ark. (2002) tarafindan yapilan galismada ise, yerel bugday cesitleri

arasindaki genetik farklikliklarin belirlenmesi i¢in kullanilan SSR markoérlerinin AFLP
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markorlerinden daha giivenilir ve daha etkili oldugu saptanmistir. Bu tez ¢alismasinda

da giivenilir ve ko-dominant olmasi nedeniyle SSR markérleri tercih edilmistir.
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5. SONUC

Son yillarda yapilan ¢alismalarda makarnalik bugday cesitlerinin danesinde basta demir
ve ¢inko ve mangan olmak iizere mikro besin element igerikleri bakimindan eksiklik
oldugu saptanmustir. Uluslararast Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO) yayilamis oldugu
biiltende, yaklagik iki milyara yakin insamin ‘gizli aglik’ olarak bilinen mikro besin
element (demir, bor, ¢inko, selenyum vb.) eksikligi yasadigi, 160 milyonun tlizerindeki
bes yas alti cocugun da protein yoniinden yetersiz beslenmeyle karsi karsiya oldugu ve
diinya niifus artigina paralel bir sekilde bu rakamin giderek arttig1 bildirilmistir (Cakmak
ve ark., 2002).

Bu durum insan yasaminda onemli sorunlara yol agmaktadir. Bu sorunlarin oniine
gecmek i¢in, temel besin maddelerinin en dnemlilerinden biri olan bugdayin Fe, Zn, Mn
gibi 6nemli mikro besin elementleri ve protein miktar: bakimindan zenginlestirilmesine
yonelik bugday 1slah programlarina ihtiya¢ vardir. Bugdayin mikrobesin elementi
icerigi ile ilgili caligmalarda bugdayin kiiltiir formlarinin yabani formlarina gére daha
diisiik seviyede mikro besin elementi igerigine sahip olduklar1 gozlemlenmistir. Ayrica
modern islenmis bugdayin danesindeki Zn ve Fe konsantrasyonlari, yabani gernik
bugdayina gore daha diisiik seviyede oldugu saptanmistir (Cakmak ve ark., 2004). Bu
baglamda yabani gernik bugdaymun (Triticum dicoccoides, DIC) bugday danesinde
demir ve ¢inko konsantrasyonlarindaki artis i¢in dnemli bir genetik kaynak oldugu

tespit edilmistir.

Uauy ve ark. (2006b), bugday danesinde protein orani ile demir ve ¢inko igeriginin
arttirilmasiyla iliskili bir bugday kantitatif karakter lokusu (QTL) olan Gpc-B1 genini
yabani gernikten klonlamiglar ve bu gen ile baglantili DNA markoérii gelistirmislerdir.
Ekmek ve makarna kalitesi iizerinde gii¢lii bir etkiye sahip olan bu gen (Gpc-Bl)
bugday tizerindeki olumlu etkisinden dolay1 1slah programlarinin sik kullanilan hedefi

haline gelmis ve bircok ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerine aktarilmustir.

Kumar ve ark. (2011), yiiksek GPC’ den sorumlu Gpc-B1 genini igeren bir hekzaploid
bugday genotipi olan Yecora Rojo ve dondr anag¢ olarak kullanarak on adet ekmeklik

bugday genotipi ile melezlemislerdir. Calismada GM1F1 ve GM2F1 igin Xgwm 193
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(SSR) ve XNor-B2 (CAPS) flanking markérleri kullanilmistir. GM3F1 bitkileri i¢in ise
Gpc-B1 geninden 0,1 cM uzaklikta olan Xuhw 89 markori kullanilmistir. Markor
destekli seleksiyon (MAS) yontemi kullanilarak 10 adet bugday genotipine Gpc-B1’ in
genin aktarimi saglanmistir. Sonug olarak; Gpc-B1 geni aktarilan 124 GM3F5/F6 hatti
coklu lokasyon testleri igerisinde degerlendirilmis ¢evre ve genotipler ile Gpc-BI’ in

onemli etkilesimleri tespit edilmistir (Kumar ve ark., 2011).

Ulkemizde yapilan bir proje kapsaminda Gpc-Bl gen bolgesi markdr destekli
seleksiyon yontemi ile li¢ ekmeklik ve li¢ makarnalik bugday cesitlerine aktarilmis ve
caligma sonucunda bu gen bolgesinin bugday cesitlerinde farkli etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Gpc-B1l alleline bagh olarak danedeki protein igeriginin ekmeklik
bugday kombinasyonlarinin birinde makarnalik bugday kombinasyonlarinin ise
timiinde artis sagladigi saptanmistir. Yani Gpc-B1l geni ekmeklik ve makarnalik
bugdaylara aktarilarak dane protein igerigi arttirilmig ancak aktarilan bu genin
kullanilan bugday cesitlerinin genetik yapilarina gore etkinliginin  degistigi
gbzlemlenmistir. Ayrica bu genin aktarilmasina bagl olarak iki ekmeklik ve makarnalik
bugday kombinasyonlarinda danedeki Fe igeriginin de arttigi saptanmustir. Bir ekmeklik
ve 1ki makarnalik bugday kombinasyonunda Gpc-B1l genine baglh olarak Zn
konsantrasyonunda da artig olmustur. Bu sonuglara gére de Gpc-B1 geninin aktarildigi
ekmeklik ve makarnalik bugdaylarda bu genin mikro besin element igerigi tizerinde

farkl1 etkiler gosterdigi saptanmustir (Ozkan ve ark., 2014).

Bu ¢alismada, Gpc-B1 geni daha 6nce protein kalitesi iyilestirilmis {i¢ adet ileri geri
melez 1slah hattina (TMB1, TMB2, TMB3) aktarilarak danedeki protein orani ve mikro
besin element igeriginde artis saglanmasi hedeflenmistir. Bununla birlikte; Gpc-B1 geni
Yr-36 geni ile siki bir sekilde baglantili oldugu i¢in Gpc-B1 geninin aktarildig: bitkilerin
sar1 pas hastaligina kars1 da dayaniklilik kazandigi bilinmektedir. Calisma kapsaminda
melezlemeler sonucu elde edilen F1 generasyonunda hedeflenen gen bolgelerini
(Gpc-B1 ve Yr-36) tasiyan bitkiler markor destekli seleksiyon (MAS) yontemi ile
secilmistir. Hedef genler makarnalik bugday slah hatlarina markdr destekli melezleme
yontemi ile aktarilmistir. Boylece daha sonra yapilacak islah caligmalarina temel
hazirlanmistir. Caligmanin devaminda yiiriitiilecek proje kapsaminda (1127910

Numarali TUBITAK Projesi) geri melezlemeler yapilarak GM4F1 generasyonu elde
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edilecektir. Markor destekli seleksiyonla geni tagidiklari belirlenen GM4F1 bitkileri
kendilenerek GMA4F3 tohumlart elde edilecek ve detayll kalite analizleri
gerceklestirilerek aktarilan genlerin protein miktari ile Fe, Mn ve Zn igeriklerine etkisi
belirlenecektir. Bu tez calismasi iilkemizde makarnalik bugday kalitesine yonelik
yiiriitiilen az sayida arastirmadan biridir. Bu baglamda ¢alisma sonucunda makarnalik
kalitesini etkileyen Onemli bir gen bolgesinin c¢esit aday hatlara aktarilip kalite
Ozelliklerinin gelistirilmesine yOnelik bir 1slah c¢aligmasina temel olusturmasi

bakimindan 6nemli ve degerli sonuglar tiretildigi diisiiniilmektedir.
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