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Yuksek Lisans Tezi

Aygigegi'nde Mildiyo (Kdse) Hastaligina Dayanikli Genotiplerin Molekiiler Markirlar
Kullanilarak Belirlenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitisti

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET
Aygicegi (Helianthus annuus L.), diinyada ve iilkemizde en 6nemli bitkisel yag

kaynaklarindan biridir. Ulkemiz insaninin bitkisel yag tiiketiminde ¢ogunlukla aygigegi
yagini tercih etmesi ve son yillarda artan yag acigimiz, ayciceginin dnemini giderek
arttirmaktadir. Aygicegi yetistiriciliginde tohum verimini ve yag oranimi diisiiren en
onemli smirlayic1 faktér mantari hastaliklar olup, etmeni Plasmopara halstedii olan
mildiyé hastalif1 aycicegi iiretiminde %100’lere varan kayiplara neden olmaktadir.
Aygigegi iiretimini kisitlayan mildiyd hastaligina kars1 dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi
ve kullanilmasi, ekonomik acgidan iilkesel aycicegi iliretim kaybini énemli derecede
onleyecektir. Mildiyd hastaligina dayanikli ¢esitlerin klasik 1slah yontemleri ile
gelistirilmesi hem masrafli hem de uzun bir siirectir. Dayanikli c¢esit gelistirme
calismalarinda, biyoteknolojik yontemlerle molekiiler markir destekli seleksiyon (MAS)
kullanilarak hizli, etkili ve kesin seleksiyon yapilabilmektedir. Bu nedenle yapilan bu
caligmadaTrakya Bolgesindeki tim mildiy0 irklarina dayaniklilik saglayan Plg ve Plarg
dayaniklilik  genlerinin  seleksiyonunda kullanilabilecek molekiiler —markirlarin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii’'nden
temin edilen, Pls ve Plaggenlerini tasiyan dayanikli gesitlerin hassas ¢esitler ile
melezlenmesi sonucu elde edilen farkli kademedeki 120°ser genotipte mildiyo
hastaligina dayaniklilik testleri yapilmis ve ayni 6rneklerde Pls ve Plarg dayaniklilik
genlerinin varligi molekiiler markirlar ile tespit edilmeye calisilmistir. Calisma
sonucunda iki markirin Plegeni ile yakin baglantili oldugu ve islah calismalarinda
seleksiyon amacl kullanilabilecegi tespit edilmistir.Plarg geni icin ise bu g¢alismada

kullanilan ve literatiirde sunulan markirlarin hig biri yeterince ayirici bulunmamustir.
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Determination of Mildew Disase (Plasmopara halstedii) Resistant Genotypes by Using
Molecular Markers in Sunflower
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ABSTRACT

Sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the most important vegetable oil
sources in the world and in our country. The preference of sunflower oil in the
consumption of vegetable oil increases the importance of sunflower in our country.
Sixty percent of the total sunflower is produced in Trakya Region. Therefore each factor
for limiting sunflower yield is serious problem for regional economy. Fungal disease,
downy mildew, is one of them caused by the Plasmopara halstedii. Development and
use of resistant varieties are safe and economic way for long term controlling of the
disease. Several downy mildew resistance genes (Pl) have been identified and used in
breeding for resistance cultivars. In Trakya region Pls and Plarg genes confer effective
resistance against to regional virulent strains. In thisthesis, reported molecular markers
related to Ple and Plarg genes were investigated for their selection properties for MAS.
For this, Pl and Plarg genes source cultivars were crossed with susceptible sunflower
varieties. Parents and their BC4 level 120 individuals were used for molecular marker
studies. All plant materials were also screened phenotypically by inoculation with
pathogen spores. Produced DNA fragments by each markers were analysed by AATI
capillary electrophoresis system. Two markers for Pls gene were detected as useful for
MAS.
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ONSOZ

Diinya niifusu hizla artarken, niifusun temel ihtiyaci olan tarimsal iriinlerin
tiretildigi tarim alanlar1 farkli amaglarla kullanildigi i¢in azalmaktadir. Tarim alanlarinin
arttiritlamamasi nedeniyle artan tarimsal Uriin ihtiyacin1 karsilamak icin tarimsal
{iriinlerin kalitesini ve verimini artirmak hayati dSnem arz etmektedir. Ozellikle kiiltiir
bitkilerinde verimi ve kaliteyi etkileyen baglica faktorlerden biri olan fungal hastaliklar,
miicadele etmesi zor masrafli ve emek isteyen bir siirectir. Hastaliklarla savas kimyasal
yontemlerle olabildigi gibi son yillarda etkisini ve siirdiiriilebilirligini kanitlayan en

onemli yontem hastaliga kars1 dayanikli ¢esitlerin kullanimidir.

Ulkemiz aygigegi iiretiminde diinyada 8. Sirada yer almasina karsin iiretimi
ihtiyact karsilayamamakta, her yil milyonlarca dolarlik ayg¢icegi tohumu ve yagi ithal
edilmektedir. Aygicegi verimini ve kalitesini diisiiren baslica hastalik olan mildiy0 ile
miicadele i¢in hastaliga dayanikli cesit gelistirme calismalar1 Trakya Tarimsal
Aragstirma Enstitiisii’'nde (TTAE) yapilmakta olup klasik 1slah yontemleri ile uzun yillar

almaktadir.

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasi kapsaminda klasik 1slah yontemlerinden ok
daha etkili ve hizl1 tespit saglayan markir destekli 1slah ¢aligmalarina yardimci olmak
amacli TTAE’niin halihazirda yiirtittiigli 1slah ¢alismalar1 baz alinarak mildiy6

dayanikliligi i¢in Ple ve Plarg genleri i¢in molekiiler ¢alismalar yapilmistir.

Bu yiiksek lisans tezinin gergeklesmesinde, iki y1l siireyle her tiirlii desteklerini
esirgemeyen basta akademik danigsmanim ve diinyadaki sayili aygigegi uzmanlarindan
Prof. Dr. Yalgin KAYA’ya (Trakya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Genetik ve
Biyomiihendislik Bo6liim Baskani), iki y1l boyunca giiniin 12 saati laboratuvarda beraber
calistigim, hem bilimsel hem de hayata dair bana katkilarin1t Omiir boyu
unutamayacagim Dog. Dr. Semra HASANCEBI’ye (Trakya Universitesi Miihendislik
Fakultesi Genetik ve Biyomuhendislik Bolumu), islah¢ilik anlamda bir bilgi bankasi
olan Yrd. Dog. Dr. Necmi BESER’e (Trakya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi

Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii) ve aygicegi 1slahinda tiim bilgi ve tecriibelerini



paylasan Dr. Goksel EVCi’ye (Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii) tesekkiirlerimi
borg bilirim. Ayrica ¢aligmalarimizi beraber yiiriittiiglimiiz degerli arkadaslarim Caglar
COLAK, Z. Cisem MUTAFCILAR, Giilgigek KILIC ve Burak TATLISES’e tiim

yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cM :
da:
dk :

mg :

mil :

mm :

mM :

ng :

nmol :

rpm :

Volt :

% :

°C:

Santimorgan
Dekar
Dakika
Gram
Kilogram
litre
Molarite
Miligram
Mililitre
Mikrolitre
Milimetre
Milimolar
Nanogram
Nanomol
Rounds Per Minute (Dakikadaki devir sayisi)
Saniye
Unite

Voltaj
Yizde

Santigrat derece

Vil



Kisaltmalar

AFLP :

ark. :
CTAB :
DNA:
dNTP :
EDTA:

HCI :

Amplified Fragment Length Polymorphism(Artirilmis
Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)

arkadaslari

Cetyl trimethylammonium bromide
Deoksiribo Nukleik Asit

Deoksi Nikleotid Tri Fosfat

Etilendiamin tetraasetik asit

Hidroklorik Asit

Helianthus annuus: Aygicegi

MgCl2 :
NaCl :
PCR:

RAPD :

RFLP :

RNA :
RNase :
SDS :
SSR:
Taq:

TBE :

TE Tamponu :

Tm:
TTAE :

TUBITAK :

Magnezyum Klorr
Sodyum Klorir
Polimeraz Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Random Amplification of Polymorphic DNA(Degisken DNA
Dizilerinin Tesediifen Cogaltilmast)

Restriction Fragment Length Polymorphism(Kesilen
Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)

Ribo Nikleik Asit

Riboniikleaz

Sodyum Dodesil Sulfat

Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlari)
Tag polimeraz

Tris-Borat-EDTA Tamponu

Tris-EDTA Tamponu

DNA'nin erime sicakligi

Trakya Tarimsal Aragtirma Enstitiisii

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

viii



uv: Ultraviole Is1g1

PAMPs : Pathogen Associated Molleculer Patterns(Patojen ile lgili
Molekiiler Yapilar)

MAMPs : Microbe Associated Molleculer Patterns (Mikropla ilgili
Molekdiler Yapilar)

R: Dayaniklilik (Resistance)

S: Hassaslik (Suseptible)

Avr : Auvirtilens

HR : Hipersensetive Reaction (Hipersensetif Tepki)

ROS : Reaktif Oksijen Turleri

SAR : Sistemik Kazanilmis Direng

ISR : Uyarilmig Sistemik Direng

Pl : Plasmopara halstedii Dayaniklilik Genleri

LG: Linkage Group

MAS : Markar Destekli Seleksiyon

TAGEM : Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miuidiirligii

SNP : Single Nucleotide Polymorphism(Tek Niikleotid Polimorfizmi)

Indel : Insertion/Deletion

NaOClI : Sodyum Hipoklorit

EtBr : Etidyum Bromur

Bp : Base Pair (Baz Cifti)



CIZELGELER LISTESI
Cizelge 1.1: 2002-2016 vyillar1 aras1 Tiirkiye aygicegi ekim alani ve liretim miktar
0] 170 ) ) YOO 2

Cizelge 1.2: Aygiceginde bilinen PI genleri, LG bolgeleri, kaynaklar1 ve etkili oldugu
patojen 1rklar1 (Wieckhorst, 2011 ve Trojanova, 2016’dan giincellenmistir)................... 7

Cizelge 2.1: Calismada kullanilan bitki genetik materyali liSteSi.........ccoverereriesernnnnns 11

Cizelge 2.2: TTAE tarafindan, ¢alismada hastalik patojeni olarak kullanilan materyalin

toplandigi lokasyonlar ve 6rnek Sayilart .........cccocceiiiiieiiiiiici e 13
Cizelge 2.3:Pledayaniklilik geninin tespitinde kullanilan markirlar............c.coceivnnnens 21
Cizelge 2.4:Ple geninin tespiti igin kullanilan primerlerin PCR igerikleri .................... 21
Cizelge 2.5:Plg Hap grubu primerler i¢in kullanilan PCR kosullart...........ccoccoervrennne. 22
Cizelge 2.6:Plg ORS grubu primerler i¢in kullanilan PCR kosullart...........cc.ccoeevrennne. 22
Cizelge 2.7:Plarg dayaniklilik geninin tespitinde kullanilan markirlar..............cc.ccoeeee. 23
Cizelge 2.8:Plarg geninin tespiti igin kullanilan primerlerin PCR igerikleri................... 24
Cizelge 2.9:Plarg primerleri i¢in kullanilan PCR kosullart..........ccccvovviiineiciiciiinnnns 24



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1:1994-2014 yillar aras1 diinyada en ¢ok ayg¢icegi iireten tlilkeler (FAOSTATS,

Sekil 1.2: 1) Tarlada Plasmopara halstedii bulasik ay¢icegi 2) Plasmopara halstedii
sporu yaprak stomasinda 3) Aycicedi hiicresinde protein isaretleyici ile goriilen
plasmopara halstedii 4) Plasmopara halstedii icin aygiceginin gosterdigi yiiksek

ASSASTYET ...ttt bbb nne s 4
Sekil 2.1: Hastalik testleri yapilmig 6rneklerin toplanmasi.........ccccoecveiveiiiiciienennnn 12
Sekil 2.2: TTAE’de hastalik inokiilasyonu ¢alismalart ...........ccccoeviieiinniinneniienee 14

Sekil 2.3: Trakya Universitesi Mihendislik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik

Boliimi Biyoteknoloji Laboratuvarlart .........c.cveovveeiieiiieciiceeseeesee e 15
Sekil 2.4: Aycicegi ornekleri DNA 1zolasyonu .........ccccovvveiiiiiiiiiiiciecc 18

Sekil 2.5: Ayc¢icegi orneklerinden izole edilen genomik DNA’larin jel elektroforez
[0 U101 (U RS PURPTURPPIN 19

Sekil 2.6: Aycicegi Pls gen bolgesi genetik haritalamasinda dayaniklilik markirlart ve
uzakliklart (Pankovic 2014) ..o 20

Sekil 2.7: Aycicegi Plarg gen bolgesi genetik haritalamasinda markirlar ve uzakliklart
(Imerovski 2014, LiVaja 2013)....c.cciiiiiiiiiiiiesiieeeie et 23

Sekil 3.1:PlsORS166 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntisi, ebeveynler ve Fs DIFEYIEIT .......coveiiiieiiee e 25

Sekil 3.2:Plg ORS1043 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goriintiisii, ebeveynler ve dayaniklilik profiline sahip Fs bireyler ... 27

Xi



Sekil 3.3:Ple ORS1043 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
gorlntisu, ebeveynler ve hassas profile sahip Fs bireyler ... 28

Sekil 3.4:Pls HAP2 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu Kkapiller elektroforez
gorintisi, ebeveynler Ve Fs DIreYIEri ........cocoviieiiieeie e 30

Sekil 3.5:Pls HAP3 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu Kkapiller elektroforez
goruntus, ebeveynler ve dayaniklilik profiline sahip Fs bireyler...........ccccoovviiiennnns 32

Sekil 3.6:Pls HAP3 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goriinttsu, ebeveynler ve hassas profilesahip Fsbireyler ..., 33

Sekil 3.7:Plarg ORS716 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntsl, ebeveynler ve Fs DIFEYIENT .....c.ooveeiiiiiiee e 35

Sekil 3.8:Plarg ORS662 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntsl, ebeveynler ve Fs DIFEYIENT .......ovvveiiiiiiee e 36

Sekil 3.9:Plarg ORS552 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntisi, ebeveynler ve Fs DIFEYIENT .......oovveiv i 38

Sekil 3.10:Plarg ORS675 markir kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntisi, ebeveynler ve Fs DIFEYIENT ........oovveiv i 40

xii



Bu tez calismas1 Trakya Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan TUBAP 2016/300 numarali proje ile desteklenmistir.

Xiii



BOLUM 1

1. GIRIS

1.1. Ayciceginin Diinya ve Tiirkiye A¢isindan Onemi

Aycigegi (Helianthus annuus L.); Papatyagiller familyasina ait, 2n=34 kromozomlu,
gen merkezi Kuzey Amerika olan énemli bir endstri bitkisidir. Ulkemizde ve diinyada
agirlikll olarak bitkisel yag elde etmek amaciyla iiretilmesinin yaninda, ¢erezlik tiiketim

amactyla da tiretilmektedir. Diinyada en ¢ok aycicegi lireten iilkeler arasinda Tiirkiye, 8.

sirada yer almaktadir.
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Sekil 1.1: 1994-2014 yillar aras1 diinyada en ¢ok aygigegi iireten iilkeler [10]



Tablo 1.1: 2002-2016 yillar aras1 Tiirkiye aygigegi ekim alan1 ve tiretim miktarlart [64]

Ekilen Alan(da) Uretim(ton)
Yil
2002 5.500.000 850.000
2003 5.450.000 800.000
2004 4.800.000 800.000
2005 4.900.000 865.000
2006 5.100.000 1.010.000
2007 4.857.000 770.000
2008 5.100.000 900.387
2009 5.150.000 960.300
2010 5.514.000 1.170.000
2011 5.560.000 1.170.000
2012 5.046.160 1.200.000
2013 5.202.600 1.380.000
2014 5.524.651 1.480.000
2015 5.689.950 1.500.000
2016 6.167.800 1.500.000

Ulkemizin bitkisel yag tiiketiminin %60 kadarmi aycicegi yagi olusturmakta olup
son yillarda artan niifus ve aygigegi tarim alanlarmin arttirllamamas: nedenleri ile
aycicegi yagi ihtiyaci liretim ile karsilanamamaktadir. Tirkiye, her ne kadaraygicegi
tiretimi agisindan diinyada ilk on sirada yer alsa da, 2014 yilinda yaklasik 556 bin ton
aycigegi tohumu ve 812 bin ton aygicegiyagi ithal etmistir [21].

Tarim alanlarimin  arttirilamamas1 nedeniyle tiretimi arttirmanin  yolu verimi
arttirmak ve kayiplar1 azaltmaktan gegmektedir. Ozellikle hastaliklarmn yarattigi kayiplar
bolgesel olarak ekili alanlar1 bozup tekrar ekime kadar varabilmektedir.

1.2. Aycicegi Tarimini Sinirlayan Hastahk Faktorleri

Yabani ve kiiltiire alinmis aygicegini olumsuz etkileyen en az 30 adet fungus,
bakteri, virs ve yabanci ot kaynakli hastalik bilinmektedir. Bunlardan sadece birkag
tanesi Trakya Bolgesi’nde ekonomik zarara yol agmakla birlikte iiretim agisindan %100

oraninda kayiplara neden olabilmektedirler. Bu hastaliklardan en 6nemlileri;



i)

Aycicegi Pasi:Puccinia helianthikaynakli, bitkinin tiim toprak stii
kisimlarinda goriilebilen fungal bir hastaliktir. Aygigegi pasi, ayciceginde
%70 oraninda verim kayiplarima neden olabilmektedir. Hastalik belirtisi
bitkinin ¢igeklenme déneminde 6zellikle yaprak ve yaprak sapinda, Once
kahverengi sonra siyah lekeler halinde gorulebilir. Enfekte bitkiler erken
tohuma kalkar ve tohum kalitesi diigiik olur. Sistematik enfeksiyonlarda bitki
yogun bulasiklik barindiran yapraklarmi kaybeder. Toprakta 10-12 yil
varligin1 koruyabilen bir fungus oldugu i¢in en etkin miicadelesi hastaliga

dayanikli ay¢icegi cesitleri kullanilmasidir.

Orobans (Canavar Otu):Orobanche cumana, Trakya’da yiiksek verim
kayiplarina neden olabilen bir kdk parazitidir. Tohumlar1 kahverengi renkte
kapstiller igerisinde ve her kapsiilde binlerce tohum barindirabilecek sekilde
aycicegi koklerinde tutunur. Aygicegi ekiminden kisa siire sonra aygicegi
koklerinde orabang goriilebilir, aygi¢eginin ¢i¢ceklenme doneminde toprak
istiine ¢ikar. Her bir kdkte 50°nin {istiinde orobans sap1 goriilebilir. 50-60cm
boylanan orabang tiim besin maddelerini ve suyunu aycicegi koklerinden
cektigi igin ayciceginin boyu kisalir, tablasi kiigiik kalir, verimi ve tohumda
yag orani diiser. Miicadelesi, bu parazite dayanikli ¢esitlerin kullanimi ya da

IMI grubu aygicegi ¢esidi kullanilarak ve ilaglama ile saglanabilir.

iii) Aycicegi Mildiydsii:Plasmopara halstedii,aygicegi tariminda goriilen en

onemli fungal hastaliktir, %100’e varan ekonomik kayiplara neden
olabilir.Oomycetes ailesine aittir. Fide halindeyken enfekte olan aygicegi
blyurken, patojen de dokularda gelisir. Enfekte olan bitkiler bodur kalirlar,
yapraklarin birbirine yaklagmasi sonucu rozetlesme goriiliir. Enfekte
bitkilerde tablalarin igi tam dolmaz. Sistematik olmayanenfeksiyonlarda
bitki normal gelisim gosterebilir, yapraklarda sadece lekeler goriiliir.
Bitkinin 2-6 yaprakli donemi sistemik enfeksiyonlarakarsi hassastir. Bu
donemi sorunsuz atlatan bitkilerde daha ¢ok lokal yaprak lezyonlar1 goruldr.
Tohum ekiminden 15 giin sonrasina kadar bol yagish giden iklim sartlarinda
sistemik enfeksiyonolasiligi oldukga yiiksektir. Enfeksiyon icgin uygun
sicaklik ~ 15-20  °C’dir.  Oosporlart  toprakta 10 yil  varligini



stirdlirebileceginden ve Tiirkiye topraklarinin yaklasik %90’ ninda goriildiigi
icin en etkili miicadele yontemi hastalia dayanikli aycicegi cesitlerinin

kullanimudir [57].

Sekil 1.2: 1) Tarlada Plasmopara halstedii bulasik aygicegi 2) Plasmopara halstedii
sporu yaprak stomasinda 3) Aycicegi hiicresinde protein isaretleyici ile goriilen
plasmopara halstedii 4) Plasmopara halstedii igin aygiceginin gosterdigi yiiksek
hassasiyet [49]

1.3. Bitkilerde Hastaliklara Kars1 Dayamklilik

Dogada bitkiler biyotik stres faktorlerini tanmima ve onlara kars1 tepki
vermemekanizmasi gelistirmiglerdir. Bitkiler patojen istilasin1 etkili bir sekilde
durdurabilmek iginyapilarinda bulunan fiziksel ve kimyasal engeller kadar, patojen

saldirisi ile aktive olan uyarilabilir savunma mekanizmalarini da kullanirlar.



Bitkilerde bagisiklik sistemini uyaran mikrobiyal patojenlerin sahip oldugu yapilara,
patojen ile ilgili molekiiler yapilar (Pathogen Associated Molleculer Patterns-
PAMPs)veya mikropla ilgili molekiiler yapilar (Microbe Associated Molleculer
Patterns-MAMPs) denir [22].Bitkiler, hiicre yuzeyindeki reseptorler yardimiyla
PAMP’lar1 ve MAMP’lar1 taniyarak patojene karsi sahip olduklar1 savunma sinyallerini
harekete gecirirler.Bu sinyal iletimi sonucunda hiicre duvarinin saglamlastiriimasi,
reaktif oksijen tiirevlerinin ve etilen miktarmin arttirilmasi ve hastalik gelisimi ile ilgili
dayaniklilik genlerinin biiylik bir boliimiiniin harekete gecirilmesi gibi dayaniklilik
reaksiyonlar1 hizli ve etkin bigimdebaslatilir [20].

Bitkiler, patojen saldirisinin ardindan, dominant dayaniklilik genleri ® tarafindan
gelistirilen, patojeni direkt veya indirekt yollarla tanimaya yarayan dayaniklilik
mekanizmasini harekete gegirirler. R-proteinlerinin tetiklemesi ile meydanagelen
dayaniklilik (gen-igin-gen direnci) genellikle irk-spesifiktir ve sadece R-proteinleri
tarafindan taninanspesifik proteinleri (avr proteinleri) salgilayan patojenlere karsi
etkilidir.R-genleri ile olusturulan savunma tepkisi, saldir1 bolgesinde bulunan enfekte ve
komsu hicrelerde hizli programlanmis 6liimlerin (hipersensitif tepki, veya HR) ortaya
cikmasima neden olur. Ozellikle mildiyo gibi biyotrofik patojenlerin o bélgede etkin
sekilde smirlandiriimasinda son derece etkili bir savunma stratejisidir.Simdiye kadar
cok sayida dayaniklilik R-geni karakterize edilmis ve bazilari islah calismalar ile
basarili bigimde kiltiir bitkilerine aktarilmistir [20]. R-genlerinin belirlenmesi veya bu
genler ile iligkili molekiiler markirlarin tespiti dayanikli ¢esit gelistirme kapsamindaki
en Onemli ihtiyaglardandir. Bu nedenle tarimsal biyoteknoloji ¢alismalarinin oldukca

onemli bir kismini bu tip ¢alismalar olusturmaktadir.

Diger savunma tepkileri, reaktif oksijen turleri (ROS) (Uretmek, hiicre geperini
mekanik olarak guclendirmek ve antimikrobiyal bilesiklerin sentezi gibi reaksiyonlari
kapsamaktadir. Bu lokal reaksiyonlar disinda, saldirtya ugrayan bitki, enfeksiyon
bdlgesinden uzak dokularda savunma kapasitesini artirmak tizere sistemik tepkiler de
olusturmaktadir. Sistemik olarak uyarilmis bu tepki; bitkiyi ardil patojen istilacilarina
kars1, birkag¢ haftadan birkac aya kadar degisebilen bir siire i¢in, oldukga genis 6lcekteki
pek cok patojene karsi koruyacak potansiyeldedir. Biyolojik olarak, birka¢ uyarilmis

sistemik savunma sistemi detayli olarak tanimlanmistir. Bunlar, nekrotik patojenler



tarafindantetiklenen “sistemik kazanilmig direng” (SAR), patojen olmayan rizobakter
strainlerinin  kOklerde kolonize olmasiyla aktive olan “uyarilmis sistemik
diren¢”(ISR)ve bdceklerin beslenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan doku hasarlariyla
uyarilan “yara uyarimli savunma’sistemlerini kapsamaktadir. Uyarilmis savunma
tepkileri, i¢ baglantilar1 olan sinyal iletim yollari agi ile dizenlenir ve bu yolda

hormonal sinyaller olan salisilik asit, jasmonik asit ve etilen etkilidir [27].

1.4. Ayciceginde Plasmopara halstedii Dayamkhihig:

Mildiyo patojeninin 1888 yilinda Plasmopara halstedii olarak isimlendirilmesinden
sonra Avustralya hari¢ tiim diinyada gozlemlenmis ve kitalar arasinda benzer ve farkli
patojen wrklar1 tespit edilmistir.Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda 44 Plasmopara
halstedii ki tespit  edilmistir  [75].Gulya[13,60] yaptigi  karsilastirmali
calismalarda;mildiy0 patojenin yeni patojen irklarinin ortaya ¢ikmasi konusundasiirekli

ve sabit olmayan bir degisim igerisinde oldugunu vurgulamistir.

AygicegindePl genleri tarafindan saglanan mildiy6 dayanikliligi, patojen irkina karsi
spesifik olmakla beraber bazi Pl genleri birden ¢ok 1irka karst dayaniklilik
saglayabilmektedir. Bugune kadar yapilan ¢alismalar géstermistir ki; bu dayaniklilik
genleri kromozomlar tzerinde belli lokasyonlarda (LG-linkage group) kiimelenmis

sekilde bulunmaktadir.



Cizelgel.2: Aygigeginde bilinen Pl genleri, LG bdélgeleri, kaynaklar1 ve etkili oldugu

patojen irklari [54,75]

Gen Gen Kaynagi  Gen Kaynak Etkili Oldugu
Bolgesi Patojen Irklarn

Ply H. annuus LG8 (Wieckhorst, 2011) 100

Pl> H. annuus LG8 (Wieckhorst, 2011) 100,3xx

Plz H. annuus (Wieckhorst, 2011)

Pls H. tuberosus (Wieckhorst, 2011)

Pls H. tuberosus LG 13  (Wieckhorst, 2011) 1xx,31x%,32X,33X,7XX

Ple H. annuus LG8 (Wieckhorst, 2011) 1XX,3XX,7X1,7X2,7x3

Pl7 H. praecox LG8 (Wieckhorst, 2011) IxX,3XX,7X1,7X2,7X3

Plg H. argophyllus LG 13  (Wieckhorst, 2011) Avrupa’da Bilinen
Tim Irklar

Plg H. annuus (Wieckhorst, 2011)

Plio | H. annuus (Wieckhorst, 2011)

Plix | H. annuus (Wieckhorst, 2011)

Pl | H. annuus (Wieckhorst, 2011)

Pliz | H. annuus LG 1 (Wieckhorst, 2011) 100,300,310,330,700
710,730,731,770

Plis | H. annuus LG1 (Wieckhorst, 2011)

Plis | H. annuus LG8 (Wieckhorst, 2011) Avrupa ve Kuzey
Amerika’da bilinen
Tum Irklar

Plis | H. annuus LG1 (Liu ve ark., 2012)

Pliz | H. annuus LG 4 (Qi ve ark., 2015) Bilinen Tum Irklar

Plig | H.argophyllus LG 2 (Qi ve ark., 2016) Bilinen Tum Irklar

Pl | H. annuus LG 4 (Zhang ve ark., 2017)  Bilinen Tdm Irklar

Plo | H.argophyllus LG8 (Ma ve ark., 2017) Bilinen Tum Irklar

Plarg | H. argophyllus LG 1 (Wieckhorst, 2011) Bilinen Tam Irklar

Ply-Pl; | H. annuus (Wieckhorst, 2011)

Mouzeyar ve ark.(1995) ilk PI genini (Pl1) tanimladiklarindan sonra bir¢ok farkli
arastirmaci Ozellikle yabani aycicegi ¢esitlerinde yeni dayaniklilik genleri tespit etmek

ve bunlan kiiltiir ¢esitlerine aktarmak igin ¢alismiglardir.

1.5. Pl Genlerinin Istenen Kiiltiir Cesitlerine Aktarilmasiin Onemi
Plasmopara halstedii patojeninin yol agtig1 zarar iilkemizde ve 0zellikle ayciceginin
yogun olarak ekiminin yapildigi Trakya Bolgesinde 6nemli boyutlardadir. Tiirkiye nin

tim aygicegi ekimi yapildigi bélgelerinde rastlanan patojen, iklim sartlar1 ve benzeri



bircok etmene dayali olarak yildan yila degisen, fakat ekonomik anlamda yuksek
miktarda zararlara neden olmaktadir. Hastalikla miicadele yontemlerinden biri olarak
Metalaxyl etken maddeli kimyasallarin kullanimi; ekonomik olmamasi, kullanim
zamanindaki iklim kosullarina gore etkisinin azalmasi, bazi Plasmopara halstedii
irklarinin ilaca dayaniklilik gelistirdiginin raporlanmasi[38] ve cevreye verdigi zarar
nedenleriyle  tercih  edilmemektedir.  Hastaliga  dayanmikli  kiiltir  ¢esidi
kullanmak,Plasmopara halstedii patojenine karsi1 en basarili ve strdirtlebilir miicadele
olup, hassas fakat elit ¢esitleri dayaniklilik barindiran gesitlerle melezleyerek, istenilen

dayaniklilik genine sahip geri melez jenerasyonlari elde edilebilir.

Aragtirilan Pl genlerinin bazilar1 irk spesifik olmakla beraber bazi Pl genleri bilinen
tim 1rklara kars1 dayaniklilik gostermektedir. Kiiltiirii yapilan aygigegi cesitlerine bu
genlerin aktarilmasi patojen zararinin engellenmesinin yani sira zamanla gen
piramitleme yontemiyle de ¢esidin uzun yillar bu dayanikliligin iistesinden gelebilecek

yeni 1rklara kars1 da korunma sansini arttiracaktir.

Istenilen Pl dayaniklilik genlerinin kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasi klasik 1slah
yontemleri ya da molekiiler markirlar yardimiyla seleksiyon (MAS) ile saglanabilir.
Klasik 1slah yontemleri ile dayaniklilik genlerinin aktarilmasinda bazi dezavantajlar
mevcuttur. Cok sayida bitki Ornegi ile c¢alisilmak zorunda olunmasi, dayaniklili
bireylerin tespit edilebilmesi i¢in saglikli patojenler ile bircok kez basarili
inokilasyonlar yapma zorunlulugu, ¢ok zaman almasi ve ekonomik olmamasi bu

dezavantajlardan birkacidir.

1.6. Molekuler Markirlar ve MAS’1n Avantajlari

Molekiiler markir, genom i¢inde bir DNA pargasinin farkliliklarini temsil eder ve bu
farkliliklar eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi olaylardan
meydana gelebilir. DNA temelli molekiiler markirlar taksonomi, fizyoloji, embriyoloji,
genetik miihendisligi vb. alanlarda kullanilan ¢ok yonlii araglardir. Polimer zincir
reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra, DNA markirlar1 kullanilarak gen etiketleme,
genetik haritalama, harita temelli tarimsal agidan 6nemli genlerin belirlenmesi, genetik
cesitlilik ¢aligmalari, filogenetik analizler ve markirlar yardimiyla seleksiyon (MAS)

caligmalar1 kolaylasmistir [9].YUksek yag orani, orobansa, herbisitlere, hastalik ve



zararhilara dayaniklilik gibi 6nemli verim &gelerinde,ay¢gicegi 1slahinda istenilen
karakterlerin elde edilmesi,molekiiler marker metotlar1 yardimiyla calisilan

arastirmalardir [66].

MAS i¢in kullanilan molekiiler markirlar, cevresel faktorlerden etkilenmez, her
zaman her kosulda stabil olup, doku tipi ya da yasam evrelerine gore farklilik
gostermezler. Epistatik ve pleiotropik etkilere hassas olmayip, dominant veya
kodominant dzellikte olabilirler ve kalitimlar1 basit ilkelere dayanmaktadir. Ozellikle
cevresel kosullardan ¢ok etkilenen dolayisiyla fenotipik olarak gozlenmeleri zor olan
karakterlerin seleksiyonunda son derece basarili olup, dogru bir sekilde secilmelerine
olanak tanirlar. Ayrica farkli karakterlere etki eden birden fazla genin es zamanh
aktariminda, gen piramitlerinin olusturulmasinda, resesif genlerin seleksiyonunda, ¢evre
faktorlerinin asirt oldugu veya bitki gelisiminin ge¢ doénemlerinde gozlemlenebilen
karakterlerin seciliminde de cok Onemli avantajlar sunmaktadir. Herhangi bir ¢esit
karigikligt durumunda kolaylikla ayrim yapilmasinda ve ticari haklarin korunmasinda

hizli ve etkili bir yontemdir[48].

1.7. Ulkemizdeki Islah Programlarinda Molekiiler Markirlara Duyulan ihtiya¢

Diinyanin sayili tarimsal {riin {reticilerinden olan Tirkiye, tarimsal teknolojide
yeterince gelisemedigi i¢in her yil gittikce artan oranlarda tohum ithal etmek zorunda
kalmaktadir. Ulkemizde devlet destekli planli 1slah galismasi 1891 yilinda Halkali
Yiiksek Ziraat Okulu’nun agilmasiyla baglamis, klasik 1slah ¢aligmalarina son yillarda
yasanan teknolojik gelismeler ve teknolojiye ulagmanin kolaylasmasi sayesinde
biyoteknolojik destek ile devam etmektedir. Tarimsal teknolojinin yardimiyla klasik
1slah yontemlerine gore daha hizli ve kolay sonuglar elde edilmesini saglayan molekiiler
markir destekli seleksiyon sayesinde son yillarda yerli ¢esitlerin tescili ve piyasaya
girisi hizlanms fakat halen istenen seviyeye ulasamamustir. Ulkemizdeki 1slahgilarin
yurtdisindan ithal ticari cesitler ile rekabet edebilmesi i¢in Ozellikle zamandan ve
isgliclinden tasarruf saglayan molekiiller markir destekli seleksiyon konusunda
arastirmacilar ile birlikte ¢alismasi igin gereck TAGEM, gerekse TUBITAK proje

destegi saglamaktadir.



1.8. Pl Genleri icin Mevcut Molekiler Markirlar

Arastirmacilar tarafindan yillar igerisinde molekiiler markir destekli seleksiyonda
kullanilmak amaciyla ¢ok sayida markir ¢esidi gelistirilmistir. Perez ve ark. (2010)
aycicegi i¢in 1ii¢ farkli jenerasyon molekiiler markir tanimlamislardir. Birinci
jenerasyonolarak RFLP (Restiction Fragment Length Polymorphism - Kesilen
Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi), RAPD (Random Amplification of Polymorhic
DNA - Degisken DNA Dizilerinin Tesediifen Cogaltilmasi), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism - Cogaltilan Fragment Uzunluk Polimorfizmi) ve
genomik SSR’lar (Simple Sequence Repeats - Basit Tekrar Dizileri) gelistirilmistir.
Ikinci jenerasyon markirlar gen hedefli calisacak sekilde ayciceginde EST’lerden
(Expressed Squence Tags — Ifade Edilen Gen Segmenti) gelistirilen ¢cDNA-RFLP
problari, SNP (Single Nucleotide Polymorphism - Tek Nukleotid Polimorfizmi), Indel
(Insertion/Deletion - Ekleme/Silinme) ve SSR markirlandir. Uglincli jenerasyon
markirlar, belirli bir yonde fenotipi etkileyen, alleller arasinda rastgele DNA dizilim
degisimlerini tespit eden markirlardir. Aygiceginde son yillarda genotipik haritalama
caligmalariin artmasi sayesinde Pl genlerinin tespiti ve MAS ¢alismalari i¢in agirlikli
olarak SSR ve SNP markirlar1 kullanilmaktadir.

Bertrand ve ark. yaptigi aragtirmada, kullanilan markirlarin giivenligininsegilen
markirlarin gen bolgesine olan uzaklig: ile dogrudan baglantili oldugu vurgulanmistir
[23]. Ornegin; gen bolgesine upstreamde ScM uzakliktaki markirin tespiti ve bu markira
uygun primerin kullanilmasiyla gen bdlgesinin tespiti %95 basar1 oraniyla
gerceklesmektedir. Ayni sekilde gen bolgesine downstreamde 4 cM uzakliktaki
markirin tespiti ve bu markira uygun primerin kullanilmasiyla gen bolgesinin tespiti
%96 basar1 oraniyla gerceklesmektedir. Her iki yondeki markira uygun primerlerin

beraber kullanim1 %99,6 oranda basar1 saglamaktadir.

Bu calismada kullanilacak markirlarin segimi, bdlgedeki Plasmopara halstedii
wrklar1 i¢in herhangi bir ik ayrimi calismasi yapilmadigi i¢in halihazirda TTAE
tarafindan klasik 1slah ¢alismalarinda kullanilan mevcut ebeveyn hatlarinin sahip oldugu

bilinen PI genleri baz alinarak literatiir taramasi sonucu yapilmistir.
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BOLUM 2

2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bitki materyali
Bu tez calismasinda kullanilan bitki materyali; Trakya Tarimsal Arastirma

Enstitisl (TTAE) tarafindan aygicegi 1slah programlarinda kullanilan materyaller
icerisinden segilmistir. Ple ve Plarg dayaniklilik geni iceren hatlarin hassas hatlar ile
melezlenmesi ve kendilenmesi sonucu elde edilen materyal ile ebeveyn hatlar1 ¢alisma
icin kullanilmistir. Hastalik testleri sonucu 30 birey dayanikli Fs, 30 birey hassas
Fsolarak belirlenmistir ve bu bireyler markirin segiciliginin belirlenmesinde
kullanilmistir. Ayrica 60 birey ise guruplandirilmadan ayirici olarak tespit edilen
markirin dogrulanmasi amaciyla taramalarda kullanilmigtir. Toplamda Ple i¢in 120 adet
Fskademesindeki genotipler ve Plarg icin 120 adet F4 kademesindeki genotipler, hastalik

testleri yapilarak bitki materyali olarak kullanilmistir.

Cizelge2.1: Calismada kullanilan bitki genetik materyali listesi

Dayanmikhihk Dayanikh Ebeveyn | Hassas Ebeveyn Melez
Kaynagi Gen

Pls TT322 9702-R K4-R-SN-28

9702-R-SN-6

Plarg RHA-419 9758-R K3-R-SN-14

K3-R-SN-39
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Sekil 2.1: Hastalik testleri yapilmig 6rneklerin toplanmasi

2.2. Patojen Materyali

Hastalik testinde kullanmak tizere inokiilasyon i¢in gerekli olan patojen materyali
TTAE tarafindan Trakya Bolgesindeki mildiyd epidemisi gorulen aycicegi ekilis
alanlarindan, aygigeginin 8-10 yaprakli doneminde Cizelge 2.2°dekilokasyonlardan
toplanmigtir. Toplanan patojen &rnekleri inokiilasyon hazirhigmma kadar -80 °C ‘de

muhafaza edilmistir.
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Cizelge2.2: TTAE tarafindan, ¢alismada hastalik patojeni olarak kullanilan materyalin
toplandig1 lokasyonlar ve drnek sayilari [18]

Lokasyon adi Lokasyonda 6rnek toplanan | Tarla basina toplanan
tarla sayisi ornek sayisi

Edirne Merkez (Enstiti 2 20
arazisi)

Kemal koy - Edirne 2 20
Budakdoganca - Edirne 2 20
Karabulut - Edirne 2 20
Turnaci - Uzunkopri 2 20
Kurdukdy — Uzunkdpri 2 20
Calikdy - Uzunkdpri 2 20
Farag - Hayrabolu 2 20
Aydinlar - Hayrabolu 2 20
Sahinkoy - Malkara 2 20
Dolukdy - Malkara 2 20
Eskibedir - Kirklareli 2 20
Degirmenkoy —Silivri 2 20
Kurklareli - Merkez 2 20

2.3. Hastalik Testleri

Hastalik testleri TTAE tarafindan enstitii biinyesinde yapilmistir. Test edilecek
aycicegi materyaline ait tohumlarin yiizeyi %1°lik NaOCI kullanilarak steril edilmis ve
saf su ile durulanarak ¢imlendirilmek tlizere oda sicakliginda karanlik bir ortamda 3-4
gun bekletilmistir. Cimlenen tohumlarin kokgiikleri 0,5-1cm uzunluga eristiinde
hastaligin bulagtirilmasi i¢in petriler igerisine konarak hazirlanan spor soliisyonuna
birakilmigtir. Spor soliisyonu hazirligt i¢in toplanan hastalikli  bitki 6rnekleri
kullanilmadan once saf su igerisine bitki yapraklarindan firga ile siipiiriilen patojen
sporlar1 yogunlugu mikroskop altinda thoma lam1 yardimiyla belirlenmis, 30000-50000
sporangium/ml yogunlukta spor soliisyonu olusturulmustur. Cimlendirilmis bitkicikler
spor sollsyonu icerisinde 16°C’de 4-5 saat bekletilmesinin ardindan kum-+perlit
karisimindan olusan plastik bardaklara ekilmis ve ortam sicakligi 24°C ayarlanarak, 12
saat aydinlik-12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan kontrollii iklim odasinda
biiyiimeye birakilmistir. Bitkilerin ilk ger¢ek yapraklar1 2-3mm biiyiikliige ulastiginda

bardaklarin iistii %100 nem ortami saglayabilmek i¢in plastik posetler ile hava
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almayacak sekilde kapatilmis, 16°C de 24-48 saat bekletilerek hassas bitkilerde beyaz
renkte gozle gorllebilir spor olusmasi saglanmistir. Dayanikli bireylerde bu spor
olusumu  gozlemlenmemis olup hassas ve dayanikli  bireylerbelirlenerek
numaralandirilmis ve molekiiler ¢alisma sonuglart ile karsilagtirma amaglh kayit altina

alimustir.

Sekil 2.2: TTAE’de hastalik inokiilasyonu ¢alismalari
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2.4. Molekuler Analizler

Bu tez c¢alismasi icin yapilan tiim molekiiler ¢alismalar, Trakya Universitesi
Mdihendislik  Fakiltesi Genetik ve Biyomuhendislik Bolumi  Biyoteknoloji
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Sekil 2.3: Trakya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Genetik ve Biyomihendislik
Bolimu Biyoteknoloji Laboratuvari

2.4.1. DNA izolasyonu

TTAE tarafindan hastalik testleri yapilan materyallerin ilk gercek
yapraklarindan, drnek basina 150-200mg bitki dokusu olacak sekilde 2ml’lik tiiplerin
icerisine almmustir. Ornekler toplandiktan sonra -196°C’lik s1v1 azot igerisine atilarak

dondurulmus ve -20°C’de DNA izolasyonusathasina kadar muhafaza edilmistir.

Bitki materyaline ait yapraklardan alinan drneklerin DNA’lar1 asagida detaylari

verilen Doyle&Doyle [23]’un CTAB yontemleri modifiye edilerek izole edilmistir.

1) 2ml’lik tiipler igerisine alinan 150-200mg yaprak Ornegi sivi azot igerisinde
dondurulan ve her bir 6rnege 10mg PVP ve ikiser adet 3mm metal bilye ilave

edilmistir.
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2) Metal bilye ilave edilmis 6rnekler doku pargalayicisinda (RETSCH MMA400)
saniyede 30 devir hizinda 90 saniye siireyle pargalanarak dokularin homojen toz
haline gelmesi saglanmistir.

3) Orneklere 65°C’ye 1sitilmis ve kullanmadan hemen once %02 P-
mercaptoethanol ilave edilen, %2 CTAB Extraction Buffer’dan 750ul ilave
edilmistir. (%2 CTAB, 20mM EDTA, 100mM Tris, 1,4M NaCl, pH:8,1)

4) 65°C’de 25 dakika, dakikada 500 devir 1siticili ¢alkalayicida inklbasyona
brrakilmastir.

5) Oda sicakligina sogutulan orneklere 750ul fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilerek 20-25 defa ters-diiz edilmistir.

6) Ornekler 13000rpm’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.

7) Santriflij sonrasi olusan st faz(stpernatant) dikkatlice 1,5ml’lik tiiplere alinmis
ve oda 1sisinda 750ul kloroform ilave edilmistir.

8) Ornekler 13000rpm’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.

9) Santriflij sonrasi olusan st faz tekrar 1,5ml’lik tiiplere alinarak, alinan hacmin
0,5 kat1 oda sicakliginda SM NaCl ve 2 kat1 -20°C’de sogutulmus %99,8 Etanol
ilave edilerek 5-10 defa ters-diiz edilmistir.

10) Ornekler +4°C’de 20 dakika bekletilmistir.

11) Ornekler sogutmali santrifiijde 13000rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij
edilerek DNA pelletlerinin dibe ¢6kmesi saglanmistir.

12) Santrifiij sonrasi DNA pelletlerinin diismediginden emin olunarak st sivi
atilmig ve Iml %75 etanol ilave edilerek pelletlerin serbest hale gegmeleri
saglanmstir.

13) 13000rpm de 5 dk santriftij yapilmis ve iist sivi tekrar atilarak DNA pelletleri
kurumaya birakilmstir.

14) Kurutulan pelletlere 200ul TE Buffer (10mM Tris, ImM EDTA, pH:8) eklenmis
ve pelletlerin ¢oziinmeleri saglanmistir.

15) Orneklere 2’ser pl RNase A (10mg/ml) ilave edilmis 37°C’de 30 dakika enzim
aktivasyonu i¢in inkiibasyon saglanmis ve ardindan 65°C’de 10 dakika enzim
inaktivasyonu i¢in bekletilmistir.

16) Orneklere 300ul TE Buffer ilave edilerek hacim 500ul’ye tamamlanmistir
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17) Orneklere 500pl fenol:kloroform:izoamilalkol ilave edilerek 10-15 defa ters-diiz
edilmistir.

18) 13000rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

19) Ust faz yeni 1,5ml’lik tiiplere almir ve alinan 6rnek hacminin 0,1 kat1 kadar
+4°C’de 3M Na-asetat (pH:4,8) ve 2 kat1 kadar -20°C’de %99,8 Etanol ilave
edilerek 5-10 defa ters-yiiz edilmistir.

20) Ornekler -20°C’de 1 saat beklemeye birakilmustir..

21) +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde 13000rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir.

22) Ust sivi atilmis ve 1ml -20°C’de sogutulmus %70 Etanol ilave edilerek
pelletlerin serbet hale gegmesi saglanmustir.

23) Ornekler +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde 13000rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir.

24) Ust s1v1 atilarak pelletlerin kurutulmasi saglanmustir.

25) Kurutulan pelletlere 200ul TE ilave edilerek ¢6ziindiiriilmiistiir.

Miktar ve kalite tayini yapildiktan sonra DNA ana stoklar1 olarak, sulandirma

islemine kadar +4°C’ye, sulandirma isleminden sonra uzun siireli muhafaza i¢in -

20°C’ye kaldirilmistir.
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Sekil 2.4: Aycicegi 6rnekleri DNA izolasyonu

2.4.2. DNA Miktar ve Kalite Tayini

DNA miktar tayini icin OPTIZEN NanoQ Spektrofotometresi kullanilmis ve
ornekler icin DNA miktar1 ng/ul cinsinden OD260/0OD280 (niikleik asit saflig1 igin)
oranina dikkat edilerek kaydedilmistir.

DNA miktarlar1 dikkate alinarak DNA kalitesini tespit etmek ve DNA kiriklar
olup olmadigin1 goérebilmek icin her 6rnekten yaklasik 800ng olacak sekilde %0,8
konsantrasyonlu, EtBr (30ul/L) (Etidyum bromdr) igeren jeleyiiklemeler yapilmis ve
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120V 80mA akimda 1 saat ylriitilmiistiir. Elektroforezin ardindan jel goriintiilleme

cihazinda UV g1k altinda 6rneklerin DNA kalitesine bakilmistir.

u——n—-—_—‘______

___-—-b_

Sekil 2.5: Aygicegi orneklerinden izole edilen genomik DNA’larin jel elektroforez
goruntasu

2.4.3. PI6 Geni Icin Markir Cahismalari
Tez calismasi igin Ssegilen Pls dayaniklilik geninin belirlenmesinde kullanilan
markirlar litaratiir taramasi sonucunda belirlenmis olup [7,31,35]baz dizileri verilerek

Sentromer DNA Teknolojileri firmasina sentezlettirilmistir.

Calismaya almman markirlarin  se¢iminde, Pl genlerinin haritalandig1

makalelerden yararlanilmis ve markirin gen bolgesine yakinlhigina dikkat
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edilmistir. Markirin gen bolgesine uzakligmma bagli olarak rekombinasyon oran
degismektedir. Bu oran1 en aza indirmek icin en yakin markirlarin kullanilmasi
onemlidir. Bu nedenle genin <5 ¢M uzaginda yer alan markirlar c¢alismaya dahil

edilmistir.

LG8
cM Markers
0.0 HAP 28
race730

11.0 | | |ORS 1043 ORS 166
‘“\| [/|HAP3 HAP2R
| IHa-NBS12/S1 Ha-NBS12/S2

-
N
—
—
-~

\ HAP1S
HAP1R

29.4 ORS 37

Sekil 2.6: Aygicegi Pls gen bolgesi genetik haritalamasinda dayaniklilik markirlari ve
uzakliklari [7]
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Cizelge2.3: Plsdayaniklilik geninin tespitinde kullanilan markirlar

Oligonukleotid | Baz Dizisi 5°- 3’ Tm | GC Oram
Adi Degeri (%0)
()
Hap2-F GTCTACTACATGGTTTCCGTTTTC 70 42
Hap2-R TGCTTCTTCCTTCTATCTCACTC 70 43
Hap3-F GTTTGTGGATCATCTCTATGCG 69 45
Hap3-R TGCTTCTTCCTTCTATCTCACTC 70 43
ORS 166-F CAGCCACATGCCCTCTGAC 72 63
ORS 166-R TGTTAAGAACCGCGACAACTGC 71 50
ORS 1043-F CCAAACCGTCATGTTCTATGTTC 70 43
ORS 1043-R AGTGTGATTGCGAATTGTAGTGC 70 43

Cizelge2.3’teki Forward ve Reverse primerler kullanilarak Pankovic ve ark. [7]

kullandigi PCR igerigi(Cizelge2.4) ve kosullart optimize edilmis (Cizelge 2.5 ve

Cizelge 2.6) PCR denemeleri yapilarak sonuglar elde edilmistir.

Cizelge2.4: Ple geninin tespiti i¢in kullanilan primerlerin PCR igerikleri

PCR I¢erigi (25 pl) Final Konsantrasyon | Final Konsantrasyon
(Hap Grubu) (ORS Grubu)

10x PCR Buffer 1X 1X

MgCl: 3mM 3mM

dNTPs 0,4mM 0,2mM

Forward Primer 0,6mM 0,3mM

Reverse Primer 0,6mM 0,3mM

Taq DNA Polimeraz 1U 1U

BSA 250ug 250ug

DNA 40 ng 40 ng
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Cizelge2.5: Pls Hap grubu primerler i¢in kullanilan PCR kosullar

Basamak Sicaklik (°C) Sure Dongu (Cycle)
1 95 4 dakika 1

2 95 10 saniye

3 59 30 saniye 30

4 67 30 saniye

5 67 5 dakika 1

Cizelge2.6: Pls ORS grubu primerler i¢in kullanilan PCR kosullart

Basamak Sicaklik (°C) Sure Dongu (Cycle)
1 95 3 dakika 1

2 95 30 saniye

3 64 30 saniye 7 (Her dongude
4 67 30 saniye -1°C)

5 94 30 saniye

6 58 30 saniye 33

7 67 30 saniye

8 67 20 dakika 1

Elde edilen PCR iiriinlerinden bazilar1t PCR c¢alismasinin basarili olup olmadigini
gormek icin kapiller elektroforeze yiklenmeden dnce jel elektroforezde yuritilerek
goriintlilenmis ve basarili olanlar kapiller elektroforeze yiiklenmistir. Basarili PCR
urtnleri Advance Analytical Fragment Analyzer kapiller elektroforeze yuklenerek
fragment boyutlar1 Ol¢iilmiis ve fragment boyutlarina gore karsilastirmalar yapilarak

seleksiyonda kullanilabilirlikleri test edilmistir.

2.4.4. Plarg geni icin markir calismalari
Tez caligmasi i¢in segilen Plarg dayaniklilik geninin belirlenmesinde kullanilan
markirlar litaratlir taramasi sonucunda belirlenmis olup [6,23,31,55]baz dizileri

verilerek Sentromer DNA Teknolojileri firmasina sentezlettirilmistir.
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Segilen markirlar i¢in; Plg’daki gibi, gen haritalama ¢alismalarinda markirin gen
bolgesine yakinligina dikkat edilmis, genin varliginin tespiti i¢in markirin kag cM

uzaklikta olduguna bakilarak ¢alismaya dahil edilip edilmeyecegine karar verilmistir.

0.00 iso15198
0.0 ORS543 0.39 /r is025517
0.79 /Ir is003125
0.80 || is013744
0.84 | ( iso30759 iso15678
I

/|l is041020 iso12890
0.87 || |/ is006869
\ / ORS610* CRT272

0.89 /1is014249 ORS1182*

ORS543* ORS1128*
1.083 —— 1 ORS509 HT244
1.08 || " is0o15967

[\ |[HT211 RGC52a
|||\ | RGC52b PL zpg

123"/ ||\ HT722 ORS716
/|| |RGC151 is035499
\|l ORsS662*
1.33 \! HT446
1.57 \" HT324
1.86 is033812
3.20 | | ORSO053
3.49 | ORS959
5.2 |ORS675 Plarg 5.10 —— ORS371*

IORS716 ORS662

Sekil 2.7: Aycicegi Plarg gen bolgesi genetik haritalamasinda markirlar ve
uzakliklar[6,23,31,55]

Cizelge2.7: Plarg dayaniklilik geninin tespitinde kullanilan markirlar

Oligonukleotid | Baz Dizisi 5°- 3’ Tm Degeri GC
Adi (°C) | Oram

(%)
ORS 552-F CCATCCCTTCCCTCTCTTTC 70 55
ORS 552-R GTGGCTGGAATCTCATCACC 70 55
ORS 662-F CGGGTTGGATATGGAGTCAA 68 50
ORS 662-R CCTTTACAAACGAAGCACAATTC 70 43
ORS 675-F CGGCTAAGAGAAAGGGAGAGA 71 52
ORS 675-R CGTCGCTGAACCAACAGTTAT 69 48
ORS 716-F CCCCACAACCCATAGCCTAA 70 49
ORS 716-R CGTCGCTGAACCAACAGTTAT 70 48
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Cizelge2.7°deki Forward ve Reverse primerler kullanilarak Imerovski ve
arkadaslarinin (2014) kullandigi PCR igerigi(Cizelge 2.8) ve kosullar1 optimize
edilerek(Cizelge 2.9) PCR denemeleri yapilmis ve sonuglar elde edilmistir.

Cizelge2.8: Plarg geninin tespiti i¢in kullanilan primerlerin PCR igerikleri

PCR icerigi (15 pl)

Final Konsantrasyon

10x PCR Buffer

11X

MgCl: 3mM
dNTPs 0,2mM
Forward Primer 0,3mM
Reverse Primer 0,3mM
Tag DNA Polimeraz 1U
BSA 2519
DNA 40 ng

Cizelge2.9: Plarg primerleri igin kullanilan PCR kosullart

Basamak Sicaklik (°C) Sure Dongu (Cycle)
1 95 2 dakika 1

2 95 30 saniye

3 64 40 saniye 7 (Her dongude
4 72 45 saniye -1°C)

5 94 30 saniye

6 58 30 saniye 32

7 72 45 saniye

8 72 20 dakika 1

Elde edilen PCR f{iriinlerinden bazilar1 PCR ¢aligmasinin basarili olup olmadigini
gormek icin kapiller elektroforeze yuklenmeden dnce jel elektroforezde goériintilendi ve
basarili gorllenler kapiller elektroforeze yiiklenmistir. Basarili PCR iiriinleri Advance
Analytical Fragment Analyzer kapiller elektroforeze yiiklenerek fragment boyutlari
Olgllerek ve fragment boyutlarina gore karsilagtirmalar yapilarak Plarg i¢in segici olup

olmadiklari tespit edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Pl Ii¢in Kullamlan Markirlarin Sonuclar:

3.1.1. ORS166 Markir
Yapilan ¢alisma sonucu ORS166 markir ile, ebeveyn ve F5 popllasyonuna ait

30 dayanikli ve 30 hassas bireyde 343bp, 354bp, 369bp ve 383bp bantlar1 ¢ogaltilmis
olup(Sekil 3.1) herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gozlenmemistir.

o] 1 Hassas Ebeveyn
1000 E
Dayanikli Ebeveyn M

Size (bp)

Sekil 3.1.A: Ple ORS166 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntusi,ebeveynler
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Sekil 3.1.B: PlsORS166 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntusi,ebeveynler ve Fsbireyler

Sekil 3.1.C: PIsORS166 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntisi,ebeveynler ve Fsbireyler(DE:Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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3.1.2. ORS1043 Markiri
Yapilan ¢aligma sonucu ORS1043 markiri ile, ebeveyn ve F5 popiilasyonuna ait

30 dayanikli ve 30 hassas bireyde 188bp, 200bp, 209bp, 253bp ve 273bp boyutunda
DNA fragmentleri c¢ogaltilmistir. (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3) Bunlardan 188bp
biyiikliigiindeki fragmentin sadece dayanikli bireylerde bulundugu gozlenmistir. Bu
durum ORS1043 markirinin Pl dayaniklilik geninin belirlenmesinde segici olarak
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. ORS1043 primerine gore dayanmiklilik profili
gosteren F5 ornekleri D(Dayanikli) ve gostermeyen 6rnekler H(Hassas) hastalik testleri

ile de uyumlu sonuglar ortaya koymustur.

1 Hassas Ebeveyn

RFU

lDayanlkh Ebeveyn

& \ /

Sekil 3.2.A: Pls ORS1043 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi.Kirmizi halka ile isaretlenmis 188 bp DNA fragmenti ayiric
oOzelliktedir.

686381

FaY
6so00-| £ 3 g ] g
2 % 8 % B
60000 e 4 #
= ;‘:]‘“" 2 8 8
55000-| & g o7 s = b Ry, S —
A BN A \ :
450000 [ = =
A 3
40000-{—3 %
L e ————— -
- S
£ 30000 &
R
> S—
_n’i»‘_‘ i,
20000
P a—
P
15000 “ e
10000 S
5000 e
209+

188bp+2bp

Size (bp)

Sekil 3.2.B: Pls ORS1043 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi,ebeveynler ve dayaniklilik profiline sahip Fsbireyler
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Sekil 3.2.C: Pl¢ ORS1043 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu Kkapiller
elektroforez gorintusii  ebeveynler ve dayamkliik profiline sahip Fsbireyler
(DE:Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 3.3.A: Pls ORS1043 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntusu, ebeveynler
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Sekil 3.3.B: Pls ORS1043 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu Kkapiller
elektroforez goruntisi, ebeveynler ve hassas profile sahip Fs bireyler

Sekil 3.3.C: Pl¢ ORS1043 markiri kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusu, ebeveynler ve hassas profile sahip Fs bireyler (DE:Dayanikli
Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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3.1.3. HAP2 Markiri
Yapilan ¢alisma sonucu HAP2 markiri ile, ebeveyn ve F5 populasyonuna ait 30

dayanikli ve 30 hassas bireyde 370bp, 439bp, 449bp ve 682bp DNA fragmentleri
cogaltilmis olup (Sekil 3.4) herhangi bir ayirt edicilik gézlenmemistir.
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Sekil 3.4.A: Pls HAP2 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
gorlntusu, ebeveynler
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Sekil 3.4.B: PlsHAP2markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goriintasu, ebeveynler ve Fs bireyler
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Sekil 3.4.C: PlsHAP2markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
gorintisu, ebeveynler ve Fs bireyler (DE:Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

3.1.4. HAP3 Markiri
HAP3 markir1 ile yapilan ¢alisma sonucu, ebeveyn ve bu ebeveynlerin F5

kademesindeki popilasyonuna ait 30 dayanikli ve 30 hassas bireyde 1165 bp, 1348 bp,
1610 bp, 1725 bp ve 2100 bp biiyiikliigliinde DNA fragmentleri ¢ogaltilmistir (Sekil
3.5, Sekil 3.6). Bunlardan 1348 bp biiyiikliigiindeki DNA fragmentinin dayaniklilik
karakteri ile birlikte dollerde segrege oldugu hassas bireylerde ise bu fragmentin
bulunmadigi tespit edilmistir. 1348 bp’lik DNA fragmentinin Ple geni tasiyan bireylerin
belirlenmesinde uygun bir markir oldugu ve MAS amagh kullanilabilir nitelikte oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 3.5.A: Ple HAP3 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
gorlntusu, ebeveynler
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Sekil 3.5.B: PIsHAP3markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goriintiisii, ebeveynler ve dayaniklilik profiline sahip Fs bireyler
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Sekil 3.5.C: PlsHAP3markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goriintiisii, ebeveynler ve dayaniklilik profiline sahip Fs bireyler(DE:Dayanikli
Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 3.6.A: Pl HAP3 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntasi, ebeveynler

33



70894 -

65000~

#128159168

60000~
55000
50000
45000~

40000+

|

|

‘\
_;‘;'mﬁi- ety

{

|

35000~

RFU

30000

25000

150001

10000

5000+

-5000-

900~
1000-

1348bp+2bp

Size (bp)

Sekil 3.6.B: PlsHAP3markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntasi, ebeveynler ve hassas profile sahip Fs bireyler

Sekil 3.6.C: Plg HAP3 markiri kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntust ebeveynler ve hassasprofilesahip Fsbireyler (DE:Dayanikli Ebeveyn, HE:
Hassas Ebeveyn)
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3.2. Plarg I¢in Kullanmilan Markirlarin Sonuglar

3.2.1.

ORS716 Markin

Yapilan ¢aligma sonucu ORS716 markir ile, ebeveyn ve F5 popiilasyonuna ait

30 dayanikli ve 30 hassas bireyde 302bp, 321bp, 342bp, 350bp ve 371bp DNA

fragmentleri ¢ogaltilmis olup (Sekil 3.7) herhangi bir ayirt edicilik g6zlenmemistir.
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Sekil 3.7.A: Plag ORS716 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller

elektroforez goriintiisu ebeveynler
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Sekil 3.7.B: Plarg ORS716 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintisu ebeveynler ve Fs bireyler
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Sekil 3.7.C: Plag ORS716 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez géruntusu ebeveynler ve Fs bireyler (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas
Ebeveyn)

3.2.2. ORS662 Markir
Yapilan ¢alisma sonucu ORS662 markiri ile, ebeveyn ve Fs popilasyonuna ait

bireylerde 316bp ve 335bp bantlar1 ¢cogaltilmis olup(Sekil 3.8) herhangi bir ayirt edici

Ozellik gozlenmemistir.
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Sekil 3.8.A: Plag ORS662 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goérintusu ebeveynler
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Sekil 3.8.B: Plarg ORS662 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
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Sekil 3.8.B: Plarg ORS662 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintlsu ebeveynler ve Fsbireyler (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas
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3.2.3. ORS552 Markirn
Yapilan ¢aligma sonucu ORS552 markiri ile, ebeveyn ve Fs popilasyonuna ait

dayanikli ve hassas bireylerde 192bp, 235bp ve 240bp biiyiikliigiinde DNA fragmentleri
cogaltilmis olup (Sekil 3.9) herhangi bir ayirt edici bant gézlenmemistir.
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Sekil 3.9.A: Plag ORS552 markiri kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goriintiisu ebeveynler
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Sekil 3.9.B: Plarg ORS552 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntiisu ebeveynler ve Fs bireyler
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Sekil 3.9.C: Plarg ORS552 markirt kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusu ebeveynler ve Fs bireyler (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas
Ebeveyn)
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3.2.4. ORS675 Markir
Yapilan ¢alisma sonucu ORS675 markiri ile, ebeveyn ve F5 popiilasyonuna ait

dayanikli ve hassas bireylerde 237bp, 277 bp DNA bantlar1 ¢ogaltilmis olup(Sekil 3.10)

herhangi bir ayirt edici bant gozlemlenmemistir.
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Sekil 3.10.A: Plarg ORS675 markirn kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goriintiisu ebeveynler
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Sekil 3.10.B: Plarg ORS675 markir1 kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez goriintisu ebeveynler ve Fs bireyler
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Sekil 3.10.C: Plarg ORS675 markiri kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintlsu ebeveynler ve Fs bireyler (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas
Ebeveyn)
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BOLUM 3

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Aycicegi, genellikle yag icin lretilen; diinyada, tilkemizde ve ozellikle Trakya
Bolgesinde ekimi yapilan onemli bir endiistri bitkisidir. Tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde de aycicegi verimini Onemli Olciide etkileyen hastaliklardan biri olan
Plasmopara halstedii patojeninin neden oldugu mildiyo hastaligi sebebiyle, bolgesel
olarak %100’lere varabilen verim kayiplar1 yasanabilmektedir. Hastaligin neden oldugu
verim kayiplar iklim ve ¢evre sartlarina dogrudan bagli olmast nedeniyle yildan yila
farkli oranlarda kayiplarina neden olmaktadir. Hastalik patojeninin toprakta varligini
yillarca siirdiirebilmesi nedeniyle kiiltiirel miicadelesi zordur. Hastalikla miicadele
yontemlerinden biri olarak kullanilan kimyasal miicadelede, Metalaxyl etken maddeli
kimyasallarin kullanimi diinya genelinde ve bolgemizde yaygindir. Kimyasal ilag
kullaniminin ise uzun vadede bilinen zararlari; olumsuz ekolojik etkileri, ¢evre kirliligi
ve yillar igerisinde ilaca kars1 dayanikli patojen 1rklar1 gelismesi gibi sebepler nedeniyle
strdurdlebilir degildir. Ayciceginde Plasmopara hastedii nedenli mildiyd hastaligina
kars1 en etkili ve siirdiiriilebilir yontem, hastaliga karsi dayaniklilik geni iceren bitki
cesitlerinin gelistirilmesi ve 1slah calismalarinda kullanilmas: ile miimkiindiir.Ozellikle
son yillarda, kiiltiirii yapilan Helianthus annus ve yabani aygicegi tiirlerinden hastaliga
kars1 dayaniklilik genlerinin tespitinde kullanilabilecek molekiiler markirlar ile ilgili
caligmalar tiim diinyada yapilmaktadir. Calismalar sonucu elde edilen aday markirlar
test edilerek hastaliga karsi dayanikli aygicegi cesitleri gelistirilmesi markir destekli
seleksiyon yoOntemleri ile yapilmaktadir. Markir destekli seleksiyon yardimiyla
islahgilar; dayaniklilik genlerinin seleksiyonunda, gen piramitlemede, resesif genlerin
seleksiyonunda, geri melezlemede, ¢evre sartlarinin 1slahi kisitladigi durumlarda, aranan

karakterin bitki gelisiminin ge¢ sathalarinda goriildiigii durumlarda ve bitki genetik
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orijininin saptanmasindadaha kisa zamanda, daha dogru ve daha ekonomik 1slah

caligsmalar yliriitebilmektedirler.

Son yillarda mildiyo hastaligina karsi dayanikli 1slah hatlar1 gelistirme ¢alismalari
cercevesinde tiim patojen 1rklarina karst dayanmiklilik saglayan genlerin tespiti ve
haritalama sonrast molekiiler destekli seleksiyon amaciyla kullanilabilecek aday
markirlarin tespiti lizerine c¢alismalar yapilmaktadir. 2015-2017 yillar1 arasinda
USDA’da yapilan caligmalar sonucunda, Helianthus annus ve
Helianthusargophyllus 'tanPli7, Plis, Plio ve Pl dayaniklilik genleri ve bu genlerin
tespiti i¢in kullanilabilecek SSR ve SNP markirlari tespit edilmis olup yapilan testlerde
bu genlerin mevcut tim Plasmopara halstedii irklarina karst dayanikli olduklari

raporlanmaistir.

Bu calismada TTAE’den elde edilen bitki materyalleri ile yine TTAE’ niin yillar
icerisinde topladigi Plasmopara halstedii patojenleri kullanilarak bitki materyalleri
iistiinde hastalik testleri yapilmistir. Hastalik testi uygulanmasinin nedeni calisma
sonunda molekiiler diizeyde ayrim yapabildigi tespit edilen markirlarin test edililerek
dogrulugunun onaylanmasi amaciyla kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
aday markirlarin test edilmesi icin hastalik testi sonrasi dayanikli ve hassas olarak
siniflandirilan 60°sar genotip kullanilmis, dayaniklilik profilini basariyla tespit ettigi
diistiniilen markirlar ayrica hastalik testi yapilmig 60°sar farkli genotipte daha test
edilerek saglamasi yapilmistir. Molekiiler ¢alismalar1 yapilacak Pl genlerinin secimi,
bolgedeki Plasmopara halstedii irklar1 igin herhangi bir 1k ayrimi ¢alismasi
yapilmadigindan dolayi,halihazirda TTAE tarafindan klasik 1slah c¢alismalarinda
kullanilan mevcut ebeveyn hatlarmin sahip oldugu bilinen Ple ve Plarg genleri tercih

edilmistir.

Kullanilan bitki metaryeli igin litaratiir taramas1 yapilarak molekiiler destekli 1slah
calismalarinda Plasmopara halstedii patojeninin neden oldugu mildiyé hastaligina
dayaniklilik saglayan Pls ve Plag genleri tasiyan gesitlerin gelistirilmesinde
kullanilabilecek aday markirlar belirlenmistir. Dayaniklilik 1slahinda kullanilmaya aday
markirlarin ve yontemin belirlenmesi i¢in eldeki metaryel ile ilgili bilgi,aragtirmanin
amaci, sahip olunan laboratuvar kaynaklari, maliyet, zaman ve gunimuizde tercih edilen

yoOntemler ve markirlar gibi Olciitler goz 6niinde tutularak karar verilmistir.
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Usatov ve ark. [65]Pls dayaniklilik geni igin 16 aygicegi hattinda Plasmopara
halstedii irk 330 ve 1irk 710 i¢in 9 STS markir test etmis ve HAP2 markiri igin 1200bp,
HAP3 markiri i¢in 1800 bp boyutlarinda, dayaniklilik i¢in ayirt edici DNA fragmentleri
raporlamiglardir. Ayn1 markirlar igin Bozudi ve ark. [35] aygicegi hatti HA335 igin
yaptiklar1 calismada 13 STS markiri test etmis, HAP3 markir1 i¢cin 700 bp boyutunda
dayaniklilik i¢in ayirict DNA fragmenti tespit ettiklerini raporlarken, HAP2 icin ise
ayirt edici bir fragment raporlamamislardir. Pankovic ve ark. [7] yaptiklar1 ¢alismada
Plasmopara halstedii irk 730 patojeni i¢in HAP3 markirinin 1720 bp biiyiikliigiindeki
DNA fragmenti ile dayanikli genotipleri ayirt edebildigini ve MAS ig¢in
kullanilabilecegini raporlamistir. Yapilan farkli haritalama caligmalarinda HAP2 ve
HAP3 markirlarinin gen bolgesine olan uzakliklarinin 3.3 c¢cM ile 11 cM arasinda
olduklar1 gériilmiistiir. Bu ¢calimada elde edilen sonug ile HAP2 markiri i¢in Bozudi ve
ark. [35] ve Pankovic ve ark.’nin [7] sonuglarma benzer sekilde genotipler arasinda
dayaniklilik ayirict bir DNA fragmentine rastlanamamistir. HAP3 markir igin ise,
Pankovic ve ark.’nin [7] ¢alismasina paralel olarak 1448 bp biiyiikliginde DNA
fragmenti Pls geninden kaynaklanan dayaniklilik i¢in ayirt edici bulunmustur. Bu
arastiramda ve diger arastirmalarda bulunan dayaniklilik ayirici fragment biyiikIigi,
kullanilan dayaniklilik kaynagi ebeveyn hatlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Yine Pankovic ve ark.’nin[7] ¢alismasindaPle dayaniklilik geni ile ilgili ORS166 ve
ORS1043 SSR primerlerinin dayaniklilik tespitinde kullanilabilecegini belirtmis, fakat
dayaniklilik icin ayirt edici fragmentlerin boyutundan bahsedilmemistir. Bizim
calismamiz sonucu ORS166 i¢in ayirt edici bir fragment gozlenememesine ragmen
ORS1043 i¢in 188 bp biyiikliginde DNA fragmentinin Pls geninden kaynakli

dayanikliligin tespitinde basarili oldugu goriilmustiir.

Ple geninden kaynakli dayanikliligin tespiti ig¢in molekiiler markir destekli
seleksiyonda kullanilabilecek 2 adet markir (HAP3 ve ORS1043) bu ¢alisma sonucunda
belirlenmistir. HAP2 ve ORS166 markirlarinin dayaniklilik tespitinde basarisiz
olmalarinin nedeni, diger calismalarda kullanilan ebeveyn hatlar1 ile bu calismada

kullanilan ebeveyn hatlarinin farklilig olabilir.
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Dussle ve ark. [6], yabani aygicegi Helianthus argophyllus1575-2 hattin
dayaniklilik kaynagi olarak kullanarakPlarg geni icin ORS662 markirini gen bolgesine
en yakin SSR olarak 1.9 cM uzaklikta haritalandirmiglardir. Ayni1 dayaniklilik kaynagini
kullanarak Wieckhorst ve ark. [55] ORS662ve ORS716 markirlarin1 0.3cM uzaklikta
raporlamiglardir. Imerovski ve ark. [23] Plag dayaniklilik geninin Helianthus
argophyllus 1575-2’den kiiltiir tiiriine aktarilmasi ile elde edilen RHA419 hattinda
yaptig1 caligmalar ile ORS716 markirinin 5.2cM uzaklikta oldugunu ve 303 bp
boyutunda ayirt edici fragment gozlemlendigini, ORS675 markir1 ile ise hassas
genotiplerde 275 bp boyutunda fragment goézlenirken dayanikli genotiplerde DNA

fragmenti gézlenmedigi belirtilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan dayaniklilik kaynagi RHA419 ile Plarg igin secilen aday
markirlarin higbirinde dayanikliligi ayirt edecek DNA fragmenti gdzlenememistir.
Imerovski ve ark.’nin[23] caligmasinda ORS716 markiri ile ¢ogaltilan 303 bp
boyutundaki fragment bizim calismamizda da aymi fragment biiyiikliigli dayaniklilik
kaynaginda gézlemlenmesine ragmen, hastalik testleri yapilan tiim hassas ve dayanikli
genotiplerde aymi  fragment c¢ogaltilmis, bu nedenle bir ayirt edicilik
gozlemlenememistir. Yine Imerovski ve ark.’nin [23] ORS675 icin belirttikleri hassas
genotipi ayirt edici 275 bp biyiikligiindeki fragment dayanikli genotipler dahil tim
genotiplerde goriilmiis, hassas ve dayanikli ebeveynlerde de ayni fragmentlerin

cogaltildig1 gozlemlenmistir.

Plarg i¢in kullanilan diger markirlardan ORS 662 dayanikli ebeveynde 316 bp ve
335 bp boyutundaki fragmentler gozlemlenirken hassas ebeveynde sadece 335 bp
biiyiikliigiindeki fragmet ¢ogaltilmistir. Hastalik testleri yapilmis melezlerde ORS662
markirt hem hassas genotipteki bireylerde hem de dayamikli genotipteki bireylerde
anlamli olmayan oranda gorildiigii i¢in dayaniklilik ayirt edici markir olarak
goriilmemistir. Test edilen diger ORS552 markir1 ¢ogaltilan DNA fragmentleri dikkate
alimip hassas ve dayanikli genotiplerde kontrol edildiginde dayaniklilik ayirt edici
g6ziukmemektedir.

Yapilan caligmada Plarg i¢in denenen markirlarin, literatirde sikg¢a kullanilan
RHA419 dayaniklilik kaynagi ile denenmesine ragmen test edilen markirlarin

dayanikliligt ayirt edememesinin baglica nedeninin ebeveyn kaynakli olmadigi
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distiniilmektedir. Bu durumda RHA419 melezlerinde segiciligi birden ¢ok kez
kanitlanan 6zellikle ORS716 markirinin bu ¢alismada basarisiz olmasi, muhtemelen ilk
melezleme sirasinda markir ile gen arasindaki bolgede rekombinasyon kaynakli ayrilma

yasanmasi oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda Pl igin 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilecek 2 adet
markir basariyla tespit edilmis olup, bu markirlar kullanilarak ileride 1slah
caligmalarinda seleksiyon ve gen piramitleme c¢alismalarinin daha hizli ve giivenilir

olmasini saglayabilecektir.

Plargi¢in yapilan ¢alismalar sonucunda tarama yapilan bitki metaryali i¢in ¢alismada
kullanilan dort markirin dayaniklilik profilinin tespitinde ayirict olmadigi goriilmiistiir.
Ayirict dayaniklilik profilinin tespiti i¢in daha fazla markir ile arastirma yapilmasi

gerekmektedir.

Dayaniklilik 1slahinda klasik 1slah ¢alismalarina kiyasla molekiiler destekli 1slah
yontemi daha ekonomik, dogru ve hizli 1slah yapilmasina yardimer olacaktir. Bunun
gerceklestirilebilmesi i¢in 1slah programlarini yiiriiten kurumlarin molekiiler calismalar
icin yatirrm yapmast ya da bu bilgi ve donanima sahip kurumlardan destek almasi
gerekmektedir. Mildiy0 icin ise, dayaniklilik testlerinin ve markir ¢alismalarinin daha
saglikli yapilabilmesi ig¢in iilkemizdeki patojen irklarinin mutlaka ayirt edilmesi

gerekmektedir.
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