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ik dofa olaraq KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) genotiplosdirma texnologiyasi tatbiq olunmagla
bugdanin riiseym plazmas: yoxlanilmis vo gévdo pasimmin Azarbaycanda yayilan TKTTF ras qrupuna
effektiv davamh gen manboalori xarakterizo edilmisdir. Diallel tipli KASP_6BL_BS0074288_51 praymeri
ilo aparnlan Real zamanda gedon PZR (RT-PZR) analizlori naticasindo 34 bugda genotipindon 9-nun,
KASp_6BL_Tdurum contigS5744 822 praymeri ilo 10 genotipdon 7-nin 6B xromosomunda Srll geni
identifikasiya edilmisdir. Dominant STS marker Sr26#43 ilo aparilan PZR naticasindd 42 bugda
genotipindon 11-dd Sr26 geni liciin diagnostik amplikon hesab olunan 207 bp uzunlugunda fragment
sintez olunmusdur. 42 bugda genotipinin 1BL.1RS translokasiyasinda yerlogson Lr26-Sr31-Yr9 lokusun
spesifik iag95 praymeri ilo analizi zamam 8 genotipds Sr31 geni iiciin xarakterik 1100 bp uzunlugunda

DNT fraqmentin sintezi miioyyon edilmisdir.

Acar sozlar: Bugda, Puccinia graminis f. sp. tritici, Sr11, Sr26, Sr31, KASP-genotiplasdirma, RT-PZR

GIRIS

Danli bitkilorin pas xastoliklori diinyanin bir
¢ox Olkalarinda oldugu kimi, Azarbaycanda da kifa-
yat daracads tohliikali xastalik hesab olunur. Bun-
lardan biri do Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici
torafindon toradilon gévdoe pasi xostoliyidir. Govdo
past okinlera dagidict tesir gosteran on tohliikali
xastalik hesab olunur (Singh et al., 2008; Yu et al.,
2017). Tk dof> gdvdo pasi xestaliyi Azorbaycanda
1927-ci ildo miisahido edilmis vo 1975-ci ilo gador
genis yayilmigdir. 1979-cu ildon uzun miiddat or-
zinda bu xastoliyin depressiyaya ugramasina bax-
mayaraq, 2013-cii ildo yenidon ICARDA-dan intro-
duksiya edilmig 11thRWKLDN-CWAC-12 yum-
saq bugda sortunda vegetasiyanin sonunda 20-30S
soviyyesindo govdo past miisahido edilmisdir.
2014-2015-ci illorde iso artiq Azorbaycanin miix-
talif bolgalarinds, o ciimlodon Gonce-Qazax bol-
gosinin Samux rayonu orazisinds, Tortor Bolgo
Tocriiba Stansiyasinda, Ismayilli rayonunda va
Abseron orazisinds becorilmis bugda va bazon do
yulaf bitkilorindo agagi (10-20S) vo yuxar1 (50S)
saviyyada govde pasinin yayildigr miloyyon edil-
migdir. Hal-hazirda diinyada bugda moshsulunu
hatta 90-100% mohv edon gévde pasmin yeni
“Ug99” ras1 yayillmaga baslamigdir (Beard et al.,
2006, Yu et al., 2014 ). Ug99 ras qrupunun foal
oldugu sahalorde aparilan test islorinde beynslxalq
bugda genetik materialinin 80-90%-nin bu rasa
qarst hassas oldugu bildirilir. Goévde pasinin Ug99
rast Yaxin Sorq Olkalorinds genis yayilmis vo Mor-
kozi Asiya 6lkarino do miqrasiya edir (Bara-nova et
al., 2015). Iran islam Respublikasmin Azorbaycanla

400-500 km mosafolik orazisindo do bu tohliiksli
rasaya rast golinmisdir. Buna goro do respublika-
mizda tasadiif olunan gévdas past niimunslorinin ras
torkibini molekulyar soviyyads miioyyanlosdirmok
magsadilo AMEA Molekulyar Biologiya vo Biotex-
nologiyalar Institutu ilo ABS Kond Tosorriifat:
Departamenti Bitki xostoliklori laboratoriyasi ilo
birgs tedqiqatlar aparmusdir. 2014-2015-ci illerde
Azorbaycanin miixtalif regionlarindan toplanmis
bugda genotiplorini yoluxdurmus govde pasi
Puccinia graminis f. sp. tritici (Pgt) izolyatlarinin
molekulyar diagnostikast vo genotiplogdirilmasi
magsadi ile ikimerhalali skrininq aparilmisdir. Ik
olaraq Ug99 ras qrupunu askar etmok ligiin gPZR-
analiz hayata kecirilmis vo manfi natico alinmigdir.
Ikinci meorholodo yiiksok kegirici SNP (Single
nucleotide polymorphism) genotiplosdirms metodu
ilo yerli Ptg populyasiyasinda 17 Multi-lokus iizro
genotiplogdirmo (MLGs) soviyyasinde genetik
miixtoliflik askar edilmis, bunlarm 18,5%-nin
TKTTF ras qrupuna, yerds qalan niimunslarin elm
l¢lin yeni olan forqli ras qrupuna aid oldugu
miloyyonlogdirilmisdir (Huseynova et al., 2015).
Govds pasi obligat parazit olub tobiotdo bdyii-
masi vo g¢oxalmasi iiclin sahib bitki toxumasina
ehtiyact var. Puccinia graminis tritici patogeninin
inkisafi iki sahib bitkids, zirinc va taxil bitkilerinds
gedir. O, 5 forqli spor morholosi ilo tamamlanan he-
terozis tipli pas gobaloyidir, sahib bitkiys geyri-cin-
si ¢goxalma marholas1 miiddstinds yoluxur (Leonard
and Szabo, 2005, Olivera et al., 2015). Govds pasi-
na yoluxmus bitki yarpaqglarinda fotosintezin inten-
sivliyinin saglam yarpaqlara nisboton 30% azaldig:
bildirilir. Govde pasma yoluxmus taxillarin gévde



Riistamova va b.

vo yarpaqglarimda c¢oxlu sayda uredium yataqlar
formalagir. Qiurmizi-qohvayi rengli urediniosporlar
gbdvds va yarpagin har iki sathinds lokslar soklinds
meydana golir. Gobalok pustulalari gdvdenin epi-
dermisini dagitdig1 tgiin ilkin olaraq transpirasiya
prosesi zaiflayir vo bu bitkinin iimumi metaboliz-
mina manfi tesir gosterir. Hamginin, bitkinin vas-
kulyar sistemi zodslonir. Vaxt kegdikco bir-birine
yaxin yerloson lokolor bir-birile birlasir vo fotosin-
tez sahasini azaldaraq, mahsularligin asagi diismo-
sind sobab olur. Eyni zamanda g6baloyin mitselilori
sahib bitkinin hiiceyroarasi mosamolorine daxil olur
vo haustorilorle bitki toxumasiin inkisafini tomin
edon osas gida maddslarini sorur va bitkinin zaifle-
masing sabab olur (Schumann et al., 2011; Singh et
al., 2002)

Diinyanin miixtolif 6lkolorindo bugda sortla-
rinda pas xastoliklorine davamli genlorinin identi-
fikasiyasina va onlarin miixtslif cografi regionlarda
effektivliyinin tadqiqins dair ¢oxlu miqdarda tadqi-
qat iglari aparilir. Genetik davamliliq gévds pasinin
idaro olunmasinda istifado olunan on effektiv iisul-
lardan biridir. Komugi Wheat Genetics Resource
Database verilonlor bazasinda 69 govde pasina
qarst davamliliq geni (o climladen, 45 identifikasiya
olunmug Sr geni va 24-miivoqqati toyinath genlar)
geydiyyatdan kegirilmisdir. Davamli bugdanin ya-
radilmasinda maksimum effekto nail olmaq ii¢iin
davamliliq genlorinin diizglin kombinasiyalarindan
istifado etmok vacibdir (Nirmala et al., 2016) .

Tadgiqgat isinin asas moqsadi gdvdo pasinin
Azorbaycanda yayilan TKTTF ras qrupuna effektiv
davamliliq Sr11, Sr26 va Sr31 genlarinin identifika-
siya edilmasidir.

MATERIAL VO METODLAR

Tadgiqat obyekti kimi Okingilik Elmi-Tadqi-
gat Institutunun bugda genofondunda saxlanilan,
xastoliklora davamliligina, mehsuldarligina ve diger
fizioloji alamatlorine gora forqlonon bark vo yum-
saq bugda genotiplorindon istifads edilmisdir.

DNT-nin ekstraksiyast. Bitki niimunalorindon
CTAB metodu ilos (Murry and Thompson, 1980)
niivo DNT-si ayrilmigdir. Tozo yarpaqlar gotiirii-
lorak maye azot vasitasilo toz halma salimmis vo su
hamaminda 60°C-ys qodor qizdirilmig CTAB eks-
traksiya buferindo (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20
mM EDTA, pH 8,0; 1,4 mM NaCl; 40 mM f3-
merkaptoetanol) lizis edilmigdir. Ektraksiya olunan
DNT niimunslori TE (10 mM Tpuc-HCI, pH 8; 1
mM 3JITA) buferinds saxlanilmigdir.

DNT-nin tomizlik daracasinin va optik sixligi-
nmn tayini. Spektrofotometrik yolla ayrilmig DNT
niimunslorinin  tomizlik doracesi  yoxlanilmigdir
(ULTROSPEC 3300 PRO (“AMERSHAM”, ABS).
DNT niimunslorinin optik sixligt 260 vo 280 nm
dalga uzunlugunda toyin edilmis vo 1,8< [Dys/Dago]
>2 sorti 6dayen DNT niimunalari ndvbati tacriibler
l¢lin gotiirilmisdir.

KASP-genotiplagdirma. KASP (Kompetitive
Allele Specific PCR - roqabatli allel-spesifik PZR)
genotiplogma sistemi homogen, fluoressent genotip-
lasma texnologiyasidir. Tadqiqat zamani bir niimu-
no liglin iimumi reaksiyanin hocmi 20 pl (10ul
kDNT-si + 10 pl reaksiya qarigigi) toskil etmisdir.
RT-PZR reaskiyasi li¢iin istifado edilon DNT nii-
munalarinin qatiligi 50 ng/ pl olmusdur. Reaksiya-
nin daha optimal getmosi iigiin Kasp Master Mikso
final qatiliginda 1x 2,5 mM olmaqgla MgCl, slave
edilmisdir. Kasp assay miksin torkibino iki allel-
spesifik vo bir iimumi revers praymer daxildir.
Universal Kasp Master miks PZR reaksiyasi {igiin
lazim olan biitiin komponentloro malikdir. Kasp
Master miksin tarkibino iki adad fluoressent nisan-
lanmis kasset, Kasp Taq polimeraza fermenti,
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP vo dTTP), reaksiya
ticiin lazim olan miixtalif duzlar vo reaksiya buferi
daxildir. KASP-genotiplogdirmo texnologiyasi ilo
Sr11 genini identifikasiya etmok iiciin roqabatli
allel-spesifik PZR-i aparmaga imkan veron iki
miixtalif KASP markerindon istifado edilmisdir
(cadval 1).

Praymer miksin hazirlanmasi iiclin uygun
KASp 6BL _BS00074288 51 Al praymerindon 6

Cadval 1. Sr11 geninin identifikasiyast ti¢iin istifade olunan KASP praymerlorin nukleotid ardicilliglart

N Praymerlar Nukleotid ardicilhigs (5' — 3')
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATGTAAATGTTGA
= KASp_6BL_BS000742838 51 Al GATACCTTAGCTGAAAT
= GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGTAAATGTTGAGATACCTTA
= KASp_6BL_BS00074288 51 A2 GCTG C

KASp 6BL BS00074288 51 C

GGAAAACCGTCATCTCGCGTATGTA

Tdurum_contig55744 822 Al

Tdurum_contig55744 822 A2

Miks # 2

Tdurum contig55744 822 C

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAACTCAAAGCTAAAGGATA
AACTAGATGT
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTCAAAGCTAAAGGATAAAC
TAGATGG

CAACTGATCTAAGTTCCTTTGTCAATTCAT




pl, KASp 6BL_BS00074288 51 A2 praymerin-
don 6 ul, KASp 6BL _BS00074288 51 C prayme-
rindon iso 15 pl gotiiriilmiis vo 23 pl Master Miks
olavo edilorok 54 mM qatiliga catdirilmigdir. Ana-
loji yolla T.durum_contig55744 822 praymeri {i¢iin
do miks hazirlanmigdir. Reaksiya yigildigdan sonra
tarkiblor RT-PZR aparatina (Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real-Time PCR System, USA)
yerlogdirilmisdir.

RT-PZR analizin aparilmasi ii¢n reaksiya gora-
iti cadval 2-da verilmisdir. Tlk olaraq, reaksiya 94°C
temperaturda DNT zoncirinin denaturasiyast ilo
baslanmigdir. RT-PZR zaman1 amplikon kigik oldu-
gundan, avvalki marhals ilo kombine edildiyi {iglin
elongasiyanin getmosi iigiin 60°C temperaturdan
istifads edilmisdir. Sonuncu moarhalads fluoressen-
siyanin oxunmasi 30°C temperaturda hoyata kegiril-
migdir.

Cadval 2. Rogabatli allel-spesifik PZR iigiin reaksiya
soraiti

Morhals Reaksiya soraiti Tsikl say1
1 30°C, 1¢
94%C, 15«
3 94°C, 20« 10
61°C, 60«
4 94°C, 20«
57°C, 60« 26
5 30°C, 1«

Sr26 geninin identifikasiyast iiciin PZR va
gel-elektroforetik analiz. Sr 26 geninin toyini t¢lin
Sr26#43F/Sr26#43R markerindon istifado edilmis-
dir (Cadval 3). Ilk olaraq, markerin DNT {izorino
oturma temperaturunu daqiqlosdirmak maoqsadila,
Multigene Gradient («Labnet», ABS) amplifikato-
runda qradientli PZR aparilmigdir.

DNT-nin amplifikasiyas1 10x bufer, 20 nq ge-
nom DNT, 0,2 mkM praymer, har birinden 200
mkM olmagqla: dATP, dCTP, dGTP va dTTP, 2,5
mM MgCl, va 0,2 vahid Tag-polimerazadan ibarat
25 mkl-lik inkubasiya buferindo hoyata kegiril-
migdir. PZR asagidaki soraitdo getmisdir: 1 tsikl:
94°C-da 4daq; 10 tsikl: 94°C-da 1 daq, 36°C -do 1
doq vo 72°C-ds 1 doq; 35 tsikl: 94°C-do 1 doq,
36,2°C-do 1 doq, 72°C-ds - 1 dog; Tamamlayici
elonqasiya tsikli 72°C-do 15 doq miiddstindo hoya-
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ta kegcirilmigdir. Reaksiya mohsullar1 etidium-bro-
mid slavs edilmis 1,2%-1i agaroza gelinds elektro-
forez aparilmaqla ayrilmis vo UVITEK Gel Docu-
mentation System-in komokliyi ilo senadlogdiril-
misdir.

Sr31 geninin identifikasiyast iiciin PZR va
gel-elektroforez analiz. Bugda genotiplorinds Sr 31
geninin identifikasiyasi mogsadilo iag95F/iag95R
markeri totbiq olunmusdur. Markerin DNT fiizorino
oturma temperaturunu daqiqlosdirmek mogsadils
gradient PZR qoyulmusdur. DNT-nin amplifika-
siyast 10x bufer, 20 nq genom DNT, 0,2 mkM
praymer, har birindon 200 mkM olmagqla: dATP,
dCTP, dGTP vo dTTP, 2,5 mM MgCl, va 0,2 vahid
Tag-polimerazadan ibarat 30 mkl-lik inkubasiya
buferindo  hoyatakecirilmisdir. PZR asagidaki
soraitdo getmisdir: tsikl 1: 94°C-do 3doq; tsikl 30:
30 san 94°C-ds, 1 doq 51,5°C -da vo 70 san 72°C-
doa; Tamamlayici elonqasiya tsikli 72°C-de 10 daq
miiddatinds hoyata kecirilmigdir. Reaksiya mohsul-
lar1 etidium-bromid slave edilmis 1%-li aqaroza
gelindo elektroforez apartlmagla ayrilmig  vo
UVITEK Gel Documentation System-in komokliyi
ilo sonadlosdirilmisdir.

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

Puccinia graminis f. sp. tritici torofindon toro-
dilon bugdanin govde past xastaliyi ciddi mohsul
itkisina sabab olur. Genetik davamliliqdan istifado
edilorak govds pasinin idars edilo bilmesine bax-
mayaraq, Puccinia graminis f. sp. tritici-nin dina-
mik populyasiyasi tez-tez bugdanin gdvdo pasina
davamliliq genlorini istelayir. Genetik baximdan
yeni davamliliq genlorinin axtarisi, eyni zamanda
ras-spesifik vo qeyri-spesifik davamliligi 6ziinds
comlosdiran sortlarin yaradilmas: bu xastaliys qarsi
uzuznmiiddotli vo effektiv davamliligt tomin edir.
Buna gora do davamli sortlarin yaradilmas: ticiin,
daimi davamlilifin yeni donorlarinin, basqa sozls,
halalik seleksiyada istifade olunmayan genlorlo mii-
dafio olunan, carpazlagdirma zamani olamoti asan-
ligla vera bilon yiiksok davamli niimunslorin axta-
rilmasi taleb olunur.

Cadval 3. Bugdada gbvdo pasina davamliliq genlorinin identifikasiyasi {i¢lin istifado olunmus molekulyar markerlor

haqqinda malumat

Xromo- Gozloni- Ann.
Praymerlor Genlor Nukleotid ardicilhgr (5'— 3') somda lokali- lon fragment  temp.
zasiyasi (bp [{®)
iag95F Sr31 CTC TGT GGA TAG TTA CTT GAT CGA B 1100 515
iag95R CCT AGA ACA TGC ATG GCT GTT ACA ’
Sr26#43F AAT CGT CCA CATTGG CTT CT
Sr26#43R 5126 CGC AAC AAA ATC ATG CACTA oA 207(250) 36,3
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KASP-genotiplagdirma texnologiyast ilo Srl1l
geninin molekulyar identifikasiyasi. KASP (Com-
petitive Allele Specific PCR — raqabatli allel-spesi-
fik PZR) genotiplogdirma texnologiyas: totbiq olun-
magqla, bugda genotiplorinin riigeym plazmast Srl1
genino gora skrining edilmisdir. Xromosom loka-
lizasiyas1 haqqinda msolumatlarin  mdvcudluguna
baxmayaraq, bugda seleksiyast proqramlarinda
Sr1l geninin secilmoasi iigiin diagnostik markerlar,
demok olar ki, mévcud deyildi. 2016-c1 ildo ABS
Kond Tosorriifati Departamenti Bitki xostoliklori
laboratoriyasinin amokdaglar1 torafindon bugda ge-
nomunda Sr// genini identifikasiya etmays imkan
veron KASP markerlori islonib hazirlanmisdir.
Azorbaycanda ilk dofs olaraq, bu texnologiyadan
istifado etmoklo, tok nukleotid polimorfizming asas-
lanan (SNP) qPZR metodu totbiq edilmoklo, bugda
genotiplorinin genomlar1 Sr// genina gora yoxlanil-
migdir.

Diallel tipli KASp 6BL_Tdurum contig55744 _
822 molekulyar markeri ilo aparilan Real zamanda
gedon PZR noticosindo analiz olunan 34 bugda
genotipindan 9-nun (Saba, Mirvari, Xazri, Pirsahin,
Olinca 84, Qaraqil¢iq-2, Farohim, Farandole, Tigre)
6B xromosomunda Sr11 geninin movcudlugu askar
olunmusdur. istifado etdiyimiz markerlor roqabotli
allel-spesifik markerlar oldugundan, onlar genin har
iki allelini identifikasiya etmays imkan verir. Cad-
vol 4-do KASp 6BL Tdurum contig55744 822
markeri ilo aparilan qPZR-in noticalori verilmisdir.
Cadvaldon goriindiiyli kimi, bu marker tadqiq etdi-
yimiz genotiplords Sr11 geninin yalniz bir allelini
identifikasiya etmisdir. Bu onu gostarir ki, hamin
genotiplor Sr11 genino goro heterozigotdur.

Tadqiqat zaman istifade olunan ikinci diallel
tipli KASP_6BL_BS0074288_51 markeri ilo apari-
lan qPZR-in naticalori Cadval 5-do gostarilmigdir.
Yoxlanilmig 10 genotipden 7-do Sr// genino goro
miisbat narico oldo edilmisdir. Bunlar Mirbasir-50,
Qiymatli-2/17, Saratovskaya-29, Kollektivnaya-77,
Farandole, Tigre, Tale-38 genotiploridir. KASP
6BL _BS0074288 51 markeri do raqabatli allel-
spesifik marker oldugundan Sr// geninin hor iki
allelini analiz etmok imkani yaranir. Belo ki, Mirbo-
sir-50, Qiymotli- 2/17, Saratovskaya-29 genotiple-
rindo Srll geninin bir allellini, Kollektivnaya-77,
Farandole, Tigre, Tale-38 genotiplorindo iso ikinci
allelini toyin etmek miimkiin olmusdur. Basqa
s0zla, Sril geni bu genotiplordo heterozigot hal-
dadir. Bu markerlo apariln qPZR noticesindo 3
genotipdo (Dagdas, Nurlu-99, Qirmizi bugda) miis-
bat natica aldo edilmisdir.

Sril geni bugda genomunun 6B xromoso-
munda, sentromers yaxin olan inhibitor B2 genin-
don 60 santimorgan (cM) masafods yerlosir. Srii
geninin qonur yarpaq pasina davamliliq geni Lr3 ilo

ilisikli oldugu gostorilmisdir (Sears. 1966). Bajgain
vo hommiisllifleri torafindon gosterilmisdir ki, gov-
do pasinin TKTTF ras qrupuna qarst davamliliq
xromosomun 6 BL qolunda (Sokil 1), SNP marker-
lori olan [WB73072 (proksimal) vo [WB10724
(distal) arasinda yerlosir.

Cadval 4. Sri1 geni ilo assosiasiya togkil edon diallel
tipli KASP_6BL_Tdurum contig 55744 822 markeri
ile aparilan qPZR-in naticalori

. Srll geni
N Genotiplor Alll 1 Allel 2
1 Soba + -
2 Olinco-84 + -
3 Turan - -
4 Gilavar - -
5 Mirvari + -
6 Qaraqilgig-2 + -
7 Poarvin - -
8 Xozri + -
9 Loyaqatli-80 - -
10 Forohim + -
11 Altun-2 - -
12 Dagdas - -
13 Okingi-84 - -
14 Beltaqo - -
15 Pirgahin + -
16 Borakatli-95 - -
17 Viiqar - -
18 Tortor - -
19 Yaqut - -
20 Ruzi-84 - -
21 Giinosli - -
22 Farandole + -
23 Qarabag - -
24 Yegano - -
25 Boyaz - -
26 Mirbasir-50 - -
27 Qiymatli- 2/17 - -
28 Saratovskaya- 29 - -
29 Kollektivnaya- 77 - -
30 Dagdas - -
31 Nurlu 99 - -
32 Qirmizi1 bugda - -
33 Tigre + -
34 Tale 38 - -

Cadval 5. Sri1 geni ils assosiasiya togkil edan diallel
tipli KASP_6BL_BS0074288_51 markeri ilo aparilan
qPZR-in naticolori

Srll1 geni
Allel 1 Allel 2

Z

Genotiplor

Mirbagir-50 + -
Kollektivnaya-77
Saratovskaya-29
Qiymatli-2/17
Sofaq -
Tigre - +
Sirvan - -
Tale- 38 - +
+

e e N N T N
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Farandole -
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cM Loci

0.2 KASP_6BL_IWB72471
2.0 KASP_6BL_IWB58199
0.0- TKTTF Sr11

1.0 KASP_6BL_IWB10724
10 KASP_6BL IWB12438
1.4 KASP_6BL_IWB10700

KASP 6BL IWB73072

Sakil 1. Bugdanin B genomunun 6-c1 xromosomunda Sr//geninin lokalizasiyast (solda). 6BL xromosomunda Sr/7/
geninin genetik olagqo xaritasi (sagda) (Olivera et al. 2015).

Bu iki marker Sr// ilo uygun olaraq 0,7 vo 0,3
mosafosindo lokalizasiya olunmugdur (Bajgain et
al., 2015). Puccinia graminis f. sp. tritici-nin
TKTTF ras qrupu 2013 va 2014-cii illordo Efiopi-
yada Ug-99-a davamli “Digalu”-da epidemiyaya
sobab olmusdur (Olivera et al., 2015). Sr11 geninin
TKTTF rasina qarst davamliligt “Gabo 56 geno-
tipinda siibut edilmisdir. Nirmala vo hommiisalliflor
“Gabo 56” va “Chinese Spring” bugdalar1 ilo apa-
rilmig tocrilbado Sr/1 ilo ilisikli 7 tok nukleotid
polimorfizm markerlorini agkar ediblor. “Berkut”/
“Scalavatis” populyasiyasinda Sr// {i¢lin ayrilmis 5
SNP marker raqabaetli allel-spesifik polimeraz zon-
cir reaksiya (KASP) ilo tostiq edilmigdir (Nirmala
etal., 2016).

Bugdanmn riiseym plazmasinda Sr26 geninin
dominant STS markerls tayini. Bugda genofon-
dunda saxlanilan genitiplorin riiseym plazmas1 Sr26
genino goro yoxlanilmigdir. Bu mogsadlo bugdanin
6A xromosomunda Sr26 genini identifikasiya etma-
yo imkan veran dominant Sr26#43F/R STS marker
istifado edilmisdir. Bu praymer Sr26 genine malik
olan genotiplordo 207 bp Olgiisiindo diagnostik
amplikonun sintezina cavabdehdir.

Todgiqat zamani 42 bugda genotipinin niivo
DNT-si ilo STS-PZR aparilmigdir. Amplifikasiya
moahsullariin gel-elektroforez profillari Sokil 2-da
gostorilmisdir. Sokildon aydin olmusdur ki, Qara-
bag, Saricanaq-98, Layagatli, Murov-2, Mironovka-
808, Mirbasir-128, Qiymstli-2/17, Okingi-84, Mir-
basir-50, 1st WWEERYT4, Giinagli bugda genotip-
lorinde 207 n.c. uzunlugunda fragmentlor amplifi-
kasiya olunur. Bu fragmentin Sr26 {i¢iin diaqnostik
fragment oldugunu nazars alaraq, bels bir naticaya
golo bilarik ki, yuxarida adi ¢okilon 11 bugda geno-
tipinin 6A xromosomlarinda Sr26 geninin uygun
alleli mévcuddur. Tadqiq olunan genotiplordon 31-
do fragment sintezi misahido olunmamisdir
(Cadval 6).

Cadval 6. Sr26 geni lgiin spesifik dominant STS mar-
ker Sr26#43 ilo aparilan PZR-in noticolori

Ne |Genotiplor ZbOp7 Ne |Genotiplor Zbog
1 |Borokatli-95 -- [ 22 |Qizil bugda --
2 |Qarabag + |23 |Zirvo --
3 [Saricanaq + |24 |Aran --
4 |Tortor -- |25 |Azori --
5 |Serq -- |26 |Forohim --
6 |Mironovka + | 27 |Mirbosir-50 +
7 [Saratovskaya-29 -- | 28 |Farandole --
8 [Layagatli + |29 [Tigre --
9 [Dagdag -- | 30 |Qaraqil¢ig-2 --
10 |Mirbogir-128 + | 31 |Siraslan-23 -
11 |Murov + |32 [Renon --
12 |Qirmizigiil -- | 33 |Fransa --
13 [|Olinco -- | 34 |Viigar --
14 |Nurlu-99 -- |35 |1st WEERYT4 +
15 |Qiymotli-2/17 + |36 [11thFAWWONN22 | --
16 |Okingi + |37 |A2 --
17 |9zomotli-95 -- [ 38 |12thFAWWONN97 | --
18 [Tale-38 -- |39 |4th FEFWSN N50 --
19 |Ruzi -- | 40 |Giinagli +
20 [Pirsahin-1 -- | 41 |Porzivan-2 --
21 [Qirmuzi bugda -- |42 |Fatima --

Sr26#43 dominant STS markeri Sr26 genini
identifikasiya etmok {igiin iglonilib hazirlanmigdir
(Mago et al. 2002) vo bu markerdon marker asili
seleksiya proqramlarinda (marker-assisted selection
- MAS) istifado olunur (Bariana et al. 2007).

2007-ci ildo Keniyada Sr26 genina virulent
TTTSK rast agkar edilmisdir.Odabiyyat mslumat-
larinda gostorilir ki, S¥26 vo Sr25 davamliliq gen-
lori TTKST vo TTTSK ras qruplarina qarsi effek-
tivlidir. Bu genlor TTKST vo TTTSK raslar daxil
olan TTKS grupuna qarst miibarizads istifado edi-
lon bir nego asas genlar sirasindadir (Singh et al.,
2006; Jin et al., 2007). Hor iki gen Thinopyrum
(Th) ponticum (Podp.)-dan bugdaya kogiiriilmiis-
diir. Sr26 dagiyan seqment 6A bugda xromosomu-
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207 bp

Sokil 2. Sr26 geni ligiin Sr26#43 dominant STS praymeri ilo oldo edilmis PZR mohsullarinin
1,2%-li aqaroza gelindo analizinin profillari. Ox isarosi 207 n.c.uzunlugunda DNT fraqmentini
gostorir. M—DNT markeri-100 bp. 1-Barakatli-95, 2-Qarabag, 3—Sariganaq 98, 4 — Tortar,

5 —Soarq, 6 - Miranovka 808, 7 — Saratovskaya-29, 8—Loyaqotli, 9-Dagdas, 10 - Mirbagir 128,
11 - Murov 2, 12 — Qirmiz giil-1, 14 — Nurlu 99, 15 — Qiymatli-2/17.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1100bp —>

Sokil 4. Bugdanin 1BL.1RS translokasiyasinda Sr3/ geni iigiin spesifik iag95 praymerinin totbiqi
ilo alds edilmis PZR mshsullarinin 1%-1i agaroza gelinds analizinin profilleri. Ox isarasi 1100 bp
uzunlugunda DNT fraqmentini gdstorir. M — DNT markeri -100 bp. 1 — Borokotli-95, 2 - Qarabag,

3 — Sariganaq-98, 4 — Tortor, 5 — Sorq, 6 — Miranovka- 808, 7 — Saratovskaya-29, 8 — Layaqotli, 9 — Dagdas,
10 - Mirbosir-128, 11 — Murov-2, 12 — Qirmizi giil-1, 13-9linc-84, 14 —Nurlu- 99, 15 — Qiymotli-2/17.

nun uzun qoluna kogiiriilmiigdiir (Sakil 3) vo Avs-
traliyada davamliliq menboyi kimi istifade edilir
(Friebe et al., 1994). Bugdaya bu genin ko¢iiriilmo-
si noticosindo qusaldilmis yad seqment ilo yeni xott
inkigaf etdirilmis vo bu zaman mohsul itkisi bas
vermomigdir.

Olds olunmus PZR profillorinden goriiniir ki,
axtarilan 207 bp uzunluqda olan fragmentdon ola-
vo miixtalif dl¢iili digar fragmentlor do sintez olun-
musdur. Istifade edilon bugda genotiplarinin okso-
riyyatinds 303 bp odlgiisiindos DNT fragmentlori ay-
din goriiniir. Bu fragmentlorin izahin1 vermoak ti¢iin
ko-dominant markerlordon istifade edilmasi moagso-
douygun sayilir. Homoziqotlart heteroziqotlardan
ayirmaq Ug¢lin ko-dominant markerlora ehtiyac du-
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yuldugundan Sr26 geni iigiin ko-dominant marker-
lor test edilmisdir. Homginin, 6AL Xromosomuna
spesifik 5 markerin heg¢ biri Eagle bugdasinin PZR
mohsulunda amplifikasiya olunmamigdir. Sr26 ge-
ninin heteroziqot vo homoziqot olmasini forqlon-
dirmek {giin 6AL-spesifik BE518379 va SR26
markerlori Sr26#43markeri ilo birlikdo multipleks
halda istifade olunmaqla PZR aparilmigdir. 6AL-
spesifik markeri BE518379 siiratli islomis vo 303
bp uzunlugundaki allel Sr26#43 markeri torafin-don
amplifikasiya olunmus 207 n.c.uzunlugundaki
fragmentlordon aqaroza gelindo aydin ayrilmigdir.
Olavo bugda xotlorini genotiplosdirmok iicilin
BES18379 vo Sr26#43 praymerlori borabar miq-
darda kombina edilmisdir.



Cadval 7. Sr31 geni liglin spesifik iag95 praymeri ilo
aparilan PZR-in naticalari.

Ne Genotiplar lll)g() Ne Genotiplor lll)g()
1 |Borokatli-95 - |22 |Quzil -
2 |Qarabag - |23 |Zirvo- 85, +
3 [Saricanag- 98 -- |24 |Aran +
4 |Tortor -~ | 25 |Azori --
5 |Serq -- | 26 |Forohim --
6 |Miranovka- 808 -- | 27 |Mirbasir- 50 -
7 [Saratovskaya- 29 + | 28 [Farandole --
8 |Loyagatli - |29 |Tigre -
9 |Dagdas -- | 30 |Qaraqil¢ig-2 --
10 |[Mirbagir- 128 -- | 31 |Siraslan- 23 -
11 [Murov -- |32 |Renon -
12 |Qirmuzi giil- 1 + | 33 [Fransa --
13 |Olince- 84 -- | 34 |Viigar -
14 |Nurlu- 99 + |35 [1st WWEERYT4 -
15 |Qiymotli- 2/17 -~ |36 [1I1thFAWWONN22| --
16 |Okingi - 84 - | 37]A2 --
17 |9zamatli- 95 - |38 [12thFAWWONNO97| +
18 |Tale- 38 + |39 [4th FEFWSN NS0 | --
19 |Ruzi- 84 -- | 40 |Giinoasli +
20 |Pirgahin- 1 -- | 41 |Porzivan- 2 -
21 [Qurnuzi bugda -- | 42 |Fatima

Bugdanin 1BL.IRS translokasiyasinda Sr31
geninin spesifik Iag95 praymeri il> identifikasiyast.
Bugda genotiplorindo 1BL.IRS translokasiyasinda
yerloson Lr26-Sr31-Yr9 lokusu spesifik 1ag95 pray-
meri ilo yoxlanilmigdir. Aparilan PZR naticalorinin
gel-elektroforetik profillori gokil 4-do gostorilmis-
dir. 1ag95 praymeri 1100 bp &lgiisiindo amplikonun
sintezi iiglin cavabdehdir. Sokildon goriindiiyli kimi,
8 bugda genotipindo goézlonilon fragmentlor ampli-
fikasiya olunmusdur. Bu natica onu gosterir ki, Sara-
tovskaya-29, Qirmizi giil-1, Nurlu-99, Tale-38, Zir-
vo-85, Aran, 12th FAWWON N97, Giinasli geno-
tiplorinin genomlarinda 1BL.1RS translokasiyasinda
Sr31 geni mévcuddur. Diger 24 bugda genotipindo
isa Sr31 geni agkar olunmamigdir (Cadval 7).

Son zamanlar inkigaf etdirilmis Sec-1 lokusu-
nu dagimayan, 1RS-i dasiyan bugda-¢ovdar rekom-
binant xatlori ¢ovdardan gévda past davamliligim
keyfiyyeat itkisi olmadan kogiirmoyos imkan verir
(Lukaszewski, 2000). Govds pasina qarst davam-
liliq geni dagiyan ¢ovdar seqmenti ii¢iin PZR osash
markerlorin dizayn etdirilmasi bu genlorin kogii-
riilmasine imkan yaradacaqdir. Bu artiq gévds pasi-
na davamlilq geni dagiyan xaotlors govdar seqmenti-
nin kdgiiriilmosi zamani da vacibdir. 1ag95 prayme-
ri 1RS xromosomunda lokalizasiya olunan Sr3/ ge-
ninin 1100 bp uzunlugunda DNT fragmentlarinin
amplifikasiyasi {igiin dizayn olunmusdur. Sr31 gov-
do pas1 davamliliq geni ¢ovdar bitkisinin 1-ci xro-
mosomunun qisa qolununda yerlogir. Bu gen Avs-
traliyada govds pas1 patogenins qars1 effektiv sokil-
do istifado olunur. Sr3/ ii¢lin hazirlanan 1BL-1RS
(Pavon wheat/Petkus rye) vo ya 1DL-1RS (Gabo
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wheat/Imperial rye) markerlori translokasiya xro-
mosomu olan bugda genotiplarinin ilkin identifika-
siyast Ugilin istifado edilmisdir. Daha sonra bu
markerlor 1RS qolunun sadacs bir hissasini dastyan
bugda-¢ovdar rekombinant xatlorinds olan xiisusi
seqmentlor {igiin spesifik olaraq hazirlanmigdir.

Beloliklo, miiasir molekulyar-bioloji metod va
texnologiyalar totbiq olunmaqla bugda genotiplo-
rindo Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici patogens
qarst effektiv davamli Sr genlorini identifikasiya
etmoklos, yerli sortlarin genetik cohotdon davamliliq
potensialin1 giymoatlondirmok miimkiindiir. Alinan
naticolor golocokds miixtalif seleksiya proqramla-
rinda istifads oluna biler.
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Unentuduxanus ['enos Srll, Sr26 n Sr31 Dpdextunnoii YcroitunBoctu k Pace CredieBoii
PxaBunnbl TKTTF y I'enotunos [Mienuns! B YceaioBusx AzepOaiigxana

C.M. PycramoBa, A.E.I'ajzkueBa, [I1.®D. Cagpiros, A.HU. Mamenos, U1.M. I'yceiinHoBa
HUncmumym monexynapuou duonoeuu u buomexnorozutit HAH Azepbaiioscana

Bnepseie ¢ mpumeHeHuem TexHosornu reHotummpoBanns KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) nc-
CIIeIOBaHA 3apOIbIIIeBas TUIa3Ma MIICHHUIB! U TaHa XapaKTePUCTHKA TEHETHICCKUX MCTOUHUKOB 3()(PeKTHBHOMN
YCTOMYMBOCTU TPOTUB PacHpOCTpaHEHHON Ha TeppuTopuu AsepOaiimxaHa cTebneBoil pikaBUMHBI pacoBOH
rpynnsl TKTTF. B pesynbrare anamuzos [P (OT-IILIP) B peanbHOM BpeMeHH, MPOBEAECHHBIX C HCIONb-
3oBaHueM auaurensHoro npaiimepa KASP 6BL BS0074288 51, B 6B xpomocome 9 u3 34 reHOTHIIOB, a TIpH
ucrofnb3oBanuy npaiimepa KASp 6BL_Tdurum contig55744 822 - 7 u3 10 reHOTUIIOB HACHTH()UIIMPOBAH I'eH
Sril. Tlpu nposenenun [P ¢ mcronmp3zoBannem momuHaHTHOTO STS Mapkepa Sr26#43, B 11 u3 42 reHo-
TUHIIOB BBLABIIEH (parMeHT pazMepoM 207 H.I., CUMTAIOIIUICSA JUAarHOCTHYECKUM aMIUIMKOHOM TeHa Sr26.
IIpu ucnonb3oBanuu creuuuyeckoro npaitvepa lagd5 nis amanmsa, pacnonoxensoro 8 1BL.IRS Tpanc-
Jokauu Jiokyca Lr26-Sr31-Y19 B 8 u3 42 reHOTUIIOB BBIABIEHO Hayiuuue npoaykros cunresa 1P miunoi
1100 n.1., XapaKTepHbIX A7 reHa Sr3..

Kntouesvie cnosa: Iwenuya, Puccinia graminis f. sp. tritici, Srll, Sr26, Sr31, KASP-eenomunupoganue,
OT-111]P
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Identification Of Sr11, Sr26 and Sr3I Genes Effective Resistant To Stem Rust Rase TKTTF
in Wheat Genotypes in Azerbaijan

S.M. Rustamova, A.T. Haciyeva, Sh.F. Sadigov, A.Ch. Mammadov, I.M. Huseynova
Institute of Molecular Biology and Biotechnologies, Azerbaijan National Academy of Sciences

For the first time wheat germplasm has been examined and gene sources effective resistant to TKTTF ras group
of stem rust spread in Azerbaijan have been characterized using KASP (Kompetitive Allele Specific PCR)
genotyping technology. Real-time PCR (RT-RCR) analysis with diallel-type KASP 6BL BS0074288 51
primer identified Sr//gene on 6B chromosome of 9 wheat genotypes from 34 ones, and it was identified in 7
genotypes from 10 ones when using KASp 6BL_Tdurum contig55744 822. A fragment of 207bp, which is
considered to be the diagnostic amplicon for theSr26 gene has been synthesized in 11 wheat genotypes from
42 ones as a result of PCR performed with a dominant STS marker Sr26#43. Lr26-Sr31-Y19 locus located in
IBL.1RS translocation of 42 wheat genotypes was analyzed using specific lag95 primer and 1100 bp PCR
products, characteristic of S73/ gene were found to be synthesized in 8 genotypes.

Keywords: Wheat, Puccinia graminis f. sp. tritici, Srl1, Sr26, Sr31, KASP-genotyping, RT-PZR
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