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Sogan (Allium cepa L.) eski zamanlardan itibaren insanlar i¢in degerli bir sebze olmustur.
Fungal, bakteriyel ve viral hastaliklar sogan yetistiriciliginde 6nemli verim kayiplarina
neden olmaktadir. Bu hastaliklar arasinda Peronospora destructor’un neden oldugu
sogan mildiyd hastaligi diinyadaki sogan liretim bdolgelerinin ¢ogunda yaygin olarak
goriilen, sogan yetistiriciliginin yapildigi nemli ve serin hava kosullarinda sogana zarar
veren, verimin diigmesine ve tohumluk iiretiminde 6nemli kayiplara neden olan bir fungal
hastaliktir. Hastalik ile miicadelede en etkili yontemlerden biri dayanikli ¢esit
kullanimidir. Dayanikli gesitler verim ve kaliteyi arttirmakla birlikte tiretimde pestisit
kullaniminm1 azaltmakta ve iiriinlin saglik degerinin de yiikselmesini saglamaktadir. Bu
calisma, baz1 sogan genotiplerinde sogan mildiydsiine kars1 dayaniklilik geninin varliginm
incelemek amaciyla yapilmistir. Calismada 111 sogan genotipinin yaprak Ornekleri
alimarak DNA ornekleri elde edilmistir. DMR1 ve DMR2 olmak iizere iki molekiiler
isaretleyici ile genotipler analiz edilmistir. Laboratuvar analiz sonuglarina gore analiz
edilen 111 sogan genototipinden DMR1 molekiiler isaretleyici analizinde 25 genotip,
DMR2 molekiiler isaretleyici analizinde ise 8 genotipin sogan mildiydsiine dayaniklilik
geni tasidigr belirlenmistir. Molekiiler isaretleyici analizleri bitki 1slah siirecinde
dayanikli sogan ¢esitlerinin gelistirilebilmesi, dayanikli bir bitkinin genotip 6zelliklerine
bakilarak analiz edilebilmesi ve dayanikli sogan hatlarinin seleksiyonunu kolaylastirmasi
bakimindan fayda saglamayabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sogan (Allium cepa L.), mildiyd hastaligi, dayaniklilik, molekiiler

isaretleyici
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF A RESISTANCE GENE AGAINST
(Peronospora destructor) DISEASE IN SOME ONION GENOTYPES

Reyhan UCAR

Bursa Uludag University
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Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet IPEK

Onion (Allium cepa L.) has been a valuable vegetable for humans since ancient times.
Fungal, bacterial and viral diseases cause significant yield losses in onion cultivation.
Among these diseases, onion mildy mildew disease caused by Peronospora destructor is
a fungal disease that is widespread in most of the onion production regions in the world,
damaging onions in humid and cool weather conditions where onion cultivation is carried
out, causing a decrease in yield and significant losses in seed production. One of the most
effective methods to combat the disease is the use of resistant varieties. Resistant varieties
increase yield and quality, reduce the use of pesticides in production and increase the
health value of the product. This study was carried out to investigate the presence of
resistance gene against onion downy mildew in some onion genotypes. In the study, leaf
samples of 111 onion genotypes were taken and DNA samples were obtained. Genotypes
were tested with two molecular markers, DMR1 and DMR2. According to the results of
the laboratory analysis, it was determined that 25 genotypes in the DMR1 molecular
marker analysis and 8 genotypes in the DMR2 molecular marker analysis among the 111
onion genotypes analyzed carried onion mildew resistance genes. Molecular marker
analyses may not be beneficial in terms of developing resistant onion varieties in the plant
breeding process, analyzing a resistant plant by looking at its genotype characteristics and
facilitating the selection of resistant onion lines.

Key words: Onion (Allium cepa L.), downy mildew, resistance, molecular marker
2023, xii + 39 pages.
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1. GIRIS

Sogan Alliaceae familyasi, Allium cinsine ait 6nemli bir tiir olup ¢ok eski ¢aglardan beri
diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan ve insanlar tarafindan tiiketilen bir sebzedir. Serin
iklim sebzesi olan sogan beyaz, sar1 ve mor bas renklerine sahiptir. Taze olarak yesil
yapraklari, kuru olarak bas sogan seklinde salatalarda veya pisirilerek yemeklerde
kullanilabildigi gibi kurutularak toz baharat halinde ve dondurulmus olarak farkli
kullanim sekilleri bulunmaktadir (Gokge ve digerleri 2022). Eski zamanlardan beri
insanlar i¢in 6nemli bir sebze olan sogan Antik ¢aglarda Eski Misirhilara ait duvar
resimlerinde tasvir edilmis ve yuvarlak bas yapisindan dolay1 evreninin sembolii olarak

goriilmistiir. Kelimenin ashi Latince’de “biiyiik inci’” anlamina gelmektedir (Shigyo ve
Kik 2008).

Sogan vitamin, mineral ve fenolik bilesikler sayesinde insan sagligi ve beslenmesi
acisindan pek c¢ok yarari bulunmakta ve ilaglarin yapiminda hammadde olarak
kullanilmaktadir. Sogan A ve C vitamini bakimmdan zengindir. Igerdigi flavonoidler
antioksidan etkiye sahip oldugu gibi antimikrobiyal, antifungal, antibakteriyel ve
antidiyabetik etkisi de bulunmaktadir. Kalp-damar hastaliklari, kansere kars1 koruma ve
tedavisinde ayrica enfeksiyon ve bagisiklik sisteminin korunmasinda saglik agisindan
faydalar1 bulunmaktadir (Esengiil ve Yiinlii 2016; Selem ve digerleri 2020; irkin, 2008;
Yigit ve Yigit 2021).

Soganin birincil gen merkezi Bat1 Asya, ikincil gen merkezi ise Orta Asya’dir. Tiirkiye
birincil gen merkezi igerisinde yer almaktadir. Allium cinsi yaklagik 750 tlirden
olusmaktadir. Iran ve Mogolistan’mn bulundugu bélgede hala soganin yabani akrabalar1
bulunabilmektedir. (Shigyo ve Kik 2008; Kibar 2022) 150 tiir Tiirkiye cografyasinda
dogal olarak yetismektedir (Gokge ve Tekeli 2015). 1984 yilinda “Kantartopu 3 ve
“Akglin 127 gesitleri iilkemizde Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez Arastirma Enstitiisii
tarafindan kayit edilen ilk sogan ¢esitleridir (Bagc1 ve digerleri 2021).

Fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri, zararlilar, yabanci otlar yetistiricilikte
tirtinlere zarar verebilmektedir. Soganda Perenospora dectructor (Berk.) Casp. hastalik
etmeninin neden oldugu sogan mildiyOsli sogan yetistiriciligi yapilan alanlarda tahrip

edici olabilen fungal bir hastaliktir. Bu fungal hastalik nemli ve serin hava kosullarinda



ortaya ¢ikmakta ve soganda biiylik zararlara neden olabilmektedir. Hastalik semptomlari
ilk olarak yapraklarda klorotik lekeler halinde goriilmektedir. Ilerleyen zamanlarda bu
lekelerde beyaz bir kiif tabakasi olusmaktadir. Hastalik sonucunda sogan baslar1 istenen
biiyiikliiklere ulasamamakta ve verim kayiplar1 meydana gelmektedir (Ullah ve digerleri
2020; Canpolat ve Saragoglu 2018; Arias ve digerleri 2020).

Hastalilk ve zararlilara dayaniklilik, kalite ve yiikksek verimli cesitlerin
gelistirilebilmesinde bitki 1slah1 6nem tasimaktadir. Dayanikli ¢esitlerin kullanimi
hastaliklar ile miicadelede en etki yontemlerdendir. Molekiiler isaretleyicilerin bitki 1slah1
siireclerinde kullanimi seleksiyonun hizlandirilmas: ve yeni dayanikli cesitlerin
gelistirilebilmesinde zaman kazandirmaktadir (Yorgancilar ve digerleri 2015; Filiz ve

Kog 2011).

Bu tez calismasi, sogan bitkisinde sogan mildiyé hastalifina karsi dayanim aktarimi
amaciyla 1slah siirecinde olan 1slah hatlarindaki bazi sogan genotiplerinde dayaniklilik
geninin varliginin molekiiler isaretleyiciler kullanilarak belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucglart sogan mildiydsiine dayanikli ¢esitlerin
gelistirilebilmesi i¢in 1slah ¢alismalarinda molekiiler isaretleyici kullanimina bir bakis

acis1 sunmasina yardimer olabilecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Sogan Uretim Miktarlar1 ve Gen Kaynaklar

Soganin tiiketimi belirli bir mevsimle sinirlt olmamasi, farkli kiiltiirlerde kullanimi ve
farkli kullanim alanlarina sahip olmasi (¢ig, kuru, baharat olarak vb.) sogan
yetistiriciligini onemli kilmaktadir. 2021 yili kitalara goére kuru sogan flretimine
bakildiginda Asya kitas1 71 612 377 ton ile en fazla iiretim yapilan kitadir. ikinci sirada
Afrika kitas1 14 515 684 ton iiretim, {igiincii sirada Avrupa kitast 10 709 045 dordiincii
sirada 9 459 630 ton tiretim ile Amerika kitas1 yer almaktadir. Okyanusya ise 295 351 ton

tiretim ile sonuncu sirada yer almaktadir (Sekil 2.1).

B KITALARA GORE S0GAN URETIM MIKTARI (TONM)

Asya 23T

Afika | 14315684

KITALAR

Avripa mil 5

Amenka | 8430630

Olkwanusya | 2193351

Sekil 2.1. Kitalara gore 2021 yili kuru sogan iiretim miktarlari (FAO 2021)

2021 y1l1 FAO verilerine gore Diinya’da 130 814 631 ton kuru sogan iiretimi yapilmuistir.
Diinya kuru sogan iiretiminde 26 641 000 ton iiretim ile Hindistan 1. sirada yer

almaktadir. Tirkiye ise 2 500 000 ton iiretim ile 6. sirada yer almaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Diinya’da iilkelere gore 2021 y1li kuru sogan tiretim miktarlari1 (FAO 2021)

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére; 2022 yilinda Tiirkiye’de 576 304 da
alanda 2 350 000 ton iiretim yapilmistir. 2021 yilinda ise 698 972 da alanda 2 500 000
ton iiretimle yiiksek diizeyde kuru sogan iiretimi yapilmistir. Ulkemizde neredeyse her
bdlgemizde kuru sogan yetistiriciligi mevcuttur. Kuru sogan iiretiminin en fazla yapildigi

bolge i¢ Anadolu Bélgesi’dir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de yillara gére kuru sogan iiretim ve ekim alam miktarlar1 (TUIK
2022)



Tiirkiye’de illere gore iiretim miktarlarina bakildiginda, 2022 yilinda en fazla {iretim
yapilan il 733 972 ton ile Ankara’dir. Ankara ilini sirasi ile Amasya, Corum, Hatay,
Eskisehir, Adana, Tokat, Konya, Bursa ve Afyonkarahisar takip etmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Tiirkiye illere gore 2022 yili kuru sogan iiretim miktarlar1 (TUIK 2022)

Soganin birincil gen merkezi i¢erinde yer alan Tiirkiye farkl tilkelerden go¢ almasi

(Azerbaycan, Tiirkmenistan, Giircistan, Kirgizistan, Afganistan vs.) gd¢menlerin
tohumlarin1 getirmesi ve konumu itibari ile ticaret yollarinda bulunmasi sebebiyle sogan
tohumlarinda gesitli popiilasyonlar gézlenmektedir (Besirli ve Azim1 2018). Tiirkiye’de
sogana ait gen kaynaklar1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Ulusal Tohum Gen
Bankasinda muhafaza edilmektedir. Ayrica ABD Tohum Gen Bankasi, Almanya Tohum
Gen Bankas1 (IPK), Rusya Vavilov Tohum Gen Bankasi (VIR), Ingiltere Warwick
Tohum Gen Bankas1 ve Cekya Tohum Gen Bankasinda iilkemizden toplanan sogan gen
kaynaklar1 buradaki ulusal gen bankalarinda da muhafaza edilmektedir. Ulkemizdeki
yerel sogan popiilasyonlar1 kullanilarak Kantar topu 3, Akgiin 12, Imrali kirmasi, Besirli
77 Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan; Valenciana, Tuncay
Gecit Kusagr Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen agikta tozlanan

cesitlerdir (Karaagag ve Balkaya 2017).



2.2. Sogan Genomu, Bitkisel Ozellikleri ve Yetistiriciligi Hakkinda Bilgiler

Allium cepa L. %100 yabanci tozlanma goriilen giiglii bir akrabal1 yetistirme depresyonu
olan iki y1llik bir bitkidir. 2n=2x=16 kromozom sayis1 olan diploid bir sebzedir (Shigyo
ve Kik 2008). Sogan genomunu sirasiyla %41°1 yiiksek, %36’s1 orta ve %6’s1 tek kopya
DNA’dan olusmakta ve genom biiyiikliigli 17 pg olup kiiltiirii yapilan sebzeler arasinda
en biiyiiklerindendir. Biiyilk genomundan dolay1 soganin genomik kaynaklar1 diger

sebzelere gore sinirli kalmaktadir (McCallum 2007).

Sogan %75’1 topragin ilk 25 cm derinligine kadar ulagabilen uzun-ince beyaz renkli sagak
kok yapisina sahiptir. Etli bir yapida olup kazik kok olusturmaz. Kokler govdeden tek tek
cikarak sik ve yiizeye yakin olarak gelisirler. Toprakta kokler dik ve dar bir aciyla
gelismesi sayesinde sik ekim yapilabilmekte ayrica sogan kokleri araciligi ile bas
olugmaya basladig1 zamanda ihtiyaci olan organik madde ve besin maddelerinin alimini

saglamaktadir (Vural ve digerleri 2000; Sekil 2.5).

Soganda gergek govde koklerin ¢ikis yaptigi tabla ile yalanci govde arasinda bulunmakla
birlikte disaridan bakildiginda gortinmemektedir. Disaridan bakildiginda goriinen 10-15
cm boyunda ve yaprak kinlarinin i¢ ice ge¢mesiyle olusan beyaz renkli ayrim kismi
aslinda yalanci govde olarak adlandirilmaktadir. Gergek gévdenin orta kisminda yer alan
biiylime ucu bitki vejetatif gelisme fazinda iken yapraklari, generatif gelisme fazinda

cigek sapini olusturmaktadir (Esiyok 2012; Giliveng 2016).

Soganda yapraklar ici bos ¢ap1 dar sekilde ilk olarak dis yapraklar sonra i¢ kisimdaki
yapraklar ig i¢e girmis boru seklinde gelismektedir. Gelisim devam ettikge yapraklar etli
bir hal alir bu sayede yapragin dik durmasmi ve bitki icin besin deposu gorevi
yapmaktadir. (Vural ve digerleri 2000; Sekil 2.5). Yaprak rengi mum tabakasi ince ve
kalin olmasina gore degismektedir. Ince mum tabakasin sahip olanlar koyu yesil bu
tabaka kalinlastikca gri yaprak rengi olusmaktadir. Yapragin antosiyanin icerigine bagl
olarak yaprak yesil renkten mor renge degisen renk alabilmektedir (Vural ve digerleri
2000; Gilinay 2005).



Sekil 2.5. A) Sogan bitkisinin kok yapisi, B) Sogan bitkisinde yaprak goriiniimii

Erselik yapiya sahip olan sogan ¢icegi 6 adet canak yaprak, 6 adet tag yaprak, 6 adet erkek
organ ve her karpelde 2 tohum taslagi bulunan 3 karpelli disi organi bulunmaktadir. Fakat
bu 6 karpelden 2-3 tanesi tohum gelismektedir. Cigek siirgiinii uzun bir boru seklinde
tizerinde yaprak bulunmayan ve borunun u¢ kisminda yuvarlak- top seklinde 2-4 parcgali
kin ile sarilmis kapali ¢igek tablasi bulunmaktadir. Soganlarda ¢igcek olusumu tohum ile
tiretim yapiliyorsa iki sene, arpacik sogan ile liretim yapiliyorsa li¢ senede ¢igeklenme

gerceklesmektedir (Giinay 2005).

Sogan yetistiriciliginde sicaklik ve giin uzunlugu iki énemli iklim faktoriidiir. Cesitlere
gore degismekle beraber bas olusturmak igin 10 saat giin uzunlugu ihtiyaci olan soganlar
kisa giin, 12 saat glin uzunlugu ihtiyaci olan soganlar orta giin ve 15 saat giin uzunlugu
ihtiyaci olan soganlar ise uzun giin soganlari olarak adlandirilmaktadir (Besirli ve
digerleri 2021). En iyi adaptasyon 13-26°C arasinda olmaktadir. Bas baglama siirecinde
ise daha yiiksek sicaklik ve diisiik neme ihtiyag duymaktadir. 10-15°C sicakliklarda
soganlar istenilen bag biiyiikliigiine ulasamamaktadir (Esiyok 2012). 450-500mm yagis
alan yetistiricilik yapilan alanlarda sulama yapilmasina ihtiya¢ duyulmadan yetistiricilik
yapilabilirken, daha az yagis alan alanlarda sulamaya ihtiyag¢ vardir (Besirli ve digerleri

2021).

Soganlar besin maddesi bakimindan yeterli, tinli, kumlu ve hafif killi topraklarda
yetistiricilik yapilabilmektedir. Agir-siki yapidaki topraklarda sogan baslar1 normal

olarak gelisimlerini siirdiirememektedir (Giinay 2005). Sogan yetistiriciliginde tohum



(karaca) ile bas sogan iiretimi, arpacik (kiska) ile bas sogan tiretimi ve fide ile bas sogan
tiretimi olmak iizere ticari amagli iiretimlerde ii¢ farkli yetistirme teknigi bulunmaktadir

(Besirli ve digerleri 2021).

2.3. Sogan Mildiyosii, Hastallk Dongiisii ve Sogan Mildiyosii Dayamkhhik Geni
Hakkinda Bilgiler

Soganda mildiy6 hastaligi Peronosporaceac familyasinda yer alan P. dectructor
etmeninin sebep oldugu ve sogan yetistiriciliginde %70’e ulasabilen verim kayiplarinin
yasanmasina neden olan fungal bir hastaliktir. Uygun iklim kosullarinda enfeksiyon
sonucunda sogan tohum iiretiminde olumsuzluklara yol agmaktadir (De Vries ve digerleri
1992). Oomycete bir patojen olan P. dectructor iliman ve nemli hava kosullarinda
enfeksiyona sebep olmaktadir. Bunun sonucunda sogan baslarinin gelisimi

yavaslamasiyla istenen biiyiikliiklere ulasamamaktadir (Scholten ve digerleri 2007).

Konukgular1 sogan, sarimsak ve pirasadir. Konukgular arasinda enfeksiyondan en ¢ok
etkilenen konukgu A. cepa’dir (Koike ve digerleri 2007). Bu patojen kislart oospor ve
miselyum olarak soganlarin i¢inde gecirmektedir. Toprakta ve bitki artiklarinda oospor
olarak yasayabilmektedir (Kurt 2020; Sekil 2.6).

Enfeksiyon belirtileri yapraklarda diizensiz ve kiiclik klorotik lekeler ile baslamaktadir.
Enfeksiyon ilerledik¢e klorotik lekeler biiyiiyerek 10-15 cm uzunluga ulasabilmektedir.
Hastalikl1 bolgeler daha sonra kahverengi renk alir. Lezyonlar birleserek tiim yapragi
sarmast durumunda bitkinin ¢okmesine sebep olmaktadir (Koike ve digerleri 2007).
Enfeksiyon cicek saplarmmi ve baglarini etkileyerek sogan baslarinin yumusayip

clirlimesine neden olmaktadir (Van Der Heyden 2021; Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. A) Sogan mildiydsiiniin sogan yapraklarindaki miselyum tabakasi, B) Hastalik
ile enfekte olmus sogan bitkisinin goriintiisii (Fotograflar: Schwartz 2004)

Oomycete patojenlerin yasam dongiisli eseyli ve eseysiz olmak lizere iki dongiiden
olusmaktadir. Eseysiz dongiide sporogonia igerisinde zoospor olusumu gergeklesirken,
dinlenme evresi olan eseyli dongiide ise oosporlar tiretilmektedir (Van Der Heyden 2021).
Hastalik olusumunda 22°C az serin sicakliklar ve yaprakta en az 3 saat nem bulunmasi
gerekmektedir. Patojen 40-72 x 18-29 um boyutlari arasinda ince duvarli sporongia iiretir.
Sporongialar 10-12°C optimum sicaklikta ¢imlenmektedir. 4-25°C sicaklikta ise
sporangioforlar stomalardan ¢ikmaktadir. Sporlar gece iretilmektedir. Riizgar ile giin
icinde etrafa yayilmaktadir. Sporlar yaprak yiizeyinde 3 giine kadar hayatta
kalabilmektedir (Koike ve digerleri 2007).

Yetistiricilikte hastaliklar ile miicadele kapsaminda kimyasal uygulamalara
bagvurulmaktadir. Fakat kimyasal uygulamalar g¢evre ve insan sagligi agisindan
olumsuzluklara sebebiyet vermektedir. Bu durumda en etkili miicadele yontemlerden biri
dayanikli ¢esit kullanimi olmaktadir. Hastaliklara kars1 dayanikli gesitlerin
gelistirilmesinde yabani akrabalar ilgili genlerin aktarilmasinda donér olarak

kullanilabilmektedir (Khrustaleva ve digerleri 2019).

Sogan mildiydsiine kars1 yabani akraba donorleri arastirilmig ve Allium roylei Stearn’de
sogan mildiyOsiine karsi dayaniklilik geninin varligi tespit edilmistir. A. roylei sogan
mildiyosiine karsi tam bir dayaniklilik saglamakta ve tek bir baskin gen ile kontrol

edilmektedir (Scholten ve digerleri 2007). Baskin gen “Pd lokusu’ olarak



adlandirilmaktadir. A. roylei’nin genetik haritasinda 3. kromozomun sonunda

bulunmaktadir (Cho ve digerleri 2021).

2.4. Sogan Mildiyésii ile Tlgili Yapilan Calismalar

Abd-Elrazik ve Lorbeer (1980) P. destructor inokulasyon canliligi, enfeksiyon ve
sporlanma diizeyini etkileyen faktorleri incelemek, yiiksek miktarda sporlanma ve
patojenin muhafazasini saglamak i¢in bir ¢alisma yiriitmiislerdir. P. destructor’in
sporangia’si ile asilamada kullanilan soganlar1 serada biiylitmiislerdir. P. destructor’in
sporangia’st ticari tarlalardaki sogan bitkilerinin yapraklarindan toplamislardir.
Inkiibasyon siiresi ve sicakligin P. destructor enfeksiyonu iizerindeki etkisini incelemek
icin yetistirilen 21 giinliik sogan bitkileri, dort kez yikanmig bir sporangia siispansiyonu
bulastirma yapmuslardir. inokulasyon yapilan bitkiler 24 saat boyunca karanlikta 14°C’de
nemli bir odada inkiibasyona birakilmistir. 4 giin boyunca 14°C’de iklim odasinda
(21,500 lux=2,000 ft-c) ve daha sonra 8 giin boyunca 18°C’de fliioresan 15181 (16 saat)
olan bir seraya yerlestirilmistir. Enfekte olmus bitkilerin 1600-1700 saatte baslayarak
karanlikta 14°C’de nemli bir odaya yerlestirilmesiyle gece boyunca sporlanma devam
etmistir. Patojenin muhafazasini saglamak i¢in her 3 haftada bir patojen izole edildikten
sonra 1-2 giinliik yitkanmamis sporangia saglikli bitkilere bulastirilarak ve pamuklu silme
teknigi, inokulasyon ve inkiibasyon prosediirlerini kullanmiglardir. Sonu¢ olarak
inokulasyon yapilan tiim bitkiler enfekte olmus ve yiiksek miktarda sporlanma elde

etmislerdir.

Kofoet ve digerleri (1990) A. cepa ve A. roylei ile A. cepa’nin tiirler aras1 melezi P.
destructor kars1 dogal ve yapay inokulasyonlar sonucu A. cepa duyarliyken A. roylei ve
A. cepa melezi belirti gostermemistir. A. cepa x (A. roylei x A. cepa) geri
caprazlanmasinda elde edilen bitkiler yapay inokulasyondan sonra dayanikli ve duyarli
sekilde 1:1 oraninda ayrilmasi A. roylei’deki bu direncin tek bir lokus (Pd1) ile kontrol
edildigini ve baskin olarak kaliim gostermistir. Arazideki bir salginda ayni geri
caprazlamada elde edilen bitkiler duyarli ve dayanikli sekilde 3:1 oraninda segregasyon
gozlemlemislerdir. Bu durum Pdl’den bagimsiz olarak acilim yapan ikinci bir
dayaniklilik lokusunun varhigmi gostermekte, P. destructor popiilasyonlari arasinda

virtilans agisindan olasi farkliliklar oldugunu gostermektedir. Sonug olarak A. cepa’ya
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benzer morfolojiye sahip geri ¢apraz dollerinde P. destructor’a belirti géstermemesi
sogan mildiydsiine kars1 dayanikli sogan cesitleri 1slaht1 i¢in yeni bakis agilar1 sunacagini

belirtmislerdir.

Scholten ve digerleri (2007) A. roylei’den kaynaklanan sogan mildiyosii direnci soganda
tam bir direng saglar ve tek bir baskin gene dayanir. A. roylei sogan (A. cepa ) ile basarili
bir sekilde melezlenebildiginden, bu genin aktarilmasini amaglayan bir 1slah programi
yaklagik 20 y1l 6nce baslatilmistir. Bu programda bazi aksiliklerle karsilagilmais, ilk olarak
sogan mildiy6 direnci lokusuna bagli tanimlanan molekiiler markoriin kullanimi giderek
zorlasmis ve sonunda ayirt edici giiciinii kaybetmis, ikinci olarak da homozigot
introdiiksiyon hatlar1 (ILs) olusturmak gibi son adimin umulandan daha zor oldugu ortaya
cikmigtir. GISH analizi, diren¢ lokusunu barindiran kromozomal bdlgenin soganin
niikleer arka planinda kalan tek A. roylei pargasi oldugunu goéstermis ve ayrica bu
bolgenin kromozom 3’iin distal ucunda yer aldigim1 dogrulanmistir. Kalan A. roylei
bolgesinde bulunan bazi faktdrlerin sogan genetik arka planinda homozigot olarak
bulundugunda 6ldiiriicii oldugu varsayilmistir. Daha kiiciik ve daha uzakta bulunan bir
introgression pargasina sahip bir bitkinin ve onun déliinde homozigot ILs tanimlanmasi
bu hipotezi dogrulamistir. Bu neredeyse izogenik hatlarin yardimiyla, direng geniyle
yakindan baglantili dort AFLP markorii tanimlanmis ve bunlar markor destekli
seleksiyonda i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir. P. destructor’'un neden oldugu sogan
mildiyosii  direncinin sogana kazandirilmasi, ¢evre dostu sogan ¢esitlerinin

gelistirilmesinde 6nemli bir adimdir.

Buloviene ve Surviliene (2009) inokulum konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, bagil nem
(RH) ve sicakligin sogan yapraklarinda P. destructor ‘un sporlanmasi tizerindeki etkisi bir
serada kontrollii cevre kosullar1 altinda analiz etmislerdir. Sogan yapraklarinin
yiizeylerinden toplanan sporlar distile su ile 10> 10% 10* 10> 10° spor/ml
konsantrasyonlarda siispansiyon hazirlanmis ve bitkilere inokule edilmistir. Inokule
edilen bitkilerde 10° spor/ml konsantrasyonunda 4 giinde spor ¢imlenmesi ve sporlanma
en kisa siire oldugunu belirlemislerdir. Enfeksiyonun yogunlugu ve enfekte olmus
bitkilerin sporlanmasi, inkiibasyon siiresi ve sicakligindan biiyiik Olclide etkilendigi
goriilmiistiir. Inokiile edilen bitkilerin 8 giin boyunca 15°C’de ve ardindan 5 giin boyunca

22°C’de maruz birakilmasi, enfeksiyon yiizdesi ve yiiksek miktarda sporlanma ile
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sonuglanmistir. Bu ¢alisma sonucunda P. destructor i¢in sporlanmanin 4-8 giinliik bir
periyotta ve 15°C’de 8 giin ve 22 °C’de 5 giin inkiibasyonda %43 enfeksiyon yiizdesi ile

en fazla sporlanmanin oldugunu gostermislerdir.

Kim ve digerleri (2016) Sogan mildiydsiine karsi dayaniklilik geni daha 6nce tiirler arasi
melezleme kullanilarak yabani tiir A. roylei’den aktarilmis ve direng geninin kromozom
3’in sonunda bulundugu bildirmislerdir. Bu dayaniklilik geninin soganda yerli 1slah
hatlarina aktariminin saglanabilmesi i¢in markor destekli geri melezlemeyi (MAB)
destekleyen bir molekiiler isaretleyiciyi gelistirmislerdir. iki baglant: haritasinda
kromozom 3’iin sonundaki sekiz lokusun cDNA dizilerini transkriptom veri tabanindan
elde etmislerdir. Sekiz lokusun ¢kzon dizileri kullanilarak primer ¢iftlerini
tasarlamiglardir. Bunlar arasindan 125255 lokusunun PCR iriinleri sogan ve A. roylei
arasinda uzunluk polimorfizmi géstermis ve dizi analizinde intron dizileri 67bp’lik bir
indelin var oldugunu gostermis, bu indel polimorfizmine bagli olarak basit PCR
molekiiler isaretleyicisi DMR1’1 gelistirmislerdir. Farkli cesit soganlar ile yapilan
analizin sonucunda dayanikli olan ¢esit disinda diger ¢esitlerin higbiri A. roylei’ye 6zgii
markdr genotipi icermedigini gostermislerdir. Bu sonuglar, DMRI1 molekiiler
isaretleyicisinin sogan mildiy6siiniin dayaniklilik genini igeren A. roylei parcasini basarili

bir sekilde etiketledigini gdstermektedir.

Khrustaleva ve digerleri (2019) Yapilan ¢alismada, sogan mildiyosii hastaligina dayanikli
soganin (A. cepa) tiirler aras1 islahinda basit ve saglam bir molekiiler isaretleyici
kullanilarak kromozom diizeyinde introgresyon siirecini izlemek i¢in genomik in situ
hibridizasyonun (GISH) avantajlarindan  yararlanmiglardir. Genomik in  situ
hibridizasyon (GISH) ve daha 6nce gelistirilen DMR1 molekiiler isaretleyicisinin 1slah
stirecini takip etmek ve hedefli se¢im yapmak i¢in kullanilmis olmasi sogan mildiydsiine
dayanikli homozigot introdiiksiyon hatlar1 oldukca kisa bir 1slah siiresinde basarili bir
sekilde tiretmislerdir. Soganin iki yillik bir bitki olmasindan dolay1 F1 hibrit liretiminden
sogan mildiydsiine dayanikli S2BC2 homozigot hatlarinin olugturulmasina kadar yedi y1l
geemistir. GISH kullanilarak, S2BCz2’nin ii¢ dol bitkisinin A. cepa genetik arka planinda
kromozom 3’iin uzun kolunun distal bolgesinde bir A. roylei homozigot DNA pargasina
sahip oldugu gosterilmistir. Daha 6nce, 6ldiiriicii bir genin (genlerin) sogan mildiydsiine

dayaniklilik geniyle baglantili oldugu varsayilmisti. Molekiiler sitogenetik yaklasimla,

12



kromozom 3 iizerindeki A. roylei parcalarinin boyutunda farklilik gosteren homozigot
introgresyon hatlarini kullanarak 6liimciil gen(ler)i fiziksel olarak daha kesin bir sekilde

haritalama yapmislardir.

Arias ve digerleri (2020) Bu arastirmada, ulusal ¢esitler ile kismi bir dayanim kaynagi
olan ‘Regia’ ¢esidi arasindaki ¢aprazlamalardan elde edilen alt1 délde sogan mildiydsii
dayanim ayrimi analiz edilmistir. F1S2 hatlar1 ‘Regia’ X ‘Pantanoso del Sauce’nin sogan
mildiyosii hastalik siddeti, sogan mildiydstiniin histolojik kantitatif farkliliklar1 ve
agronomik oOzellikleri agisindan tepkileri iki kez (Agustos ve Kasim 2017)
degerlendirilmistir. Daha erken bir seleksiyon siirecinden gegcen F1S2 hatlari, ebeveynler
arasinda orta diizeyde bir sogan mildiydsii siddeti gostermistir. Hastalik siddeti, enfekte
stoma oranindaki histolojik farkliliklarla pozitif korelasyon gostermistir. ‘Regia’ en
diisiik sogan mildiyosii siddetini ve en yliksek saglikli stoma yiizdesini sunmustur. En
direncli F1S2 hatlar1 sogan verimi, sogan kalite 6zellikleri ve hasat sonrasi davranis
acisindan kontrol ¢esitlerinden farkli olmadig1 ve su anda yetistirilen cesitlere kiyasla
sogan mildiyosiine dayanikli bir c¢esit gelistirmek igin temel olusturabilecegini

belirtmisglerdir.

Watanabe ve Syobu (2022) Bu c¢alismada, P. destructor’un neden oldugu sogan
mildiydsiiniin birincil kaynag: topraktaki oosporlarin olasi rolii arastirilmistir. Oosporlar
ilkbaharda hastalikli yapraklarin dékiintiilerinden toplanmis ve yaz boyunca agik havada
depolanmistir. Elde edilen oospor siispansiyonlari, laboratuvarda ¢imlenme deneyleri ve
inokulasyon deneyleri i¢in kullanilmistir. Bardaklarda topraga gdmiilen oosporlarin
¢imlenmesi yaklasik %0,3-%1,3 oraninda gerceklesmistir. Oospor siispansiyonlari, sogan
tohumlar1 ekilirken veya fide asamasinda kaplardaki yapay kiiltiir topragina enjekte
edilmistir. Bu bitkiler 40 giinden fazla bir siire boyunca bir iklim odasinda yetistirildikten
sonra, bitkilerin yaklasik %20-%30’u ticari tarlalarda gozlemlenen sogan tiiyli
mildiy0siiniin birincil enfeksiyon semptomlarini iiretmistir. Semptomatik bitkilerde P.
destructor’un varhigi histolojik gézlemler ve tiire 6zgii PCR ile dogrulanmistir. Sonug
olarak, laboratuvar deneyleri ilk kez agik havada fazla miktarda bulunan P. destructor
oosporlarin toprakta ¢imlendigini ve ¢imlenebilir oosporlar1 igeren toprak alti

inokulumunun birincil enfeksiyona neden oldugunu, konukc¢usuz dénemlerde oospor
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olarak hayatta kaldigin1 ve bir sonraki biiyiime sezonunda sogan mildiydsii i¢in birincil

inokulum kaynagi olabilecegini gostermislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Tezin yiiriitiildiigii laboratuvar alan

Bu tez ¢aligmasi bazi sogan genotiplerinde sogan mildiydsiine karst dayaniklilik geninin
varligmi belirlemek amaciyla Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri

Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yiiriitilmiistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bahge Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari
3.2.2. Kullanilan bitki 6rnekleri

Tez caligmasinda 111 genotipten alinan sogan yaprak drnekleri kullanilmigtir. Kullanilan
ornekler sogan mildiydo dayanim aktariminda kullanilan i1slah materyalleridir. Yaprak

orneklerinin listesi Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan sogan genotipleri ve 6rnek sira numaralari

Ornek Sira No. |Genotip Adi | Ornek Sira No. | Genotip Adi
1 SKT-1 39 14-5-1S
2 SKT-2 40 14-5-2S
3 SKT-3 41 14-5-3S
4 SKT-4 42 14-5-4S
5 SKT-5 43 14-5-5S
6 SKT-6 44 14-5-6S
7 SKT-7 45 14-5-7S
8 SKT-8 46 14-5-8S
9 SKT-9 47 14-5-9S
10 SKT-10 48 14-5-10S
11 SKT-11 49 14-5-11S
12 USA-1-1 50 14-5-12S
13 USA 1-2 51 14-5-13S
14 USA-1-3 52 14-5- 1F
15 USA-1-4 53 14-5-2F
16 USA-2-1 54 14-5-3F
17 USA-2-2 55 14-5-4F
18 USA-2-3 56 14-5-5F
19 USA-4 57 14-5-6F
20 15-7-1 58 14-5-7F
21 15-6-1 59 14-5-8F
22 14-3-1 60 14-5-9F
23 14-3-2 61 14-5-10F
24 14-3-3 62 14-5-11F
25 14-3-4 63 14-5-12F
26 14-3-5 64 14-5-13F
27 14-3-6 65 14-5-14F
28 14-3-7 66 14-6-1S
29 14-3-8 67 14-6-2S

30 14-3-9 68 14-6-3S
31 14-3-10 69 14-6-4S
32 14-4-1 70 14-6-5S
33 14-4-2 71 14-6-6S
34 14-4-3 72 14-6-7S
35 14-4-4 73 14-6-8S
36 14-4-5 74 14-6-9S
37 14-4-6 75 14-6-10S
38 14-4-7 76 14-6-1F
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan sogan genotipleri ve 6rnek sira numaralari(devam)

Ornek Sira No. | Genotip Ad1 | Ornek Sira No. | Genotip Ad
77 14-6-2F 95 16-5-12F
78 14-6-3F 96 16-5-13F
79 14-6-4F 97 15-9-1F
80 14-6-5F 98 15-9-2F
81 14-6-6F 99 15-9-3F
82 14-6-7F 100 15-9-4F
83 13-7-1 101 15-9-5F
84 13-9-2 102 15-9-6F
85 16-5-2F 103 15-9-7F
86 16-5-3F 104 15-9-8F
87 16-5-4F 105 15-9-9F
88 16-5-5F 106 15-9-10F
89 16-5-6F 107 15-9-11F
90 16-5-7F 108 19-8-1F
91 16-5-8F 109 19-8-2F
92 16-5-9F 110 19-3-1
93 16-5-10F 111 14-9-1
94 16-5-11F

3.2.3. Tez ¢calismasinda kullanilan cihazlar

Santriftij cihazi (VWR Micro Star 17) Su banyosu (GFL 1902), Vortex, PCR cihazi
(Applied Biosystems Veriti 96 well Thermal Cycler), Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo
EC- EC 1000-90), Elektroforez sistemi (USA Scientific DNA Plus). Kullanilan cihazlar
Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. A) Applied Biosystems PCR cihazi, B) VWR santrifiij cihazi, C) GFL Su
banyosu, D) Elektroforez Sistemi

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki yaprak orneklerinin alinmasi

Bitki o6rnekleri alinirken kotiledon yapraklardan sonra gelisen gergek ve geng
yapraklardan orneklerin alinmasina dikkat edilmistir. Bitkiler 6rnek posetlerine konulmus

ve araziden laboratuvara getirilene kadar buz tizerinde muhafaza edilmistir.

3.2.2. Yaprak orneklerinin liyafilizatorde kurutulmasi

Liyafilizator cihazt yaprak Orneklerindeki suyun uzaklastirilmas: yontemiyle
dondurularak kurutulmasini sagladigi i¢in yaprak orneklerinin molekiiler ve fiziksel

yapisina zarar vermeden saklanmasini saglamaktadir. Yaprak ornekleri araziden
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getirildikten sonra liyafilizator cihazina konularak 3 giin siire ile kurutulmustur. Kurutma

islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler -20°C’de analizler yapilincaya kadar saklanmaistir.

Sekil 3.3. Yaprak 6rneklerinin kurutulmasi A) Liyafilizator cihazi (Christ Alpha 1-4 LD
Plus) B) Orneklerin cihaza yerlestirilmesi C-D) Kurutulan yaprak &rneklerinin
goruntimu.
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3.2.3. Yapraklardan DNA 6rnegi elde edilmesi

Tez c¢aligmasi i¢in kurutulup -20°C’de saklanan yaprak drnekleri molekiiler isaretleyici
analizlerinde kullanilabilmesi i¢in ilk asama olarak orneklerden DNA izole edilmistir.
Izolasyon siirecinde hiicre duvarinin parcalanmas, hiicresel proteinlerin uzaklastirilmas:
saglanarak DNA’nin ¢oziindiiriilmesi, DNA’nin ¢oktiiriilmesi ve son olarak DNA’nin
saflagtirllmas1 adimlar1 izlenerek DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA

orneklerinin konsantrasyonlarini dlgtilerek analizlere hazir edilmistir.

DNA &rneklerinin elde edilmesinde CTAB yontemi kullanilmis (Fiitterer ve digerleri

1995) ve asagidaki adimlar izlenmistir:

1. -20°C’de saklanan yaprak Ornekleri ¢ikarildiktan sonra oda sicakligina gelmesi
beklenmistir. Her yaprak orneginden 25 mg olacak sekilde hassas terazide tartilmistir.
Tartilan 6rnekler hazirlanan 2 mL ependorf tiiplere aktarilmistir (Sekil.3.4).

2. Orneklerin pargalanip toz haline gelebilmesi i¢in ependorf tiipler igerisine 5 adet 3mm
capindaki ve 1 adet 6mm ¢apindaki boncuklardan konmustur. 12 dk boyunca ogiitliciide
parcalanmaya birakilmistir (Sekil.3.4).

Sekil 3.4. A) Orneklerin hassas terazide tartilmas1 B) Orneklerin parcalanabilmesi igin
kullanilan 6 mm ve 3 mm capindaki boncuklar

3. Toz haline gelen orneklerin lizerine 1000 pl extraction buffer eklenmistir. Vorteks
yardimiyla tiip i¢erisindeki 6rnekler homojen olana kadar karistirilmistir

4. 65°C’ye ayarlanan su banyosunda 6rnekler 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Bu esnada

tiipler 10 dakikada bir hafif sekilde ¢alkalanmistir.
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5. Sicak su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda sicakligina gelene kadar bekletildikten
sonra iizerlerine 800 pl CO eklenmistir ve rack ile ters diiz edilmistir.

6. 16 000 g’de 5 dk siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olugan 3 fazdan en Ustteki
faz dikkatli sekilde cekilerek yeni 2 mL tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 100 pul CTAB
tamponu ve 800 pl CO eklenip, karistirilmistir (Sekil.3.5).

Sekil 3.5. A) Orneklerin santrifiij islemi icin cihaza yerlestirilmesi B) Santrifiijden sonra
olusan 3 fazin goriiniimii ve temiz faz kisminin pipet yardimiyla ¢ekilmesi

7.16 000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan 2 fazdan en istteki faz
yeni hazirlanan 2 mL’lik tiiplere aktarilmistir (Sekil 3.5).

8. Yeni tiipe aktarilan sivinin tizerine DNA ’nin ¢6ziinmesini saglamak amaciyla -20°C’de
saklanan izopropanolden 800 pl eklenip hafif sekilde galkalanmig ve 1 saat -80°C’de
bekletilmistir (Sekil 3.6).

9. 1 saat siire dolduktan sonra drnekler ¢ikarilip oda sicakligina gelmesi beklenmistir.
DNA’nin ¢okelmesi amaciyla 16 000 g’ de 5 dk santrifiij edilmistir. DNA ¢okelmesi ile
tiiplerin dip kisminda beyaz renkli pellet yapist olusmustur.
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Sekil 3.6. A) Olusan 2 fazin gériiniimii B) izopropanol eklendikten sonra DNA’nin
¢ozlinmesi

10. Ependorf tiiplerin icerisindeki sivi tiiplerin dip kisminda DNA’nin ¢okelmesi ile
olusan pellet yapis1 diisiiriilmeden dokiilmiistiir. Uzerlerine 400 pl NACI ¢ozeltisinden
eklenmistir.

11. 65°C ayarli su banyosunda 20 dk siire ile NACI ¢ozeltisinin igerisinde DNA’larin
¢Oziinmesi i¢in inkiibasyona birakilmistir.

12. inkiibasyondan ¢ikarilan &rnekler 16 000 g’ de 5 dk santrifiij edilmistir. Sonrasinda
stvi kistm 1.5 mL ependorf tiiplere aktarilmistir.

13. Uzerlerine 1000 ul %100 Etil alkol eklenerek bir gece -20°C’de bekletilmistir.

14. Diger giin -20°C den ¢ikarilan 6rneklerin oda sicakligia gelmesi beklenmistir. 16
000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir.

15. Santriflijden ¢ikan tiiplerin dip kismindaki pellete dikkat ederek lizerindeki sivi
dokiilmiistiir. Uzerlerine tekrar 500 pl %70 etil alkol eklenmistir. 16 000 g’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Etil alkol ile yikama islemi yapilmis ve saf DNA elde edilmistir.

16. Orneklerin iizerindeki s1v1 tekrar dokiilmiis ve etil alkoliin kurumasi i¢in kagit havlu
iizerinde 1 saat kurumaya birakilmistir.

17. Tiipler kuruduktan sonra 50 ul TE buffer DNA 6rneklerinin iizerine eklenmistir.
DNA’lar bu siv1 igerisinde -20°C’de saklanmistir.
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3.2.4. SSR molekiiler isaretleyicileri yardimiyla PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
dongiisii

Polimeraz zincir reaksiyonu molekiiler isaretleyicilerin istenilen gen bdlgesine
baglanmasi ile o bdlgenin ¢ogaltilmasini saglamaktadir. Bu tez calismasinda DMRI1 ve
DMR2 SSR markorleri kullanilarak sogan mildiydsiine karsit dayaniklilik geni tasiyan
genotipler belirlenmistir. SSR primerler kullanilmadan 6nce datasheet’te yer alan F ve R
primerleri i¢in belirtilen miktarlara uygun olarak steril distile su (sdH20) ile sulandirilmis
ve ara stok olusturulmustur. Kullanilan molekiiler isaretleyicilerine ait sekans bilgileri

Cizelge 3.2° de verilmistir.

Ara stok olusturmak i¢cin: DMR1 ve DMR2 molekiiler isaretleyicilerinin F ve R primerleri
icin ayr1 ayr1 ependorf tiiplere 10 pl primer ve 990 ul distile saf su eklenerek %1°lik ara
stoklar olusturulmustur. Analizler yapilincaya kadar -20°C’de saklanmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Molekiiler isaretleyicilerin sulandirilmasi ve ara stok olusturulmasi

Cizelge 3.2. DMR1 ve DMR2 molekiiler isaretleyicilerine ait sekans bilgileri (Kim ve
digerleri 2016).

.| Primer | Primer : I,
Markor Tiirii Ady Primer Sekans Bilgileri (5°-3”)

Restriksiyon
Enzim

DMR1-F | TGAGGCTCAAGTTGACATGC Basit PCR

DMR1 | SCAR ) -
DMR1-R | TTCGTAGCAGCATCAAGGTG isaretleyici

DMR2 | CAPS DMR2-F | GGAAGGTTCGGATGCAGTAA Msp |

DMR2-R |GCATTTCGGCTGCAGCTATTT
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PCR dongiisii igin 111 sogan genotipinden elde edilen DNA 6rnekleri kullanilmistir. PCR
reaksiyonunda Cizelge 3.3’te verilen bilesenler kullanilarak karisim hazirlanmis ve
Cizelge 3.4°te verilen sicaklik ve dongiiler ayr1 ayr1 DMR1 ve DMR2 molekiiler

isaretleyicileri i¢in ayarlanarak PCR cihazinda 3 saat reaksiyona birakilmustir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonu bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar (ul)
dH20 14,75
Taq buffer (10X) 2,5
dNTP (5mM) 2,5
MgCl2 (25mM) 1,6
Primer F +R (5uM) 15
DNA 2

Tag DNA polimeraz 0,15
TOPLAM 25

Cizelge 3.4. DMR1 ve DMR?2 primerleri i¢in PCR reaksiyon kosullar1 (Kim ve digerleri
2016).

Basamak Sicaklik (°C) Siire(dk) Dongii

1 95 4:00 1
95 0:30

2 65 0:30 10
72 1:00
94 0:30

3 57 0:30 35
72 1:00

4 72 10:00 1

5 4 00

Calismada kullanilan DMR2 molekiiler isaretleyicisi CAPS primeri oldugu i¢in PCR
dongiisii tamamlanan DNA 6rnekleri Msp | restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Cizelge
3.5’te verilen bilegenler kullanilarak karisim hazirlanmigtir. Restriksiyon enzimi eklenen

ornekler 37°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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Cizelge 3.5. Msp | restriksiyon enzimi ile DNA kesme protokolii

Bilesenler Miktar (ul)
dH20 18
Taq buffer (10X) 2
Restriksiyon enzim 1
DNA 10
TOPLAM 31

3.2.5. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi

PCR iirlinlerini goriintiileyebilmek i¢in %1,5 agaroz jel hazirlanmistir. %1,5’luk agaroz
jel hazirlamak i¢in 200 ml tank i¢in; 3 gr agaroz tartilmis ve 200 ml 1x TBE
(Tris/Borat/EDTA) buffer dlgiilerek erlen igerisinde 3 dakika mikrodalgada kaynatilarak
agarozun TBE buffer igerisinde ¢ozlindiirilmesi saglanmistir. Hazirlanan jel 200 m1’lik
tank icerisine dokiiliip, DNA 6rneklerinin yiiklenebilmesi i¢in elektroforez taraklari tanka
yerlestirilmistir. Jelin kurumasi i¢in 1 saat beklenmistir. PCR’dan ¢ikan 6rnekler jeldeki
kuyucuklara sirasiyla yliklenerek elektroforezde 120 volt ayarlanarak 2 saat boyunca
yiritiilmistir. 2 saat siire dolduktan sonra jel UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Sekil
3.8).

KULLANDIKTAN
SONRA LUTFEN
KAPATINIZ 11!

Sekil 3.8. Agaroz jel goriintiileme kabini ve goriintiilerin aktarildig: bilgisayar sistemi
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4. BULGULAR
4.1. DNA Konsantrasyon Miktarlari

Sogan genotiplerine ait 111 adet bitkinin DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari 9,793 ng/

ul-96,813 ng/ul arasinda degistigi belirlenmistir. DNA Orneklerinin konsantrasyon

miktarlar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. DNA orneklerinin konsantrasyon miktarlari

Ornek DNA Ornek DNA

Sira Genotip | Konsantrasyonu | Sira Genotip | Konsantrasyonu

no. Adi (ng/nl) no. Adi (ng/ nl)
1 SKT-1 53,766 31 14-3-10 60,524
2 SKT-2 57,538 32 14-4-1 27,292
3 SKT-3 43,192 33 14-4-2 50,976
4 SKT-4 61,796 34 14-4-3 37,302
5 SKT-5 15,065 35 14-4-4 44,182
6 SKT-6 14,646 36 14-4-5 53,253
7 SKT-7 54,874 37 14-4-6 22,039
8 SKT-8 33,411 38 14-4-7 25,212
9 SKT-9 52,448 39 14-5-1S 30,682
10 SKT-10 10,346 40 14-5-2S 31,013
11 SKT-11 13,797 41 14-5-3S 72,077
12 USA 1-1 18,672 42 14-5-4S 52,562
13 USA 1-2 65,789 43 14-5-58 42,08
14 USA 1-3 47,081 44 14-5-6S 51,828
15 USA 1-4 37,881 45 14-5-7S 18,578
16 USA 2-1 15,751 46 14-5-8S 27,562
17 USA 2-2 16,353 47 14-5-9S 22,847
18 USA 2-3 24,727 48 14-5-10S 30,476
19 USA-4 25,102 49 14-5-11S 42,051
20 15-7-1 44,809 50 14-5-12S 96,813
21 15-6-1 52,828 51 14-5-13S 50,635
22 14-3-1 34,417 52 14-5- 1F 63,104
23 14-3-2 13,289 53 14-5-2F 29,111
24 14-3-3 20,091 54 14-5-3F 52,098
25 14-3-4 15,841 55 14-5-4F 32,197
26 14-3-5 18,497 56 14-5-5F 43,235
27 14-3-6 46,939 57 14-5-6F 37,316
28 14-3-7 49,310 58 14-5-7F 48,732
29 14-3-8 11,261 59 14-5-8F 47,779
30 14-3-9 40,316 60 14-5-9F 51,832
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Cizelge 4.1. DNA o6rneklerinin konsantrasyon miktarlari (devam)

Ornek DNA Ornek DNA

Sira Genotip | Konsantrasyonu | Sira Genotip | Konsantrasyonu

No. Adi (ng/nl) No. Ad1 (ng/pl)
61 14-5-10F 38,947 87 16-5-4F 83,763
62 14-5-11F 68,99 88 16-5-5F 65,2
63 14-5-12F 67,858 89 16-5-6F 41,112
64 14-5-13F 51,634 90 16-5-7F 70,471
65 14-5-14F 38,007 91 16-5-8F 74,345
66 14-6-1S 43,229 92 16-5-9F 92,454
67 14-6-2S 32,863 93 16-5-10F 69,227
68 14-6-3S 43,889 94 16-5-11F 90,874
69 14-6-4S 58,333 95 16-5-12F 39,042
70 14-6-5S 58,427 96 16-5-13F 93,606
71 14-6-6S 57,869 97 15-9-1F 18,614
72 14-6-7S 68,024 98 15-9-2F 70,127
73 14-6-8S 77,093 99 15-9-3F 19,232
74 14-6-9S 51,764 100 15-9-4F 43,558
75 14-6-10S 56,541 101 15-9-5F 26,604
76 14-6-1F 39,476 102 15-9-6F 57,386
77 14-6-2F 59,265 103 15-9-7F 37,579
78 14-6-3F 38,9 104 15-9-8F 45,379
79 14-6-4F 58,329 105 15-9-9F 23,095
80 14-6-5F 66,926 106 15-9-10F 34,116
81 14-6-6F 77,47 107 15-9-11F 19,437
82 14-6-7F 56,748 108 19-8-1F 27,074
83 13-7-1 47,582 109 19-8-2F 9,793
84 13-9-2 86,49 110 19-3-1 41,012
85 16-5-2F 48,194 111 14-9-1 45,066
86 16-5-3F 21,042

4.2. DMR1 Molekiiler Isaretleyicisi Agaroz Jel Goriintiisii Analizleri

DMRI1 molekiiler isaretleyicisi Kik ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu calismaya gore
sogan mildiydsiine karst dayaniklilik gosteren genin DMR1 molekiiler isaretleyicisi i¢in
505 bp uzunlugunda bir DNA bandinda heterozigot agilim gosterdigi ve hassas genin ise
438 bp uzunlugunda bir DNA bandinda bulundugunu gostermistir. DNA bantlarindaki
acilmay1 goriintiileyebilmek icin Thermo Scientific GeneRuller 100 bp DNA Ladder

kullanilmistir. Bu kapsamda DMR1 molekiiler isaretleyici agaroz jel analizlerine gore
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SKT-1, SKT-2, SKT-5, SKT-8, SKT10, SKT-11, 14-3-2, 14-3-5, 14-3-6, 14-3-8, 14-3-9,
14-4-1, 14-4-6, 16-5-3F, 16-5-7F, 16-5-8F, 16-5-10F,16-5-11F, 15-9-1F, 15-9-3F, 15-9-
4F, 15-9-5F, 15-9-7F, 15-9-9F, 19-8-1F genotiplerinin 505bp uzunlugunda bir bantta
acilim gosterdigi icin sogan mildiydsiine karsi dayaniklilik geni tasidiklari tespit
edilmistir. Yukarida siralanan 6rnekler disindaki 6érneklerin 438 bp uzunlugunda bir band
gosterdigi icin sogan mildiydsiine karst dayaniklilik geni tasimayip hassas olduklari
belirlenmistir. DMR1 molekiiler isaretleyici analiz sonuglarina goére calisilan 111
genotipten 25 tanesinin sogan mildiyosiine karsi dayaniklilik geni tasidigi, 86 tanesinin
sogan mildiydsii i¢in hassas gen tasidigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Dayaniklilik geni
tagityan genotipler agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3’te tizeri kirmizi

ile isaretlenerek gosterilmistir.
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— R — — gy e— =—--'---—---—-—— o

Sekil 4.1. DMR1 molekiiler isaretleyicisi ile ¢alisilan 1-46. DNA 6rneklerinin agaroz jel
goruntusu
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Sekil 4.2. DMR1 molekiiler isaretleyicisi ile ¢alisilan 47-92. DNA 6rneklerinin agaroz
jel goriintiisii

Sekil 4.3. DMR1 molekiiler isaretleyicisi ile ¢alisilan 93-111. DNA 6rneklerinin agaroz
jel goriintiisti
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Cizelge 4.2. DMR1 molekiiler isaretleyici analizine gore 111 sogan genotipinin sogan

mildiydsiine kars1 dayanikli-hassas gen tasima durumlari

Ornek | Genotip Ornek
SiraNo |Adi DMRI1 Sonug |Sira No | Genotip Ad1i | DMR1 Sonug
1 SKT-1 | DAYANIKLI 39 14-5-1S HASSAS
2 SKT-2 | DAYANIKLI 40 14-5-2S HASSAS
3 SKT-3 HASSAS 41 14-5-3S HASSAS
4 SKT-4 HASSAS 42 14-5-4S HASSAS
5 SKT-5 | DAYANIKLI 43 14-5-5S HASSAS
6 SKT-6 HASSAS 44 14-5-6S HASSAS
7 SKT-7 HASSAS 45 14-5-7S HASSAS
8 SKT-8 | DAYANIKLI 46 14-5-8S HASSAS
9 SKT-9 HASSAS 47 14-5-9S HASSAS
10 SKT-10 | DAYANIKLI 48 14-5-10S HASSAS
11 SKT-11 | DAYANIKLI 49 14-5-11S HASSAS
12 USA- 1-1 HASSAS 50 14-5-12S HASSAS
13 USA 1-2 HASSAS 51 14-5-13S HASSAS
14 USA- 1-3 HASSAS 52 14-5- 1F HASSAS
15 USA-1-4 HASSAS 53 14-5-2F HASSAS
16 USA-2-1 HASSAS 54 14-5-3F HASSAS
17 USA-2-2 HASSAS 55 14-5-4F HASSAS
18 USA-2-3 HASSAS 56 14-5-5F HASSAS
19 USA-4 HASSAS 57 14-5-6F HASSAS
20 15-7-1 HASSAS 58 14-5-7F HASSAS
21 15-6-1 HASSAS 59 14-5-8F HASSAS
22 14-3-1 HASSAS 60 14-5-9F HASSAS
23 14-3-2 | DAYANIKLI 61 14-5-10F HASSAS
24 14-3-3 HASSAS 62 14-5-11F HASSAS
25 14-3-4 HASSAS 63 14-5-12F HASSAS
26 14-3-5 | DAYANIKLI 64 14-5-13F HASSAS
27 14-3-6 | DAYANIKLI 65 14-5-14F HASSAS
28 14-3-7 HASSAS 66 14-6-1S HASSAS
29 14-3-8 | DAYANIKLI 67 14-6-2S HASSAS
30 14-3-9 | DAYANIKLI 68 14-6-3S HASSAS
31 14-3-10 HASSAS 69 14-6-4S HASSAS
32 14-4-1 | DAYANIKLI 70 14-6-5S HASSAS
33 14-4-2 HASSAS 71 14-6-6S HASSAS
34 14-4-3 HASSAS 72 14-6-7S HASSAS
35 14-4-4 HASSAS 73 14-6-8S HASSAS
36 14-4-5 HASSAS 74 14-6-9S HASSAS
37 14-4-6 | DAYANIKLI 75 14-6-10S HASSAS
38 14-4-7 HASSAS 76 14-6-1F HASSAS
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Cizelge 4.2. DMR1 molekiiler isaretleyici analizine gére 111 sogan genotipinin sogan

mildiydsiine kars1 dayanikli-hassas gen tasima durumlari (devam)

Ornek |Genotip Ornek

Sira No |Ad1 DMRI1 Sonu¢ | Sira No | Genotip Ad1 | DMR1 Sonu¢
77 14-6-2F HASSAS 95 16-5-12F HASSAS
78 14-6-3F HASSAS 96 16-5-13F HASSAS
79 14-6-4F HASSAS 97 15-9-1F DAYANIKLI
80 14-6-5F HASSAS 98 15-9-2F HASSAS
81 14-6-6F HASSAS 99 15-9-3F DAYANIKLI
82 14-6-7F HASSAS 100 15-9-4F DAYANIKLI
83 13-7-1 HASSAS 101 15-9-5F DAYANIKLI
84 13-9-2 HASSAS 102 15-9-6F HASSAS
85 16-5-2F HASSAS 103 15-9-7F DAYANIKLI
86 16-5-3F DAYANIKLI 104 15-9-8F HASSAS
87 16-5-4F HASSAS 105 15-9-9F DAYANIKLI
88 16-5-5F HASSAS 106 15-9-10F HASSAS
89 16-5-6F HASSAS 107 15-9-11F HASSAS
90 16-5-7F DAYANIKLI 108 19-8-1F DAYANIKLI
91 16-5-8F DAYANIKLI 109 19-8-2F HASSAS
92 16-5-9F HASSAS 110 19-3-1 HASSAS
93 16-5-10F DAYANIKLI 111 14-9-1 HASSAS
94 16-5-11F DAYANIKLI

4.3. DMR2 Molekiiler Isaretleyicisi Agaroz Jel Goriintiisii Analizleri

DMR2 molekiiler isaretleyicisi analizlerinde DMR1 molekiiler isaretleyicisi analiz
sonuglarma gore dayamiklilik gen tasidigi belirlenen 25 genotip kullanilarak analizler
yapilmistir. Kullanilan diger molekiiler isaretleyicit DMR2 molekiiler isaretleyicisi Kik
ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu calismaya gore sogan mildiydsiine karsi
dayaniklilik gdsteren genin 304 bp uzunlugunda bir DNA bandinda ag¢ilim gosterdigi ve
hassas genin ise 175 bp uzunlugunda bir DNA bandinda bulundugunu gostermistir. DNA
bantlarindaki acilmay1 goriintiileyebilmek icin Thermo Scientific GeneRuller 100 bp
DNA Ladder kullanilmistir. DMR2 molekiiler isaretleyicisi analiz sonuglarina gore 25
genotipten 8§ tanesinin dayaniklilik geni tasidigi belirlenmistir (Cizege 4.3). SKT-2, SKT-
5, SKT-11, 14-3-2, 14-3-6, 14-3-9, 14-4-1, 14-4-6 genotipleri 304 bp uzunlugunda bir
bantta acilim gostermesinden dolay1 dayaniklilik geni tagidigi belirlenmistir. Bu 6rnekler

disindaki 17 genotip 175 bp uzunlugunda bir bantta agilim gosterdigi icin sogan
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mildiy0siine karst hassas gen tasidigi belirlenmistir. Sekil 4.4°te dayanikli geni tasidiklart

belirlenen genotipler agaroz jel goriintiisii tizerinde kirmizi ile isaretlenerek gosterilmistir.

Sekil 4.4. 25 sogan genotip i¢in DMR2 molekiiler isaretleyicisi agaroz jel goriintiisii

Cizelge 4.3. DMR1 molekiiler isaretleyicisine gore dayanikli gen tasidigi tespit edilen 25
sogan genotipinin DMR2 molekiiler isaretleyici analizine gore sogan mildiydsiine karsi
dayanikli-hassas gen tasima durumlari

Ornek Ornek

Sira No | Genotip Ad1 | DMR2 Sonu¢ | Sira No | Genotip Ad1i | DMR2 Sonug
1 SKT-1 HASSAS 14 16-5-3F HASSAS
2 SKT-2 DAYANIKLI 15 16-5-7F HASSAS
3 SKT-5 DAYANIKLI 16 16-5-8F HASSAS
4 SKT-8 HASSAS 17 16-5-10F HASSAS
5 SKT-10 HASSAS 18 16-5-11F HASSAS
6 SKT-11 DAYANIKLI 19 15-9-1F HASSAS
7 14-3-2 DAYANIKLI 20 15-9-3F HASSAS
8 14-3-5 HASSAS 21 15-9-4F HASSAS
9 14-3-6 DAYANIKLI 22 15-9-5F HASSAS
10 14-3-8 HASSAS 23 15-9-7F HASSAS
11 14-3-9 DAYANIKLI 24 15-9-9F HASSAS
12 14-4-1 DAYANIKLI 25 19-8-1F HASSAS
13 14-4-6 DAYANIKLI
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5. TARTISMA VE SONUC

Sogan bitkisi eski ¢aglardan beri insanlar tarafindan yetistiriciligi yapilarak taze
yapraklart ve kuru sogan olarak farkli tiikketim sekillerine sahip olmasindan dolay1
insanlar icin dnemli bir besin kaynag1 olmustur. Igerdigi vitamin ve minareler agisindan
zengin olmasi insan sagligi ve ilaglardaki hammaddenin saglanmasinda 6nemlidir.
Bitkisel hastaliklar yetistiricilikte bitki iizerinde hasarlar meydana getirebilmekte ve
bitkisel tliretimde verim kayiplarina, tohum iiretimi i¢in yapilan yetistiricilikte tohum
kayiplarina neden olarak ekonomik yonden yetistiriciligi etkilemektedir. Soganda fungal
bir hastalik olan P. destructor etmeninin sebep oldugu sogan mildiyosii soganda
yetistiricilik yapilan bolgelerde tahribatlara yol agmakta verim kayiplarina neden
olmaktadir. Hastalik ile miicadelede uygulanabilecek en etkili yontemlerden birisi sogan

mildiydsiine kars1 dayanikli ¢esitlerin kullanimidir.

Bu tez ¢alismasinda, sogan 1slah hatlarindan segilen 111 genotip sogan mildiydsiine karst
dayaniklilik geninin varlig: iki adet (DMR1 ve DMR2) molekiiler isaretleyici analizleri
ile test edilmistir. DMR 1 molekiiler isaretleyici sonuglarina gére 111 genotipten 25 tanesi
dayaniklilik genini tasidigi belirlenmis ve sogan genotiplerinden %22,5’u dayanikli
%77,5°1 hassas bulunmustur. Dayaniklilik geni tasidigi belirlenen genotipler sogan
mildiydsiiniin sogan bitkilerine aktariminda donér bitki olarak kullanilabilecektir. DMR1
molekiiler igaretleyici sonuglarina gore dayaniklilik geni tasidigi belirlenen 25 genotip
DMR2 markeri ile testlendiginde 8 tanesinin dayaniklilik geni tagidigini gostermistir. Bu
sonuca gore ise %7,2’si dayanikli %92,8’1 hassas bulunmustur. Fakat DMR2 molekiiler
isaretleyici analizinde beklenen sonu¢ 25 genotipin hepsinin DMRI1 molekiiler
isaretleyicisinde oldugu gibi dayanikli ¢ikmasiydi. Ciinkii soganda mildiyd igin
dayaniklilik geni baskin tek bir gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sonucun PCR
sicaklik ve dongiilerinde veya restriksiyon enzimi ile kesme asamalarinda DNA nin ilgili

gen bolgesine baglanma durumundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Kim ve digerleri (2016) Sogan mildiy0siine kars1 dayaniklilik geni daha dnce tiirler arasi
melezleme kullanilarak yabani tiir A. roylei’den aktarilmis ve direng geninin kromozom
3’lin sonunda bulundugu bilinmektedir. Bu dayaniklilik geninin soganda (A. cepa) yerli

1slah hatlarma aktariminin saglanabilmesi i¢in markdr destekli geri ¢aprazlamayi1 (MAB)
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destekleyen bir molekiiler isaretleyiciyi gelistirmislerdir. ki baglant: haritasinda
kromozom 3’iin sonundaki sekiz lokusun cDNA dizilerini transkriptom veri tabanindan
elde etmislerdir. Sekiz lokusun ekzon dizileri kullanilarak primer giftlerini
tasarlamislardir. Bunlar arasindan 125255 lokusunun PCR iiriinleri sogan ve A. roylei
arasinda uzunluk polimorfizmi gostermis ve dizi analizinde intron dizileri 67 bp’lik bir
indelin var oldugunu gostermis, bu indel polimorfizmine bagli olarak basit PCR
molekiiler isaretleyicisi DMR1’i gelistirmislerdir. Farkli ¢esit soganlar ile yapilan
analizin sonucunda dayanikli olan ¢esit disinda diger ¢esitlerin higbiri A. roylei’ye 6zgii
markdr genotipi icermedigini gostermislerdir. Bu sonuglar, DMRI1 molekiiler
isaretleyicisinin sogan mildiy6siiniin dayaniklilik genini igeren A. roylei parcasini basarili

bir sekilde etiketledigini gostermektedir.

Khrustaleva ve digerleri (2019) Yapilan ¢alismada, sogan mildiydsii hastaligina dayanikli
soganin (A. cepa) tiirler arasi islahinda basit ve saglam bir molekiiler isaretleyici
kullanilarak kromozom diizeyinde introgresyon siirecini izlemek i¢in genomik in situ
hibridizasyonun (GISH) avantajlarindan yararlanmiglardir. Genomik in  situ
hibridizasyon (GISH) ve daha 6nce gelistirilen DMR1 molekiiler isaretleyicisinin 1slah
stirecini takip etmek ve hedefli se¢im yapmak i¢in kullanilmis olmasi sogan mildiydsiine
dayanikli homozigot introdiiksiyon hatlar1 olduk¢a kisa bir 1slah siiresinde basarili bir
sekilde tiretmislerdir. Soganin iki yillik bir bitki olmasindan dolay1 F1 hibrit tiretiminden
sogan mildiydsiine dayanikli S2BC2 homozigot hatlarinin olusturulmasina kadar yedi yil
gecmistir. GISH kullanilarak, S2BC2’nin ii¢ dol bitkisinin A. cepa genetik arka planinda
kromozom 3’{in uzun kolunun distal blgesinde bir A. roylei homozigot fragmanina sahip
oldugu gosterilmistir. Daha Once, Oldiiriici bir genin (genlerin) sogan mildiysiine
dayaniklilik geniyle baglantili oldugu varsayilmisti. Molekiiler sitogenetik yaklasimla,
kromozom 3 {izerindeki A. roylei parcalarinin boyutunda farklilik gésteren homozigot
introgresyon hatlarini kullanarak 6liimciil gen(ler)i fiziksel olarak daha kesin bir sekilde

haritalama yapmuislardir.

Tarimsal liretimde dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi hastaliklar ile miicadelede daha etkili
yontemlerden biri olup sogan mildiydsiine karst dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi
onemlidir. Bu tez ¢aligmasinda sogan mildiydsiine karsi aktarim amaciyla kullanilan

sogan genotipleri molekiiler isaretleyiciler ile testlenmis ve dayanikli genotipler
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belirlenmistir. Sogan iki yillik bir sebze olmasindan dolayr islah siireci daha uzun
olmaktadir. Molekiiler isaretleyicilerin 1slah siireclerinde kullanilmasi 1slahta zamanin
azalmasini saglayarak daha hizli sonuca ulasilmasini saglamaktadir. Sogan mildiydsiine
karst molekiiler isaretleyiciler kullanilarak dayaniklilik genlerinin analizi konusunda

caligmalar literatiirde sinirli kalmaktadir.

Bu calismanin sonuglar1 sogan mildiyosline dayanikli cesitlerin gelistirilebilmesi igin
1slah ¢aligmalarinda molekiiler isaretleyici kullanimina bir bakis agis1 sunmasinda fayda

saglayabilecektir.
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