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OZET
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Yalanct mildiyé (Downy Mildew) patojeni Pseudoperonopora cubensis hiyar
iretiminde meyve verimi ciddi derecede olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle Downy
Mildew’e dayanaklilik saglanmasi oldukca 6nemlidir.

Bu ¢aligmada hassas materyal olan 41311 ve Pakistan orjinli dayanikli materyal
olan A064949 ile popiilasyon olusturulmustur. Bu popiilasyonlar geriye melezleme ile
elde edilmistir ve bu hatlar F9, F10 kademelerine kadar kendilenmistir. Yaptigimiz
gozlemlerin sonucuna gore, dayanikli ve hassas materyallerden melezlemeler sonucu
hibritler elde edilmistir. Elde ettigimiz dayanikli ve hassas hatlar ile bunlarin hibritleri
sera kosullarinda fenotipik olarak Yalanci mildiyd (Downy Mildew) skorlamasi
yapilmistir. Bunun yani sira tim materyallerin serada agronomik karakterleri
gozlemlenmistir. Sera kosullarinda dikimi yapilan tiim popiilasyonlardan izole edilen
DNA’lar genomu temsil eden 96 SNP markir1 ile genotiplenmistir. Fenotipik olarak
gbzlemi yapilan Yalanct mildiyd (Downy Mildew)’in QTL’ler ile SNP markirlarinin
baglantilar arastirilmistir.

Aragtirmak sonuglarina gore 3.,4.,ve 5.kromozomlar yalanci mildiy6é dayaniminda
onemli bir etkiye sahiptirler. Bu ¢alismada kullanilan A, F, O, Q, R kodlar1 ile anilan
markirlar ile markir yardimli seleksiyon yapilabilecegi goriilmiistiir. Bu markirlar
kullanilarak mildiyd dayanikli hat ve hibrit gelistirilmesi saglanabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Hiyar yalanci mildiyd, QTL analizi , SNP haritalama

JURI: Prof. Dr. Nedim MUTLU
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RESISTANCE MECHANISM AND INHERITANCE TO
DOWNY MILDEW (PSEUDOPERONOSPORA CUBENSIS) IN CUCUMBER
RECOMBINANT INBRED LiNES

Elif KARCI ORHAN
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nedim MUTLU
January 2024; 56 pages

The presence of the Downy Mildew pathogen Pseudoperonopora cubensis
significantly reduces the fruit yield in cucumber production. Hence, it is crucial to offer
resistance against Downy Mildew.

A population was established by combining the susceptible material 41311 and
the resistant material A064949, both of which originated from Pakistan. The populations
were derived by the process of backcrossing, and these lines advanced to the F9 and F10
generations. Based on the observations, hybrids were produced by crossing resistant and
susceptible lines. The phenotypic evaluation of the materials, including resistant
materials, susceptible materials, and hybrids, revealed the presence of downy mildew
under controlled greenhouse settings. Furthermore, the agronomic traits of all materials
were observed within the confines of the greenhouse. The DNAs obtained from all
populations cultivated in a controlled greenhouse environment were analyzed using the
96 SNP marker. The phenotypic observations of Downy Mildew were used to study its
associations with QTLs.

The research findings indicate that the 3rd, 4th, and 5th chromosomes exert a
substantial influence on resistance to downy mildew. This study utilizes markers denoted
as A, F, O, Q, and R codes to facilitate marker-assisted selection. These markers enable
the development of lines and hybrids that are resistant to downy mildew.

KEYWORDS: Cucumber, Downy mildew, QTL analyse, SNP genotyping
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum hiyar rekombinant inbred hatlarda yalanci
mildiy6 (Pseudoperonospora cubensis)’e karst dayaniklilik mekanizmasinin ve
kalitiminin arastirilmasi adli bu ¢alismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak yazildigini belirtir, bu tez caligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Santigrat derece
: Adenin baz1
: Glimiis nitrat
: Sitozin bazi
: Kalsiyum
: Santimetre
: Downy mildew (yalanci mildiyd)
: Deoksiriboz niikleik asit :
: Hibrit
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: Hibritlerin 4 kere kendilenmesi ile elde edilen populasyon
: Hibritlerin 5 kere kendilenmesi ile elde edilen populasyon
: Hibritlerin 6 kere kendilenmesi ile elde edilen populasyon
: Hibritlerin 7 kere kendilenmesi ile elde edilen populasyon
: Hibritlerin 8 kere kendilenmesi ile elde edilen populasyon
: Hibritlerin 9 kere kendilenmesi ile elde edilen populasyon
: Food and agriculture organization (Birlesmis Milletler gida
ve tarim Orgiitii)
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: Guanin bazi
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GIRIS E. KARCI ORHAN

1. GIRIS

Hiyar, Cucumis sativus L., 90 cins ve 750 tiirden olusan Cucurbitaceae familyasinin
bir liyesidir. Kiiltiirli yapilan en eski sebze bitkilerinden biridir ve sicaklik kusaklarinin
hemen hemen tiim iilkelerinde yetistirilmektedir. En iyi 20 °C'nin iizerindeki sicakliklarda
gelisen, dona duyarl bir bitki tliriidiir. Hiyarda genel 1slah hedefleri, hastaliklara ve
hayvan zararlilarina kars1 dayaniklilik, mevcut cesitlerde direncin siirdiiriilmesi, meyve
kalitesi ve meyve verimidir. Ek olarak, 6zel 1slah programlarinda partenokarpi, disiligin
sabitligi, ¢imlenme ve optimumun altindaki sicakliklarda meyve tutumu gibi 1slah
amaglart énemli olabilir. Diger bir¢ok bitki tiiriinden farkli olarak, hiyarda ilireme ve
verim potansiyeli agisindan farkli degere sahip farkli cinsiyet tiirleri vardir. Cinsiyet
kaliimimi kullanarak ve cinsiyet ifadesini etkileyerek, kendi kendine tozlagsan ve agik
tozlasan bitkilerin 1slah yontemleri hiyarlara uygulanabilir (Tatlioglu 1993).

Hiyar, Cucumis sativus L. (2n = 2x = 14), ekonomik acidan 6nemli bir sebze
mahsuliidiir ve cinsiyet belirleme ve floem fizyolojisi gibi ¢esitli biyolojik siireclerin
incelenmesi igin tercih edilen bir sistemdir (Weng & Sun, 2011). Hiyarin anavatani
Giliney Asya Kitasidir ve Hindistan'da en az 3.000 yildir yetistirilmektedir (de Candolle,
1886) Hiyar, ¢esitlilik merkezinden diinyanin geri kalanina baslica iki yoldan yayildu:
yaklagik 2.000 y1l 6nce Cin'e ve 700-1.500 y1l dnce Avrupa'ya tanitildi (Paris, Daunay
and Janick, 2012).

Hiyar (Cucumis sativus L.), tiim diinyada yayilmis olan ekonomik ag¢idan 6nemli
bir sebze tirlintidiir (Zhang vd. 2008). Cucurbitaceae familyasi insan gidasi olarak en ¢ok
kullanilan tliriin bulundugu bitki gruplarindan biridir. Bu tiir bitkiler, yenilebilir
meyveleri olanlarin hem Eski hem de Yeni Diinya'da en eski ekili bitkiler arasinda
oldugu, tropik bolgelerde ve iliman bolgelerde yetistirilir. Kavun ve karpuz da dahil
olmak iizere sebze bahgeleri, MO 4. binyildan beri eski diinyada gida iiretiminin ayrilmaz
bir pargasini olusturuyordu (Zohary vd. 2012). Bugiin hiyar iliman ve tropik iklimlerin
cogunda yetistirilmektedir ve domates, lahana ve sogandan sonra en c¢ok yetistirilen
dordiincii sebze tirtiniidiir (Tathoglu 1993).

Hiyar tariminin 3000 yil oncesinde ilk olarak Hindistanda basladiginm
diisiiniilmektedir. Yabani Hiyar (C. sativusvar. hardwickii) Kuzey Hindistanin yan1 sira
halen Cin’de goriilmektedir. (Naegele and Wehner, 2016). Evcillestirme sirasinda,
hiyarin birka¢ genetik darbogazdan gecti ve bu muhtemelen kiiciik bir baslangic
popiilasyonu biiyiikliigiinden dolay1, 6rnegin aciligin olmamasi ve daha uzun meyvenin
varlig1 gibi ¢ok giiclii bir se¢cim baskisi ile birlestiginde genetik cesitlilikte giiclii bir
azalmaya neden oldu (Qi ve digerleri, 2013).

Diinya’da bir¢ok iilkede hiyar iiretimi yapilmaktadir. Cin yaklasik %80 lik bir
oranla hiyar tiretiminde liderdir ve Cin’i hiyar iiretiminde takip eden iilkeler Tiirkiye,
Rusya, ABD ve Iran’dir. (FAO, 2021). Tiirkiye’de 2022 yili verilerine gére 25.930
hektarlik iiretim alanindan 1,93milyon ton hiyar iiretimi yapilmistir. Sebzeler grubunda
{iretim miktarlarina bakildiginda, 2022 yilinda hiyarda %2,6 artis gerceklesmistir (TUIK,
2022) Ne yazik ki ¢esitli hastaliklar hiyar iiretiminin verimini ve kalitesini diistirmektedir.
(Strange and Scott 2005).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de 2012-2022 yillar1 arasi hiyar tiretim miktarlar1 (FAO 2022)
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de 2012-2021 yillar1 aras1 hiyar tiretim alanlar1 (FAO 2022)

100 gramlik bir salataligin besinsel bilesimi, agirliginin ¢ogunu birincil metabolitler
olarak proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve ayrica sindirim sistemi i¢in 6nemli olan diyet
lifi iceren sudan igerir (Cizelge 1.1.). Salatalik, insan saglig1 {izerinde etkili olan bazi
temel vitaminleri ve antioksidanlari igerir. Ek olarak cucurbitacin C, Cucumis sativus'ta
olusur. Cucurbitacin, yapraklarda ve meyvelerde olusan bir terpendir. Meyveyi bocek
saldirilarindan korur (Grubben ve Denton 2004, Wang, vd.2007).
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Cizelge 1.1. 100 gr. yenilebilir hiyar meyvesinin besin bilesimi (Anonim, 2023)

Bilesik Miktar
Su 96,4 g
Folate 9 mg
Mg 8 mg
Karoten 60 mg
P 49 mg
Enerji 42 kJ (10 kcal)
Askorbik asit 2 mg
Ca 18 mg
Karbonhidrat 159
Protein 0,79
Lif 0,69

Fe 0,3 mg
Niacin 0,2 mg
Zn 0,1 mg
Yag 0,19
Thiamin 0,03 mg
Riboflavin 0,01 mg

Diinya capinda dneme sahip baslica ticari hiyar gruplar1 arasinda Kuzey Amerika
tursusu ve dilimleme hiyari, Avrupa tursusu (kisa) ve taze pazar (Hollanda seras1) hiyari,
Kuzey Cin taze pazar hiyar1 (Chinese Long), Japon Long ve Ortadogu Beit Alpha (veya
mini) hiyar yer alir. Farkli pazar siniflarindaki hiyarlar, meyve boyutu, sekli, rengi, kabuk

veya et dokusu, bilylime aligkanlig1 veya isleme 6zellikleri bakimindan farklilik gosterir
(Yunyan Sheng vd.2019).
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1.Hayara Ait Genel Bilgiler

Hiyar, Cucumis sativus L. (2n= 2x = 14), diinya ¢apinda tarimsal ve ekonomik
acidan 6nemli bir sebze tirtiniidiir (Yang, L. vd.,2012). Hiyarin olgunlasmamis meyveleri
taze, pismis veya tursu olarak tiiketilebilir. Meyve ile ilgili 6zellikler, hiyar ¢esitlerinin
gelistirilmesi i¢in en 6nemli 6zellikler olarak kabul edildiginden, meyve kalitesine biiyiik
onem verilmistir ( Li, Y.vd,2013; Fazio, G. vd.,2003).

Meyve uzunlugu, agirlig1 ve bitki basina meyve sayisi gibi baz1 meyve 6zellikleri
verimle dogrudan iligkiliyken, uzunluk/cap orani, omurga rengi, parlaklik, donuk ve
tekdiize renk ve tat gibi diger 6zellikler hiyarin piyasa degeri i¢in 6nemlidir ve 6zellikle
taze tiiketilen hiyar tiirleri i¢in 6nemlidir (Yuan, X. J. vd.,2008).

Hiyar tiiketimde farkli bolgelerde farkli boyutlarda hiyar meyveleri tercih
edilmektedir (Pan, Y.vd,2019) Ornegin, daha uzun salataliklar Cin ve Avrupa'da iiretilip
tilkketilirken, daha kisa salataliklar Akdeniz'de daha popiilerdir. Bu nedenle, meyve sekli
ve biiyiikliigii i¢in ¢oklu 1slah 6nemli dl¢lide artmaktadir ve meyve sekli ve biiytikliigiine
iliskin gelisim yonetmeliginin netlestirilmesi, 1slah i¢in temel teorik bilgiler saglayabilir.
Genel olarak hiyarin biiyiime ve gelismesinde oncelikle perikarp ve plasentadaki doku
hiicreleri ¢ogalir; sonra tiim hiicreler yavas yavas genisler. Hiyarin hiicre boliinmesi ve
genisleme asamasi genellikle ¢igeklenmeden iki hafta sonra sona erer (Pan, D.,2010).

Morfolojik olarak hiyar meyvesi iki kisma ayrilabilir: sap ve meyve. Sapin iginde
genellikle plasenta yoktur, yiizeyinde ¢ok daha az diken vardir ve meyvenin geri kalanina
kiyasla daha az arzu edilen bir tada sahiptir. Bu nedenle sap uzunlugu, iiriiniin
goriiniimiinii ve kalitesini dogrudan etkiler. Salataligin sap uzunlugu <1 cm ile >12 cm
arasinda degisir ve toplam meyve uzunlugunun %35'ini olusturur. (Qi vd. 2013).

2.2.Yalanc1 Mildiyoye Ait Genel Bilgiler

Oomycete patojeni Pseudoperonospora cubensis (Berk. And Curt) Rostov'un
neden oldugu mildiy6, hiyarin (Cucumis sativus L.) 6nemli bir yaprak hastaligidir. (Palti
ve Cohen, 1980). Oomycete Pseudoperonospora cubensis [(Berk. ve Curt.)Rost.],
Peronosporaceae familyasina ait bir fungustur. Peronosporaceae igindeki zorunlu
biyotroflar, 6rnegin P. cubensis, genellikle mildiyd (DM) patojenleri olarak adlandirilir
(Clark ve Spencer-Phillips, 2000). Dogal kosullar altinda, P. cubensis'in hiyar
yapraklarindaki hizli enfeksiyon siirecini kontrol etmek zordur. (Olczak-Woltman vd.
2011). Peronosporaceae familyasi, en biiyiik oomycete familyasidir ve daha kiiciik
gruplara ek olarak, yaklasik 100 parafiletik, hemibiyotrofik cins Phytophthora tiiriinii ve
yaklasik 800 zorunlu biyotrofik mildiy6 igerir (Goker vd. 2007).

Oomycete patojeni P. cubensis'in neden oldugu mildiyd, hiyarin kalitesini ve
miktarin1 etkileyen ciddi bir hastaliktir (Burkhardt and Day 2016). Dayaniklilik
kaynaklar1 gelistirilmis olmasina ragmen, hiyarin P. cubensis enfeksiyonuna verdigi
yanitlarda yer alan proteinler ve metabolik yollar hala bilinmemektedir (Win vd. 2017).
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P. cubensis'in konukcu araligi iizerine yapilan arastirmalar, Cucurbitaceae'deki 50
tiir icerisinde yaklasik 20 adet cins konakgi olarak belirlenmistir. Hiyarda 19 adet konakg1
tiirti bulunmaktadir (Palti and Cohen, 1980; Lebeda, 1992a; Lebeda vd., 2003).

Hiyarin yani sira P. cubensis'in ekonomik agidan 6nemli diger konukgular: kavun,
karpuz ve kabaktir (Whitaker and Davis, 1962).

Pseudoperonospora cubensis, kavun, karpuz ve kabak gibi ekonomik agidan
onemli birkag iirlin dahil olmak iizere Cucurbitaceae familyasindaki 50'den fazla farkli
bitki tiiriinii enfekte edebilir ve ozellikle hiyarda (Cucumis sativus) sinirlayici bir
faktordiir (Lebeda ve Cohen,2011). Hiyar mildiyosii, yapraklarda yaprak damarlar
tarafindan smirlandiklarindan koseli goriinen klorotik lezyonlarin ortaya g¢ikmasi ile
karakterize edilir. Lezyonlarin abaksiyal tarafinda kahverengiden siyaha dogru bir renkte
sporlanma goriilebilir. Hastalik ilerledik¢e lezyonlar nekrotik hale gelir ve coklu
lezyonlar birleserek yapragin solmasina ve nekrozuna ve sonunda bitkinin 6liimiine yol
acar (Oerke ve digerleri, 2006; Thomas, 1996).

Patojen ilk olarak 1868'de Kiiba menseli herbaryum orneklerinde kesfedilmis ve
tiriin adin1 agiklamistir (Berkeley ve Curtis, 1868). Canli bitkilerde gdzlemlenen P.
cubensis'in ilk tanimi, 1903 yilinda Rostovzev tarafindan Moskova Botanik Bahgelerinde
yapilmistir. Peronosporaceae familyasi, en yaygin olanlar1 Bremia, Hyaloperonospora,
Peronospora, Pseudoperonospora ve Plasmopara olmak tizere 17 farkli cins igerir ve
temsilcileri ¢ok ¢esitli kiiltiir ortamlarinda mildiydye neden olur. Ayrica Peronosporales
takimi, birgok konakgei tiirde yikici hastaliklara neden olan ve zorunlu olarak biyotrofik
olmamasi nedeniyle mildiydye neden olan Peronosporaceae'den ayrilan Phytophthora
cinsini igerir (Spring ve ark., 2018).

Son 50 yilda mildiydye dayanikli hiyar cesitleri gelistirilmistir (Sitterly, 1973;
Wehner ve Shetty, 1997). Aslinda, su anda yetistirilen ¢esitlerin ¢ogu hiyar mildiy6siine
kars1 orta diizeyde bir dayanima sahiptir. Cogu durumda, bu dayanimin izi, orijinal olarak
Barnes ve Epps (1954) tarafindan dayanikli olarak tanimlanan PI 197087'ye kadar
izlenebilir. PI 197087, Clemson Universitesi'nden Carroll Barnes tarafindan 1961'den
1973'e kadar piyasaya siiriilen 'Polaris', 'Poinsett’, 'Pixie' ve 'Chipper' gibi dayanikli
cesitler gelistirmek i¢in kullanildi (Wehner ve Shetty, 1997). 1961'de yetistiricilerin
kullanimina sunulan 'Polaris' ¢esidi, piyasaya siiriilen dayanikli ¢esitlerden birincisiydi.
1961'den 2003'e kadar, P1 197087'den elde edilen dm-1 dayanikli geni mildiydyii kontrol
etmek icin yeterliydi ve hastalik hiyarda sorun yaratacak boyutta degildi. Ancak zaman
gectikce bu dayanim azalmig, hiyarda sorun haline gelmeye baslamistir. Bu sebeple
hiyarda kimyasal ila¢ kullanimi artmaya baslamis ve bu durumda yetistiricilerin
maliyetlerinin artmasina sebep olmustur.

Hiyardaki dayaniklilik ilgili ilk yayinlar, Porto Riko Tarimsal Arastirma
istasyonunda Cin'in katilimlarindan kaynaklanan dayanikliligi baslatarak gelistirilen
“PR” hatlarma atifta bulunuyordu. Bu genis dayanikliligin ayni genlerden mi
kaynaklandig1 yoksa bu hatlarin her iki hastalik i¢in ¢oklu dayaniklilik genlerine mi sahip
oldugu bilinmemekle birlikte, bu PR hatlariin hem kiilleme hem de mildiydye dayanikli
oldugu gosterilmistir (Jenkins, 1942, 1946) 1948'de piyasaya siiriilen ilk ticari mildiyo
dayanikli ¢esit olan Palmetto, PR 40'tan tiiretilmistir. Ancak, piyasaya siiriilmesinden
sonraki iki y1l iginde, tiim Palmetto tarlalarinin mildiyd ile enfekte oldugu tespit edildi ve
bu, bu dayanikliligin kirildigin1 gosteriyor (Epps ve Barnes, 1952)
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Bundan sonra, son derece seyrek sporlanma ile asilama iizerine kiigiik kahverengi
asir1 duyarh lezyonlarin gelisimi ile karakterize edilen Hindistan erisim PI 197087'de
mildiyo dayanikliliginin yeni bir umut verici kaynagi bulundu (Barnes ve Epps, 1954)
Ilging bir sekilde, ayn1 Kizilderili bitkisi, kiilleme dayaniklilig1 1slahinda da kullanilmistir
(Barnes ve Epps, 1956). Barnes ve Epps tarafindan hazirlanan orijinal makale PI
197087'de mildiyé dayanikliliginin kalittimindan bahsetmezken, PI 197087'den tiiretilen
hiyar soylar1 hakkinda daha sonraki raporlar, dayanikliligin genetik olarak "p" veya
"dm1" olarak adlandirilan tek bir resesif genden kaynaklandigini o6ne siirdi. Kiilleme
dayanimi resesif bir gene baghdir (van Vliet ve Meijsing, 1974, 1977) Muhtemelen dm-
1 geni tarafindan saglanan yeterli dayaniklilik seviyesi nedeniyle, sinirli sayida diger
mildiy6 dayanikli kaynaklar1 incelenmistir. Dm-1 lokusu yakin zamanda haritaland1 ve
harital1 aralikta bir aday gen bulundu, klorofil parcalanmasinda yer alan Staygreen (Sgr)
geni. dm-1 ile dayanikli katilimlarin tiimii, bu gende bir yanlis anlamli mutasyona sahipti
(Wang ve digerleri, 2019).

Ancak 2004 yilindan bu yana, ABD'de dm-1'li bitkilerde 6ldiiriicii olan yeni patojen
suslar1 ortaya ¢ikmistir (Cohen ve digerleri, 2015; Holmes ve digerleri, 2015; Thomas ve
digerleri, 2017a). Bu, yirmi y1l 6nce orta ve kuzey Avrupa'daki durumu animsatiyor; 1984
yilindan bu yana her y1l hiyarda muhtemelen, Avrupa hiyar gen havuzunda daha 6nce var
olan dayanikliligin iistesinden gelen yeni, daha Oldiirlicii bir tiirlin ortaya g¢ikmasi
nedeniyle birdenbire gii¢lii mildiy6 salginlar1 meydana geliyor. (Lebeda and Cohen,
2011). Bu bize Avrupa'da oldugu kadar ABD'de de P. cubensis popiilasyonlarinin
epidemiyolojik olarak c¢ok ¢esitli oldugu ve hakim olan patotip spektrumlarina gére bir
yildan digerine hizla degistigi gostermistir. (Patotip, bir izolatin bir dizi farkli kabak biti
konak tiirii tizerindeki patojenitesi olarak tanimlanir) (Lebeda vd., 2013; Thomas vd.,
2017D).

20. ylzyilin ikinci yarisinda, biiylik dlgiide dm-1 temelli dayanikliligin basarisi
nedeniyle, hiyarda mildiy6é dayaniklilik kaynaklarina iliskin arastirmalar olduk¢a azken,
mildiy6niin hiyar tiretimini sinirlayan ciddi bir hastalik olarak yeniden ortaya ¢ikmasi ile
hiyarda mildiyd dayanimi ilginin artmasina neden oldu (Holmes vd., 2015; Criswell vd.,
2010). Mildiy6 dayaniklilik kaynaklarina iliskin en titiz ¢alisma, ABD'den 1300 farkli
kiiltijenin bulundugu 2005 ve 2009 yillart arasinda yapilmistir. Mildiy6 dayaniminin yeni
kaynaklarin1 belirlemek i¢cin Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Tarim Dairesi
koleksiyonundaki 1300 hiyar 1slah materyali (hatlar, elit cesitler) ¢ok yil ve cok
lokasyonlu olarak denemeler kuruldu. Ulusal Germplasm sistemi, dogal enfeksiyonlar ve
kontrollii agilama deneyleri kullanilarak ABD, Polonya ve Hindistan'daki bir¢cok yerde
birden fazla yil boyunca mildiy6é dayanimi agisindan puanlandi (Call vd., 2012). Siirekli
olarak en dayanikli genotipler, PI 197088 ve PI 605996 (her ikisi de Hint kokenli) ve PI
330628 (Pakistan menseli) oldugu sonucuna varildi (Call vd., 2012). Bu ii¢ soy arasindaki
caprazlamalar sonucu elde edilen F2 popiilasyonlarinda 6nemli sayida bitkinin mildiydye
hassas oldugu gozlemlendi (Vandenlangenberg, 2015). Birkag grup, PI 197088'de bir dizi
QTL'nin haritasini ¢ikardi. Genel sonug, PI 197088'deki dayanimin poligenik oldugu ve
baz1 QTL'lerin (6zellikle kromozom 5 ve 4 iizerindeki QTL), cogu grup tarafindan en
biiylik etkiye sahip olarak tanimlandigidir. Bununla birlikte, farkli tanimlanmis QTL'nin
genel mildiydé dayanimina katkisi ¢alismadan ¢alismaya biiylik 6l¢iide degismistir, bu
muhtemelen diinyanin farkli yerlerindeki inokiilum suslarindaki farkliliklar1 ve/veya
caligmalar arasindaki deneysel tasarim ve ¢evre kosullarindaki farkliliklar
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yansitmaktadir (Caldwell vd., 2011; Yoshioka vd., 2014; Li vd.,2018; Wang vd., 2018).
Gergekten de PI 197088'den tiiretilen dayanikliligin kalitiminin kismen izolata bagl
oldugu bulunmustur (Cohen vd., 2015). Mildiy6 dayanimi ayrica P1 330628'de haritalandi
ve yine PI 197088'dekilere kiyasla benzer araliklarda kromozom 4 ve 5'teki lokuslar1
major QTL olarak tanimladi (Wang vd., 2016). Bu ¢alismalarda siklikla saptanan baslica
QTL'lerden biri (DM5.1), Wang ve arkadaslar1 (2019) tarafindan tanimlandig1 gibi dm-
1/CsSGR geninin konumu ile tutarl yan isaretlere sahipti, bu gende bir mutasyonun PI
197088'de meydana geldigini ve bu 2004'ten dnce gozlemlenen tam dayaniklilik olmasa
da hala orta diizeyde dayaniklilik sagladigini 6ne siiriiyor ( J.A. Berg vd.,2020)

Mildiyd, hiyarda %100 verim kaybina neden oldugu i¢in, diinya ¢apinda en 6nemli
hiyar hastalig1 olarak kabul edilir ve P.cubensis suslari, fungisitlere kargi dayanikli hale
geldigi gibi, hiyar germplazmindaki dayanikliligi da yenmistir (Savory ve ark., 2011).
Hastalik dayaniminin birincil kaynagi, gen bankalari tarafindan muhafaza edilen (yar1)
yabani hiyar ¢esitleridir, ¢iinkii bunlar genellikle hiyar evcillestirme sirasinda kaybolmus
olabilecek dayaniklilik alellerini tasir. Kirk yili askin bir siiredir hiyardaki mildiyo,
Hindistan bulunan yabani hiyar C. sativus var. hardwickii’den elde edilen PI 197087'den
(Barnes ve Epps, 1954; van Vliet ve Meysing, 1974) modern gesitlere genetik olarak
aktarilan resesif dm-1 geni tarafindan verimli bir sekilde kontrol edildi (Barnes and Epps,
1954; van Vliet and Meysing, 1974). Bununla birlikte, P. cubensis'in daha 6ldiiriicti bir
tirii nedeniyle, dm-1 dayanimi yalnizca bir miktar orta diizeyde dayaniklilik saglar
(Cohen vd., 2015; Holmes vd., 2015).

Huyar yetistiricileri, nakliyeciler ve {ireticiler arasinda yapilan bir aragtirmaya gore,
hiyar yetistiriciliginde en yiiksek Oncelik hastalik dayanimini artirmak olmalidir. Hiyar
icin en tehdit edici olanlar1 su anda mildiy6 ve phytophthora olabilir ancak ayn1 zamanda
kiilleme, fusarium solgunlugu, sakizli gévde yaniklig1 ve ¢esitli viral hastaliklarda biiyiik
onem tasimaktadir (Grumet, 2018). Mildiyd patojenlerinin neden oldugu enfeksiyon,
genellikle goriiniir semptomlarin ortaya ¢ikmasindan Once, yapraklarin fizyolojik
yapisindaki degisiklikler de dahil olmak {izere bitkinin metabolik siireglerinde bircok
degisiklige neden olur (Andrade vd. 2008).

Son on yildaki Pseudoperonospora cubensis salginlari, Amerika Birlesik
Devletleri'nde %95'e varan yillik verim kayiplarindan sorumlu olmustur (Colucci vd.,
2006). Orta Avrupa'da 1984'ten beri ciddi bir sorun olmustur (Lebeda, 1991) ve
Polonya'da, patojen ilk olarak 1985'te rapor edildi. O zamandan beri, hiyar yetistirme
alanlarinda her yil goriilmeye devam ediyor ve verim kayiplariyla birlikte yapraklarda
ciddi hasara neden olma potansiyeline sahiptir. Polonya'da 1990'dan beri 1slah yoluyla
birkag direngli hiyar hibriti gelistirilmistir (Klosinska vd., 2010). Ancak higbiri hastaligi
kontrol altina almak i¢in fungisitlere olan ihtiyaci ortadan kaldiracak kadar yiiksek
dirence sahip degildir.

Hiyar cinsinde mildiyd salginlart diinya ¢apinda 70'ten fazla {ilkede
gbzlemlenmistir (Palti, 1974; Cohen, 1981). 1982 ile 1988 arasinda, Kuzey Karolina'da
hiyarlarda mildiy6 vakas1 %30'du (St. Amand and Wehner, 1991). Yillik ortalama deger
(US$) kaybi, verim ve kalite diisiisiine bagli olarak %2,9 olmustur. Mildiyoden
kaynaklanan hiyar verimi kayiplari, daha oldiiriicii bir P. cubensis formunun hiyar
yetistiricileri i¢in %40'lik bir kayba neden oldugu 2004 yilina kadar, diger hastaliklara
kiyasla minimum diizeyde kaldi (Colucci vd., 2006). P. cubensis'in yeni tiirleri, Amerika
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Birlesik Devletleri'ndeki ¢ogu iiretim alaninda hiyar1 etkilemeye devam ediyor. Bu
kayiplar, onu Amerika Birlesik Devletleri'ndeki hiyar liretimi i¢in biiylik bir tehdit haline
getiriyor.

Kabakgiller mildiy0 patojeni, zorunlu bir parazittir ve oospor lretiminin nadir
istisnas1 diginda, yalnizca canli konak doku iizerinde hayatta kalabilir ve ¢ogalabilir
(Bains and Jhooty, 1976a). Cevresel kosullar, hastalik gelisimi ve yogunlugunun yani sira
kislama kapasitesini de etkiler (Cohen, 1977). Kosullarin P. cubensis i¢in tiim y1l boyunca
hayatta kalamayacak kadar sert oldugu tiretim bdlgelerinde patojen, sporlarinin riizgarda
yayillmasi ve kisi yabani konukgular iizerinde kislayabildigi, sicak bolgelerden
kaynaklanan firtinalar yoluyla bulasir (Bains ve Jhooty, 1976a). 2006 ve 2007'de P.
cubensis, Kanada, Ontario'daki sera hiyar1 operasyonlarindaki raporuna gore bunun,
oncelikle hastalik iyi kontrol edilmediginde baska bir inokulasyon kaynagi olabilecegine
dair endiseler var (Hausbeck, 2007). Mildiyd, 1985'ten beri Polonya'da ciddi bir sorun
olmustur ve o lilkede hiyar tiretimi i¢in 6nemli bir sinirlayici faktor olarak kabul edilmistir
(Rondomanski, 1988).

Hiyarda mildiyd belirtileri genellikle sadece yapraklarda goriiliir. Enfeksiyon ilk
olarak yapraklarin alt tarafinda kiiciik, suyla 1slanmis lezyonlar olarak ortaya cikar.
Lezyonlar genellikle agisaldir, yaprak damarlariyla gevrilidir ve degisen derecelerde
klorotiktir. Sporlanma yapraklarin alt kisimlarinda meydana gelir. Klorotik lezyonlar
sonunda nekrotik hale gelir. Sonunda tiim yaprak nekrotik hale gelir ve 6liir. Semptomlar
kiiltijenlerin nispi duyarliligina bagl olarak degisir. En direngli kiiltijenler, kiigiik
nekrotik veya klorotik benekler ve seyrek sporlanma ile asir1 duyarh bir tepki (HR)
sergilerken, en duyarli kiiltijenler yiiksek derecede klorotik ve nekrotiktir (Call vd.,2012).

Cevresel kosullar hastalik yogunlugunda temel bir rol oynar (Cohen,1977).
Yaprak 1slaklig1, sporlarin gogalmasi i¢in serbest neme ihtiya¢ duymasiyla, enfeksiyonun
olusmasi i¢in kritik Gneme sahiptir, ancak hastalik oranini sicaklik belirler. Yeterli yaprak
nemi yagmur, ¢iy olusumu veya sulama ile saglanabilir. Sporlanma ve enfeksiyon i¢in
ideal sicaklik 15°C'dir, ancak 5 ile 30°C arasindaki bir aralik yeterli olacaktir (Call
vd.,2012). Patojen genellikle sicak nemli bolgelerde biiyiir. Patojen popiilasyonundaki
degiskenlik, hiyarin mildiydye karsi tepkisinde de rol oynayabilir. Diferansiyel test
calismalarinda birkag P. cubensis 1rki bildirilmistir (Shetty vd., 2002; Angelov vd., 2000;
Inaba vd., 1986; Bains and Jhooty, 1976b; Palti, 1974).

P. cubensis'in alt1 patotipi, belirli konake1 tiirlerle uyumluluklarina dayali olarak
rapor edilmistir (Thomas vd., 1987; Cohen vd., 2003). Horejsi vd. (2000) ABD ve
Avrupa'daki P. cubensis popiilasyonlarinda irk farkliliklarina dair higbir kanit
bulunmadigini belirtti. Shetty vd. (2002), mildiydniin en az iki irkinin var oldugunu, Cin
Halk Cumhuriyeti ve Hindistan'daki irkin Amerika Birlesik Devletleri ve Polonya'da
bulunan wrktan farkli oldugunu 6ne siirdii. Shetty vd. (2002), ayrica Amerika Birlesik
Devletleri ile Polonya arasinda 1rk farkliliklar1 olduguna dair bir kanit olmadigin belirtti.
Bununla birlikte, son calismalar, P. cubensis'in Avrupa popiilasyonlarinin oldukca
degisken oldugunu ve birgok patotipe sahip olabilecegini gostermistir (Lebeda ve Urban,
2004). Amerika Birlesik Devletleri'nde, P. cubensis o kadar degisken goériinmiiyor.
Bununla birlikte, tarihsel salginlar patojenin gelisme potansiyeline sahip oldugunu
diistindirmektedir (Barnes and Epps, 1954). Bunun yani sira yakin tarihli salginlar da
patojenin gelisme potansiyeline sahip oldugunu diistindiirmektedir (Holmes vd., 2006).
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Amerika Birlesik Devletleri'nde, daha 6nce mildiydye direngli ¢esitler, yeni tiire
kars1 hala direnclidir, ancak daha diisiik bir seviyededir. Artik, hastaligin etkili kontrolii
icin direngli ¢esitler, fungisitlerle birlikte kullanilmalidir. Fungisitlere direncli P. cubensis
suslar1 bildirilmistir (Reuveni vd., 1980) ve yeni genetik konak direnci kaynaklar1 yiiksek
talep gormektedir (Call vd.,2012).

Mildiyo belirtileri yapraklarda goriliir. Hiyarlardaki karakteristik semptomlar,
inokulasyondan 4 ila 12 giin sonra adaksal yaprak yiizeylerinde ortaya ¢ikan koseli sekilli
klorotik lezyonlar1 igerir (Lebeda and Cohen, 2011; Palti and Cohen, 1980). Amerika
Birlesik Devletleri'nin dogusundaki bir¢ok hiyar iireten bolgeye 6zgii sicak giinler (25 ile
30 °C) ve serin (10 ile 15 °C) nemli geceler, sirasiyla semptom gelisimini ve patojen
kolonizasyonunu tesvik eder (Cohen and Eyal, 1977; Lebeda and Cohen, 2011). Bu
kosullar altinda, klorotik lezyonlar nekrotik hale gelebilir, birlesebilir ve birka¢ hafta
icinde tiim bitkinin dliimiine yol agabilir. Ik hastalik semptomlarindan sonraki 4 ile 10
giin i¢inde, yapraklara karakteristik morumsu gri “tliylii” bir goriiniim veren sporangia
tastyan sporangioforlarin  varligi ile abaksiyal yaprak yiizeylerinde sporlanma
gozlemlenebilir (Lebeda and Cohen, 2011; Palti and Cohen, 1980). Patojen, kis1 gegirdigi
ve yiizlerce kilometre seyahat edebildigi bolgelerden riizgar akimlariyla yayilir (Lebeda
and Cohen, 2011). Amerika Birlesik Devletleri'nin dogusunda, sporangia Florida'dan
veya Biiyiik Goller ¢evresindeki seralardan gelir (Call vd., 2013; Nusbaum, 1944). Bu
nedenle, dogu Amerika Birlesik Devletleri'nde tarla ortamlarinda mildiydden kaginmak
veya hari¢ tutmak miimkiin degildir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismanin yalanci mildiyo testleri Vilmorin Mikado Tohumculuk Antalya
Arastirma Istasyonunda gerceklestirilmistir. Bu arastirmanin haritalama ve markir
caligmalar1 Vilmorin Mikado Tohumcugun Fransa’da bulunan genetik laboratuvarinda
yapilmuistir.

3.1. Materyal

Bu ¢alismada dayanikli bitkisel materyal olarak, A064949 kodlu Pakistan kékenli
hiyar genotipi Ve 41311 numarali Beith Alpha tipi hiyar genotipi hassas materyal olarak
kullanilmistir. Elimizde bulunan dayanikli ve hassas materyal ile F9, F10 popiilasyonlari
olusturulmustur. Olusturulan bu popiilasyon, elimizde bulunan mevcut 4 adet elit hat ile
melezlenerek hibritler elde edilmistir.

Cizelge 3.1. Hassas ve dayanikli materyalimizle olusturulan popiilasyonlarin olusturulma
yillari, genotipleri, orijinleri ve bu genotiplerin elde edilmesindeki yontemler

. Orijinleri ve bu genotiplerin elde
il Gengllp Jayon edilmesindeki yontemler
41311 Beith alpha tipi hassas materyal
A064949 Pakistan orijinli dayanikli materyal
2012 41311xA064949 Hassas x Dayanikli (F1)
2013 F2, F3 Kendileme
2013 69652x69632 En dayanikli F3 ler arasinda intercross
2014 47245 Hassas, Beith Alpha tipi
2014 ([F3 69562XF3 69632)X 47245] GML1EL1, Hassas ebeveyne geriye melez
2015-2017 [F2, F3, F4 Kendileme
2018 87636 Hassas, Beith Alpha tipi
2018 FAX87636 GM1E2, En _dayamkh F4 hatlarmm hassas
ebeveyne geriye melez
2019-2022 | F5,F6,F7,F8,F9,F10,F11 Kendileme
2019-2022 F2.F3.F4.F5F6 F7,F8 En _dayamkh F4 h_atlarlmp hassas_ ebeveyne
geriye melezlerinin kendilenmesi
2022 F9, F10 Kendileme
2022 En dayanikli 10 adet F9, F10 agsamalarinda
olan hattin, 4 adet elit hatla melezlenmesi
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3.2. Metot
3.2.1. F1 Hibritlerin ve Bu Hibritlerin Ebeveyn Popiilasyonlarinin Olusturulmasi

Popiilasyonlarin olusturulmasina 2012 yilinda 41311XA064949 bireylerinin
olusturulmasi ile baslanmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilmak tizere elde edilen popiilasyonlarin yillara bagli olarak
islem basamaklar1, genotipleri, orijinleri, hassaslik ve dayaniklilik durumlari

il Genotip Jenerasyon Orijinleri ve bu genotiplerin elde
edilmesindeki yontemler

2012 41311
Beith alpha tipi hassas materyal

2012 A064949
Pakistan orijinli dayanikli materyal

2012 41311XA064949
Hassas x Dayanikli (F1)

2013 F2, F3 Kendileme

2013 69652x69632 En dayanikli F3 ler arasinda intercross

2014 ([F3 69562XF3 69632) X Hassas ebeveyne geriye melez

47245]

2015-2017 |F2,F3,F4 Kendileme

2018 FAX87636 En dayanikli F4 hatlarinin hassas ebeveyne
geriye melez

2019-2022 | F5,F6,F7,F8,F9,F10,F11 Kendileme
En dayanikli F4 hatlarinin hassas ebeveyne

F2,F3,F4,F5,F6,F7,F8 | geriye melezlerinin kendilenmesi

2022 F9, F10 Kendileme

2022 En dayanikli 10 adet F9, FI10
asamalarinda olan hatlarin, elit hatlarla
melezlenmesi

2023 En dayanikli 10 hattin ve bu 10 hattin 4
adet elit hatla melezlenmesi sonucu elde
edilen 40 hibritin fenotipik gozlemi

11
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3.2.2. Gézlem Yapilmak Uzere Seraya Dikilecek Fidelerin Yetistirilmesi ve Seraya
Dikildikten Sonra Bitkilere Uygulanan Islemler

Melezlemeleri gerceklestirmek iizere ekilen tiim tohumlar 10:3 torf/vermikulit,
10:2 torf/perlit karigim1 igeren 150’lik viyollere ekilir. Tim fideler Vilmorin Mikado
Tohumculuk Antalya Arastirma Istasyonuna ait olan fidelikte yetistirilmistir. Fidelerin
topraga dikiminde dnce dikimin yapilacak oldugu seralarda toprak analizleri yapilip, bu
analizlere bagl olarak giibreleme yapilir. Dikimden 6nce taban giibrelemesi yapilir.
Dikimden bir hafta sonra koklendirici (Humik+Fulvik Asit), MAP(12-61-0), 18-18-18
NPK dengeli giibre, demir ve iz element iceren giibreler ile giibreleme gergeklestirilir.
Bitki gelisme doneminde 18-18-18 oraninda NPK igeren giibre, 15-30-15 oraninda NPK
iceren giibre, kalsiyum nitrat, ¢inko ve bor ile giibreleme yapilir.

Fidelerin 2-3 gerg¢ek yapraga sahip oldugu asamada dikimi gergeklestirilir.
Melezlemeler esnasinda baba olarak kullanilacak genotiplere erkek ¢icek vermesinin
saglanmasi i¢in, dikimden ortalama bir hafta sonra giiz sezonu i¢in 250 ppm’lik, bahar
sezonu i¢in 300 ppm’lik AGNO3 sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi, sirt pompasi ile giin asirt
olacak sekilde haftada 3 kere 1 hafta siiresince uygulanir.

Sekil 3.1. a) Seralara dikilmek {izere hazir olan fideler; b) fidelerin topraga dikilmesi; )
hiyarda disi ¢icek (altta) ve erkek cigek (iistte) yapisi

3.2.3. Hiyarda Melezleme Asamalari

Bitkilere AGNO3, sodyum tiyosiilfat uygulamalarindan yaklasik 30-40 giin sonra
melezlemelere baslanir. Melezlemelerin bitis tarihinden itibaren 8 hafta beklendikten
sonra tohum hasatlarina baslanir. Giiz déneminde dikilen fideler i¢cin Ekim ayindan
melezlemelere baslandi, aralik ayinda tohum hasatlar1 gergeklesti. Bahar déneminde
dikilen fideler i¢in nisan ayinda melezlemeler basladi, haziran ayinda tohum hasatlari
gerceklesti.

12
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Sekil 3.2. a) Hiyarda melezleme islemi; b) kendileme islemi; c) melezleme sonucu
tohum hasatina hazir olgunlagsmis meyve

3.2.4. Hasat Edilen Meyvelerden Tohum Elde Edilmesi islemleri

Melezlemelerden ve kendilemelerden sonra elde edilen meyveler 8 hafta sonra
hasat edilerek, bitkilere ait bireysel etiketleri ile posetlere ayri ayr1 konulur. Meyvelerin
icerisinde bulunan tohumlar ¢ikarilmak tizere tohum c¢ikarma laboratuvarina tasinir.
Meyveler boyuna kesilip igerisindeki tohumlar g¢ikartilir ve ayr1 kaplara konulur.
Tohumlarin meyve etinden kolay ayrilmasini saglamak i¢in Lafazym Press adli enzim,
sirke ve su kullanilarak soliisyon hazirlanir. Bu soliisyonu hazirlamak i¢in 25 litre suyun
icerisine 5 litre sirke, 6 gram Lafazym Press eklenmektedir. Elde edilen soliisyon, kaplara
c¢ikartilmis olan tohumlarin iizerini kapatacak miktarda dokiilerek bir gece fermantasyona
birakilmaktadir. Bir gecelik fermantasyondan sonra tohumlar ¢esme suyunun altinda
stizgegler yardimiyla yikanarak tohum keselerine konulmaktadir. Keselerde bulunan
tohumlar, 75 litre suya 7,5 kg TSP (Trisodyum fosfat, NasPOs) eklenerek dezenfekte
edilir. Tohumlar kurutulmak tizere sicakligi 30°C, nemi %50 oranina ayarlanmis tohum
kurutma makinalarinda ortalama 6-8 saat kurutulmaktadir. Tohumlar kurutulduktan sonra
tohum zarflarina konularak, sicakligi 11°C nemi %35 oraninda ayarlanmis tohum
deposunda muhafaza edilmektedir.
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Sekil 3.3. a)Tohumu ¢ikartilmak {izere hasat agsamasina gelmis hiyar meyvesi; b)tohum
kurutma makinasi; ¢)tohumlarin kolay arinmasini saglayan enzim; ¢)tohum kurutma
makinasi ¢gekmeceleri; d)tohum kurutma keseleri

3.2.5. Yalanc1 Mildiyéniin inokiile Edilme Asamalari

Psedoperonospara cubensis inokulum hazirligi igin derin dondurucuda (-20°C ve
-80°C’de) muhafaza edilen P.cubensis izolati kullanilmaktadir. Kullanmis oldugumuz
izolat patolojist tarafindan testlenmistir. Bu izolat plastik kutularin igerisinde kontrollii
sartlarda yetistirilen hassas ticari ¢esit olan Cemre F1 hiyarina ait yapraklar tizerinde
cogaltilmaktadir. Inokiilasyon islemi spreyleme ile yapilmaktadir. Bitkilerin inkiibe
edilmesi i¢in ,100 adet polipropilen kutu igerisinde yeterince spor elde edebilmek igin
biiyiitme odasinda yapraklar 15°C* de 8 saat karanlikta, 25°C’ del6 saat aydinlikta
bekletilir. Bitkiler inokiile edildikten yaklasik 10 giin sonra, P. Cubensis patojeni igeren
yapraklar spreyle yikanmaktadir. Sprey igerisinde musluk suyu bulunmaktadir.
Spreyleme islemi yapilmasinin ardindan elde ettigimiz sporlar Neubuer hemositometre
ile 151k mikroskobu yardimiyla sayilir. Elde edilen konsantrasyon 10.000 adet
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sporangia/ml icerene kadar seyreltme islemi yapilmaktadir. Sporlarin inokiilasyon
esnasinda homojen olarak dagilmasini saglamak i¢in yiizde 1 oraninda Polioksietilen (20)
sorbitan monolaurat maddesi eklenir. Elde edilen bu karisim inokiilasyon i¢in basingl1 sirt

pompasina doldurulur.

Sekil 3.4. a)Yalanci mildiy inokulasyon igin spreyleme yapilmasi; b) spor elde edebilmek
icin kullanilan polipropilen kutular

Sera kosullarinda fenotip gozlem yapilabilmesi i¢in 126 adet hat 6’sar bitki olacak
sekilde 3 tekerriirli olarak tesadiif parseller deneme desenine gore dikilir. Belirli
araliklarla denemenin igerisine 2’ser adet hassas ebeveyn, dayanikli ebeveyn ve hassas
ticari hibrit dikilir.

e _
IF-:
e _
T
:_
=

Sekil 3.5. Yalanci mildiyoniin sera kosullarindan inokiilasyonu i¢in hazirlanmig dikim
haritas1 (2022 Giiz Dénemi)
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In vivo kosullarda fenotipik gdzlem yapabilmek icin 2023 bahar doneminde 40
adet hibrit (6 bitki), 31 adet hat (6 bitki), 5 adet ticari hibrit 4 tekerriirlii olacak sekilde
tesadiif parseller deneme desenine gore dikilir.

Sekil 3.6. Yalanci mildiyoniin sera kosullarindan inokiilasyonu i¢in hazirlanmis dikim
haritas1 (2023 Bahar Donemi)

Fenotipik olarak yalanci mildiyé gézlemi yapabilmek igin ¢izelgede belirtmis
oldugum tarihlerde dikim ve inokiilasyon uygulamalari ger¢eklemektedir. Simptomlarin
gelisip hastaligin ilerleyebilmesi i¢in yetistiricilik boyunca serada belirli saatlerde
sislemeler agik birakilarak ortamda yiiksek nem olmasi saglanmaktadir. Bununla birlikte
3-4 defa taban sulamasi yapilarak ortamdaki nemin yiikselmesi saglanir.
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Cizelge 3.3. Yalanci mildiyoniin in vivo inokiilasyonu i¢in dikim tarihleri ve
inokiilasyon uygulama tarihleri (2022 giiz donemi, 2023 bahar donemi)
Dikim
Sezon Tarihi inokiilasyon Tarihleri
8.11.2022

15.11.2022

Giiz 2022 24.10.2022 |22.11.2022

5.12.2022

26.12.2022

14.03.2023

Bahar 21.03.2023

2023 | 21022023 195 03,2023

4.04.2023

3.2.6 Yalana1 Mildiyéniin Bitki Uzerinde Fenotiplenmesi Asamalari

Yalanct mildiy6 inokiilasyonlar1 yapildiktan sonra bitkilerde meydana gelen
enfeksiyon siddeti, 2022 yil1 giiz doneminde dikimi gergeklesen bitkilerde 14.12.2022 ve
04.01.2023 tarihinde skorlanmustir. Bitkilerde agronomik olarak ¢i¢cek durumu, yan dal
uzunlugu, bogum basina meyve sayisi, bitki boyu gézlemlenmistir. Meyvelerin hasata
gelmesi ile aralik ve ocak ay1 siiresince meyvede, meyve boyu, verim, Kalite, renk,
damarlilik skorlanir.

Yalanct mildiyd inokiilasyonlar1 yapildiktan sonra bitkilerde meydana gelen
enfeksiyon siddeti 2023 bahar doneminde dikimi gergeklesen bitkilerde 03.04.2023 ve
19.04.2023 tarihinde skorlanmistir. Bitkilerde agronomik olarak ¢igek durumu, yan dal
uzunlugu, bogum basina meyve sayisi, bitki boyu gozlemlenir. Meyvelerin hasata
gelmesi ile Nisan ve Mayis ay1 siiresince meyvede, meyve boyu, verim, Kalite, renk,
damarlilik skorlanmistir.
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Cizelge 3.4. Yalanci mildiyo testinden sonra gozlenen bitkilerde enfeksiyonun siddetine
gore skor skalasi

Materyal | Skor | A¢iklama

9 Yiiksek Dayanikli: A0644949'dan daha iyi bitkiler

Dayanikli: Neredeyse dayanikli bitki, A064949 kadar dayanikli gibi,
sadece alt yapraklarda birkag belirti gosteren bitkiler

Dayanikls 7 Bitkiler dayanikli goriiniiyor, sadece alt yapraklarda klorozis mevcut
5 Bitkiler Poinsett'ten daha dayanikli gériinmekte, az sayida kuruyan
yaprak ve klorozis mevcut
5 Orta derecede dayanikli, dm-1 geni igeren Poinsett ¢ogunlukla bu
seviyede olmaktadir
2 Hassas ancak yine de c¢ok hassas olanlara gore dipte az kurumusg
yaprak vardir
Hassas

1 Cok hassas bitki, dipte ¢ok sayida kurumus yaprak vardir

Agronomik gozlem, kidemli 1slahgi tarafindan belirlenen kriterlere gore asagidaki
gibi yapilmistir.

1-Meyve boyu

Temsili bir meyveye ait boy uzunlugu(cm)
2-Kalite

Koti=1

Ortalama=3

Cok iyi=5

3-Damarlilik

Piirtizsiiz=1

Ortalama=3
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Belirgin=5

4-Renk

Acik=1

Orta=3

Koyu=5

5-Erkek ¢igek sayisi

Bitki basina varsa erkek ¢i¢cek adeti

6-Monoik bitki

Monoik bitki sayisi

7-Bogum basina meyve sayisi

Ana govde tizerinde bogum lizerinde bulunan meyve sayist
8-Bitki boyu

En uzun bitki tele eristiginde her bitkinin boyunun 6l¢iilmesi(m)
9-Yan Dal

Uzun ve kalabalik yan dal=1

Az, kisa yan dal=3

Hig yan dal yok=5
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Sekil 3.7. Yalanci mildiy6 inokiilasyonundan sonra bitkilerde olusan enfeksiyon
siddetine bagl degerlendirme skalasi: a(skor 9); b(skor 8); c(skor 7); ¢(skor 6); d(skor
5); e(skor 4); f(skor 3); g(skor 2); h(skor 1)

3.2.7. SNP Markir Analizi i¢in Yaprak Ornekleri Ahnmasi ve Liyofilize Edilmesi

2022 yili giiz doneminde dikilen, serada bulunan bitkilerin geng siirgiinlerden 17
Ocak 2023 tarihinde, 2023 yili bahar doneminde dikilen, serada bulunan geng
siirgiinlerden 11 Nisan 2023 tarihinde, yaprak 6rnekleri alinmis ve liyofilize edilmistir.

Liyofilizasyon iiriiniin dondurulmasini, basincin diistiriilerek yaprak igerisindeki
suyun ¢ikarilmasini saglayan ve bunun i¢in diisiik sicaklikta gerceklesen islemdir.
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Liyofilizasyon isleminden sonra alinan 6rnekler SNP analizleri yapilmak tizere
Vilmorin Mikado Tohumculuga ait olan Genetik Laboratuvari’na Fransa La Costire’e
gonderilir.

Sekil 3.8. a ve b) Genetik laboratuvarina génderilmek iizere SNP analizinde kullanilan
bitkilerden 6rnek alma asamasi ; ¢ ve ¢) yaprak 6rneklerinin liyofilize edilmesi islemi

3.2.8. Orneklerin SNP Analizi ve Genotiplenmesi

Bitkilerde bulunan geng siirgiinlerden , QTL analizlerinde SNP ile genotiplemede
kullanilmak {izere yaprak 6rnekleri alinmigtir. Alinan yaprak 6rneklerinde MACHEREY -
NAGEL DNA izolasyon kiti genomik DNA izolasyonu yapilmak {izere kullanilmaktadir.
Calisma sirasinda elde edilen DNA’lar 96 SNP markir1 ile Fluidigm genotipleme
platformunda KASP™ teknolojisi ile genotiplenmektedir. KASP™ genotipleme
analizleri, rekabetci alele 6zgii PCR'ye dayalidir ve tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP'ler) ve belirli lokuslarda ekleme ve silmelerin (Indels) bi-alelik puanlamasini saglar.
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How KASP works
1) Assay components: A) KASP Assay mix BJKASP Masier mix ==, e
KASP uses three components: Alele- specic forwars prmers Ny & Y
test DNA with the SNP of o -~ s o B
interest; KASP Assay Mix 5;‘ z ¥
containing two different, allele- — >
specific, competing forward ) ;
s[ls #| |s
primers with unique tall R""’“ PIRD
sequences and one reverse ¥ L,
primer; the KASP Master mix c
) DNAampiate (sampla)
containing FRET cassette 5 3
plus Taq polymerase in an I I O O
optimised buffer solution. " [o] 5
2) Denatured template and annealing components - PCR round 1:
5 3 s
fatele2prmer coes ot eogat) I REERRERERAREAN
A - —

Allele-1 tail FAM-belled
oligo sequence

Aiele.2 tail HEX-labelled
OGO SEquence
c

B e e ]

In the first round of PCR, one of the allele-specific primers matches the target
SNP and. with the common reverse pnmer, ampéfies the target region
FAM dye

3) Complement of allele-specific tail sequence generated
-~ PCR round 2:

e RRERTRTTRTRTTIRTR T IT

= | >
Ly @

HEX dys

®
@
S
7
0
@

Targe! SNP

Q Quencher
(Reverse primer binds, elongates and makes a complementary copy of the allele-1 tail)
4) Signal generation — PCR round 3:
o :'-' ""'
FAM-tabefied oligo binds 1o new complementary tail N
sequence and is no longer quenched e
7777‘!'777-,.'1 TraIrmrrTrnIrmrrnar
s £
Fleot for Fluor for non.
In further rounds of PCR, levels of allele- specific tall increase. The Galde T aflele remans
fluor labelied part of the FRET cassette s complementary to new tall o longer quenched
sequences and binds, releasing the fluor from the quencher o genecate quenched

a fluorescent signal

Sekil 3.9. KASP teknolojisinin ¢alismasini agiklayan basamaklar (Anonim 1)
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KASP genotyping process overview

Array DNA samples into PCR microtitre plate

Make assay from designed oligos
{or use KOD f KBD)

Make up genotyping mix

Dispense KASP genotyping mix
onto DNA samples

Seal plate

Thermocycle

Read plate in Auorescent plate reader

Analyse data

€ € K

Sekil 3.10.KASP genotipleme siirecine genel bakis 1) DNA 6rneklerini PCR mikrotitre
platelerine yerlestirilmesi; 2) Tasarlanmis oligolardan analiz yapilmasi; 3)Genotipleme
karisiminin  olusturulmasi; 4)KASP genotipleme karisiminin  DNA  numunelerine
dagitilmasi; 5)Platelerin agzmin sikica kapatilmasi; 6) PCR cihazina konulmast;
7)Florasan plate okuyucuda platelerin okunmasi; 8)Verilerin analiz edilmesi (Anonim 2)
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KASP analizleri, asagidaki polimorfizm tiirlerinin tespiti i¢in kullanilabilir:
* Tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs)

* Eklemeler veya silmeler (indels)

* Cok niikleotitli varyantlar (MNVSs)

* Haplotipler

Cizelge 3.5. 9611k plate reaksiyon hacminde (son hacim 5 ul) veya 384 lik plate reaksiyon
hacminde (son hacim 10 ul) KASP genotipleme karistmi yapmak igin bilesenlerin
hacimleri. *DNA numuneleri, her 5 pl reaksiyon basma 0,5-20ng'lik konsantrasyona
kadar seyreltildi.

KASP Gonotipleme Karisim Diizenegi
Islak DNA yontemi (ul)
Bilesenler
DNA* 2.5 5
KASP 2X Reaksiyon (2.5 5
Karisim
Assay 0.07 0.14
H20 N/A N/A
Toplam S5ul 10ul

3.2.9. Genetik Linkaj Haritalarinda QTL Pozisyonlarinin Hesaplanmasi

Calismamizda elde ettigimiz popiilasyonun linkaj haritalamasinda JoinMap 4
(IM-Interval model), Hollanda menseili program ile yapilmaktadir. Popiilasyonlarin
genetik linkaj haritalarinda QTL pozisyonlarin1 hesaplamak i¢in Map QTL 5.0 programi
kullanilmaktadir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Yalanci Mildiyoniin Siddetinin Fenotiplemesi Asamalari

Sera kosullarinda yalanct mildiyd siddetinin skorlanabilmesi i¢in 126 adet hat
6’sar bitki halinde 3 tekerriirlii olarak tesadiif parseller deneme desenine gore 2022 giiz
doneminde dikilir. Belirli araliklarla denemenin igerisine 2’ser adet hassas ebeveyn,
dayanikli ebeveyn ve hassas ticari hibrit dikilir. 2023 bahar doneminde ise 40 adet hibrit
(6 bitki), 31 adet hat (6 bitki), 5 adet ticari hibrit 4 tekerriirlii olacak sekilde in vivo
kosullarda fenotipik gozlem yapabilmek ic¢in tesadiif parseller deneme desenine gore
seraya dikilir.

Dikim tarihlerinden ortalama 15 giin sonra P. Cubensis inokulasyon uygulamalar:
serada yapilmaya baslanir ve tekrarlanarak devam edilir. Inokulasyondan sonra ortalama
bir hafta sonra elde edilen yalanci mildiy6 simptomlari sekil 4.1 de gosterilmistir. Hassas
ebeveyn iizerinde goriilen simptomlar (Sekil 4.1a), dayanikli ebeveyn iizerinde goriilen
simptomlar (Sekil 4.1b) gozlenmistir.

ﬁ‘.&%g ‘ ??—y!f

Sekil 4.1 inokulasyondan sonra yalanci mildiydniin hassas ebeveyni etkileme sekli (a),
dayanikli materyali etkileme sekli (b)

Yalanci mildiy6 inokiilasyonundan sonra skorlama asagidaki kriterlere gore
yapilmistir;
e Hastaligin siddeti
e Sporulasyon alani
e Sporulasyon yogunlugu
Bu skorlamada 1 en hassas, 9 yiiksek dayanikli olarak belirlenmistir.
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4.2. SNP Analizi ve QTL Haritalama

Elde ettigimiz DNA’lar Fluigm genotipleme platformunda 96 SNP markiri ile
KASP™ teknolojisi ile genotiplenir.

Calismada kullanilar markir kodlari, haritalandiklar1 kromozom numaralar1 ve
fenotipik gozlem sonucunda elde edilen mildiyd skorlari asagidaki c¢izelgelerde
verilmistir. (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Denemede 1’de kullanilan hat ve hibritlere bagli olarak haritalamada
kullanilan SNPIerin tespit edildigi 3.kromozom

SNPs
Hat/Hibrit|  Cesit A|lB|C|D
Hat 152564 | A | A [AC] A
Hat 152507 |A|A|[cC|C
Hat 152630 |A|A|C|C
Hat 152633 |A|A|C|C
Hat 152636 | A | A | A | A
Hat 152636 | A | A | C | A
Hat 152729 | A | A [ A|A
Hat 152762 |G |G | C | A
Hat 152878 |A|A|C|C
Hat 152881 | A |A | C|C
Hat 152806 | A | A | C|C
Hat 152809 | A |A|[C|C
Hat 152809 | A |A|cC|C
Hat 152005 A | A A]|C
Hat 152012 A | A A]|C
Hat 152086 | A|A | C|C
Hat 15202 A | A A]|C
Hat 153001 |A|A|cC]|C
Hat 153077 |G |G | A | A
Hat 153152 |G |G| c|cC
Hat 153164 |G |G| C|C
Hat 153191 |G |G| c|cC
Hat 153230 |G |G | A | A
Hat 153254 |G |G| A|C
Hat 153267 |G |G| A | A
Hat 153269 | G |G | A | A
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E.KARCI ORHAN

Cizelge 4.1. devam

Hat 153382 G A| A A
Hat 153436 G| G| AJ|A
Hat 153481 G|G|C|A
Hat 153490 G|IG|A|A
Hat 153529 G| G| AJ|A
Hat 153532 G|IG|A|A
Hat 153535 G|IG|A|A
Hat 153538 G|IG|A A
Hat 153544 G|G|A|A
Hat 153615 G|G|C|A
Hat A064949 |G |G| C | A
Hibrit Tlcal’llHIbI‘I'[ Alalaclc
Hibrit VMKlH'b”t Alalclc
Hibrit VMKZH'b”t AlAalc|c
Hibrit VMKgH'b”t AlalAalc
Hibrit VMK4H'b”t AlAalAlc
Hibrit Tlcar|2H|br|t Alalaclc
Hibrit Tlcar|3H|br|t Alalaclc
Hat POINSETT- Alal Alc
76
Hibrit Tlcar|4H|br|t AlAlaclc
Hibrit Tlcar|5H|br|t Alalaclc
Hibrit Tlcar|6H|br|t Alalaclc
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Cizelge 4.2. Denemede 1’de kullanilan hat ve hibritlere bagl olarak haritalamada
kullanilan SNPIerin tespit edildigi 4.kromozom

SNPs

Hat/ .
Hibrit | ¢¢8it
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Hat |152878
Hat |152881
Hat |152896
Hat |152899
Hat |152899
Hat |152905
Hat |152912
Hat | 152986
Hat |152992
Hat |153001
Hat | 153077
Hat |153152
Hat |153164
Hat |153191
Hat |153230
Hat |153254
Hat | 153267
Hat |153269
Hat |153382
Hat |153436
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E.KARCI ORHAN

Cizelge 4.2. devami

Hat 153481 C A A|G|A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat 153490 C A A| G| A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat 153529 C A A|G|A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat 153532 C A A|G|A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat 153535 C A A| G| A|C| A|A|C|IA|A]|A
Hat 153538 C A A|G|A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat 153544 C A A|G|A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat 153615
C A A| G| A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hat A064949
C A A| G| A|C| A|A|IC|IA|A]|A
Hibrit Ticari Hibrit
1 A C G|A|C|A|G|A|C|G|T]|AG
Hibrit VMK Hibrit
1 A C G|A|C|A|G|A|C|G|TIAG
Hibrit VMK Hibrit
2 A C G|A|C|A|G|A|C|G|TIAG
Hibrit VMK Hibrit
3 A C G|A|C|A|G|A|lC|G|T]|G
Hibrit VMK Hibrit
4 A C G|A|C|A|G|A|C|G|TIAG
Hibrit Ticari Hibrit
2 A C G|A|C|A|G|IA|lC|G|T]|G
Hibrit Tlcar|3H|br|t
A C G|A|C|A|G|A|C|G|TIAG
POINSETT-
Hat
76 C A A|G|A|C A|GIA|G|T]|G
Hibrit Ticari Hibrit
4 A C G|A|C| A G|IA|lC|G|T]|G
Hibrit Ticari Hibrit
S A|C|G|A|C|A|G|A|C|G|TIAG
... | Ticari Hibrit
Hibrit
6 AIC| C |AIGIAIGIC |A| G| A | C |G| T |AG
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E.KARCI ORHAN

Cizelge 4.3. Denemede 1’de kullanilan hat ve hibritlere bagl olarak haritalamada

kullanilan SNPIerin tespit edildigi 5.kromozom

SNPs
Hat/Hibrit Cesit Q| R
Hat 152564 C| G
Hat 152597 A | A
Hat 152630 C | G
Hat 152633 C| A
Hat 152636 C | G
Hat 152636 C | G
Hat 152729 C| A
Hat 152762 C | G
Hat 152878 C| A
Hat 152881 C| A
Hat 152896 C| A
Hat 152899 C| A
Hat 152899 C| A
Hat 152905 C| A
Hat 152912 C| A
Hat 152986 C| A
Hat 152992 C | G
Hat 153001 C| A
Hat 153077 C | G
Hat 153152 C| G
Hat 153164 C | G
Hat 153191 C | G
Hat 153230 C| G
Hat 153254 C| G
Hat 153267 C | G
Hat 153269 C| G
Hat 153382 C| G
Hat 153436 C| G
Hat 153481 C | G
Hat 153490 C| G
Hat 153529 C| G
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E.KARCI ORHAN

Cizelge 4.3. devam

Hat 153532 C | G
Hat 153535 C | G
Hat 153538 C | G
Hat 153544 C | G
Hat 153615
C| G
Hat A064949
C | A
... | Ticari Hibrit
Hibrit
1 AIC| A
Hibrit VMK Hibrit
1 A | A
Hibrit VMK Hibrit
2 Al A
. .. | VMK Hibrit
Hibrit
3 AIC|A/IG
Hibrit VMK Hibrit
4 A | A
.. .. | Ticari Hibrit
Hibrit
2 AIC|A/G
Hibrit Tlcar|3H|br|t
A/C | AIG
Hat POINSETT-
76 C G
Hibrit Ticari Hibrit
4 A | A
Hibrit Ticari Hibrit
S A/C |AIG
Hibrit Ticari Hibrit
6 AIC| A
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E.KARCI ORHAN

Cizelge 4.4. Denemede 2’de kullanilan hat ve hibritlere bagl olarak haritalamada
kullanilan SNPIerin tespit edildigi 3.kromozom

SNPs

Hat/Hibrit | Cesit A B C D
Hat 31196 A A C C
Hat 31259 A A A C
Hat 41311 A A A C
Hat 47245 A A A C
Hat 87636 A A A C
Hat 88771 A A A C
Hat 111480 A A C C
Hat 111530 A A A C
Hat 112422 A A A C
Hat 116318 A A A C
Hat 153267 G G A A
Hat 153267 G G A A
Hat 153269 G G A A
Hat 153269 G G A A
Hat 153436 G G A A
Hat 153436 G G A A
Hat 153490 G G A A
Hat 153490 G G A A
Hat 153529 G G A A
Hat 153529 G G A A
Hat 153532 G G A A
Hat 153532 G G A A
Hat 153535 G G A A
Hat 153535 G G A A
Hat 153538 G G A A
Hat 153538 G G A A
Hat 153544 G G A A
Hat 153544 G G A A
Hat 153615 G G C A
Hat 153615 G G C A
Hat A064949 G G C A

Ticari Hibrit
Hibrit 1 A A A/C C

VMK Hibrit
Hibrit 1 A A C C

VMK Hibrit
Hibrit 2 A A A C
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Cizelge 4.4. devamm

VMK Hibrit
Hibrit 3 A A C C
Ticari Hibrit
Hibrit 2 A A A/C C
POINSETT-
Hat 76 A A A C
Ticari Hibrit
Hibrit 3 A A A/C C
Ticari Hibrit
Hibrit 4 A A A/C C
Ticari Hibrit
Hibrit 5 A A AIC C
Hibrit X22-000065 | A/G AIG A/C A/C
Hibrit X22-000066 | A/G AlG A A/C
Hibrit X22-000067 | A/IG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000068 | A/G AIG A/C A/C
Hibrit X22-000077 | AIG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000078 | A/IG AIG A A/C
Hibrit X22-000079 | A/IG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000080 | A/G AlG A/C A/C
Hibrit X22-000173 | A/G AlG A/C A/C
Hibrit X22-000174 | AIG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000175| A/IG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000176 | A/IG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000273 | A/IG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000274 | AIG AlG A A/C
Hibrit X22-000275 | AIG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000276 | A/IG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000289 | A/G AlG A/C A/C
Hibrit X22-000290 | A/G AIG A A/C
Hibrit X22-000291 | A/IG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000292 | A/IG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000293 | A/G AlG A/C A/C
Hibrit X22-000294 | A/IG AlG A A/C
Hibrit X22-000295 | A/G AIG A/C A/C
Hibrit X22-000296 | A/IG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000401 | A/IG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000402 | A/IG AlG A A/C
Hibrit X22-000403 | A/IG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000404 | A/IG AIG A/C A/C
Hibrit X22-000409 | A/G AlG C A/C
Hibrit X22-000410 | A/G AIG A/C A/C
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Cizelge 4.4. devamm

Hibrit X22-000411 AlG AlG C A/C
Hibrit X22-000412 AlG AlG C A/C
Hibrit X22-000497 AlG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000498 AlG AlG A A/C
Hibrit X22-000499 AlG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000500 AlG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000501 AlG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000502 AlG AlG A A/C
Hibrit X22-000503 AlG AlG A/C A/C
Hibrit X22-000504 AlG AlG A/C A/C

Cizelge 4.5. Denemede 2’de kullanilan hat ve hibritlere bagl olarak haritalamada
kullanilan SNPIerin tespit edildigi 4.kromozom

SNPs

Hat/

Hibrit | Cesit E F G H | J K L M |N (0] P
Hat |31196 |[A |C |G |A |[C [A |G |A |C |G |T A
Hat |31259 |[A |[C |G |A |[C (A |G |A |C |G |T G
Hat |41311 (/A |C |G |A |C (A |G |A |C |G |T G
Hat 47245 |C C G A C A G A C G MISSING | A
Hat |87636 |[C |C |G |A |C (A |G |[A |C |G |T A
Hat |88771 |[A |C |G |A |C (A |G |A |C |G |T G
Hat |111480/A |C |G |A |C (A |G |A |C |G |T G
Hat |111530/A |C |G |A |C |A |G |A [C |G |A/T G
Hat 112422 | A C G A C A G A C G T A
Hat |116318|/A |C |G |A |C (A |G |A |C |G |T G
Hat 153267 | C A |A G A C A A cC |A A A
Hat 153267 | C A |A G A C A A cC |A A A
Hat 153269 | C A |A G A C A A C |A A A
Hat 153269 | C A |A G A C A A cC |A A A
Hat 153436 | C A |A G A C A A C |A A A
Hat 153436 | C A |A G A C A A cC |A A A
Hat 153490 | C A |A G A C A A C |A A A
Hat 153490 | C A |A G A C A A C |A A A
Hat |153529|C |A |A |G |A |[C |A |A |C |A |A A
Hat 153529 |C A |A G A C A A C |A A A
Hat |153532|C |A |A |G |A |[C |A |A |C |A |A A
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Cizelge 4.5. devamm

Hat | 153535 c /A /A |G |A |[C A A |[C |A |A |A

Hat | 153535 c |IAN /A |G |[A |[C |A A |IC A A |A

Hat | 153538 c /[A/A |G |A |[C A A |C |A |A |A

Hat | 153538 c /A /A |G |A |[C A A |[C |A |A |A

Hat |153544 c |IAN /A |G |[A |[C |A A |IC A A |A

Hat |153544 c /A /A |G |A |[C A A |C |A |A |A

Hat |153615 c |IAN /A |G |[A |[C |A A |IC A A |A

Hat |153615 c /[A/A |G |A |[C A A |C |A |A |A

Hat |A064949 |C A |A G A C A A C A A |A
Ticari

Hibrit | Hibrit 1 A C G A C A G A C G T A/G
VMK

Hibrit | Hibrit 1 A C G A C A G A C G T A/G
VMK

Hibrit | Hibrit 2 A C G A C A G A C G T G
VMK

Hibrit | Hibrit 3 A C G A C A G A C G T A
Ticari

Hibrit | Hibrit 2 A C G A C A G A C G T A/G
POINSETT-

Hat |76 C A |A G A C A G A G T G
Ticari

Hibrit | Hibrit 3 A C G A C A G A C G T G
Ticari

Hibrit | Hibrit 4 A C G A C A G A C G T A/G
Ticari

Hibrit | Hibrit 5 A/C|C A/G|A/G|C A G A C G A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000065 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000066 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000067 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000068 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000077 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000078 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000079 A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G|A C A/G|A/T |A/G
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Cizelge 4.5. devamm

X22-

Hibrit | 000080 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000173 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000174 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000175 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000176 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000273 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000274 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000275 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000276 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000289 | A/C|A/C|A/G |A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000290 |A/C|A/C|A/G |A/G |A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000291 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000292 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000293 |A/C|A/C|A/G |A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000294 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000295 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000296 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000401 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000402 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000403 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G |A/T |A/G
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Cizelge 4.5. devam

X22-

Hibrit | 000404 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000409 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit |000410|A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000411 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000412 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000497 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000498 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000499 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000500 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
X22-

Hibrit | 000501 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000502 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000503 |A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A/G
X22-

Hibrit | 000504 | A/C|A/C|A/G|A/G|A/C|A/C|A/G A/G|A/T |A
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Cizelge 4.6. Denemede 2’de kullanilan hat ve hibritlere bagl olarak haritalamada

kullanilan SNPIerin tespit edildigi 5.kromozom

SNPs
Hat/ R
Hibrit Cesit
Hat 31196 A A
Hat 31259 C A
Hat 41311 C G
Hat 47245 C A
Hat 87636 C A
Hat 88771 A A
Hat 111480 A A
Hat 111530 C G
Hat 112422 C G
Hat 116318 C G
Hat 153267 C G
Hat 153267 C G
Hat 153269 C G
Hat 153269 C G
Hat 153436 C G
Hat 153436 C G
Hat 153490 C G
Hat 153490 C G
Hat 153529 C G
Hat 153529 C G
Hat 153532 C G
Hat 153532 C G
Hat 153535 C G
Hat 153535 C G
Hat 153538 C G
Hat 153538 C G
Hat 153544 C G
Hat 153544 C G
Hat 153615 C G
Hat 153615 C G
Hat A064949 |C A
Ticari
Hibrit Hibrit 1 A/C A
VMK
Hibrit Hibrit 1 A A
VMK
Hibrit Hibrit 2 A/C A/G
VMK
Hibrit Hibrit 3 A A
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Cizelge 4.6.devam

Ticari

Hibrit Hibrit 2 A/C A/G
POINSETT-

Hat 76 C G
Ticari

Hibrit Hibrit 3 A A
Ticari

Hibrit Hibrit 4 A/C A/G
Ticari

Hibrit Hibrit 5 A/C A
X22-

Hibrit 000065 C A/G
X22-

Hibrit 000066 C A/G
X22-

Hibrit 000067 A/C A/G
X22-

Hibrit 000068 A/C A/G
X22-

Hibrit 000077 C A/G
X22-

Hibrit 000078 C A/G
X22-

Hibrit 000079 A/C A/G
X22-

Hibrit 000080 A/C A/G
X22-

Hibrit 000173 C A/G
X22-

Hibrit 000174 C A/G
X22-

Hibrit 000175 A/C A/G
X22-

Hibrit 000176 A/C A/G
X22-

Hibrit 000273 C A/G
X22-

Hibrit 000274 C A/G
X22-

Hibrit 000275 A/C A/G
X22-

Hibrit 000276 A/C A/G
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Cizelge 4.6.devam

X22-

Hibrit 000289 |C A/G
X22-

Hibrit 000290 |C A/G
X22-

Hibrit 000291 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000292 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000293 |C A/G
X22-

Hibrit 000294 |C A/G
X22-

Hibrit 000295 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000296 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000401 |C A/G
X22-

Hibrit 000402 |C A/G
X22-

Hibrit 000403 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000404 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000409 |C A/G
X22-

Hibrit 000410 |C A/G
X22-

Hibrit 000411 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000412 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000497 |C A/G
X22-

Hibrit 000498 |C A/G
X22-

Hibrit 000499 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000500 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000501 |C A/G
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Cizelge 4.6.devam

X22-

Hibrit 000502 |C A/G
X22-

Hibrit 000503 [A/C A/G
X22-

Hibrit 000504 [A/C A/G

Cizelge 4.7. Deneme 1 ve Deneme 2’de bulunan hat ve hibritlerin yalanci mildiy6

gozlem skalasina bagli olarak fenotipik olarak skorlanmasi

Hat . DM
Deneme Hibr{t Cesit skorlamasi
1 Hat  |152564 4,58
1 Hat  |152597 3,50
1 Hat  |152630 3,67
1 Hat  |152633 3,83
1 Hat  |152636 4,67
1 Hat  |152636 4,83
1 Hat  |152729 4,50
1 Hat |152762 7,17
1 Hat  |152878 4,08
1 Hat  |152881 3,67
1 Hat  |152896 3,72
1 Hat  |152899 4,28
1 Hat  |152899 4,28
1 Hat  |152905 4,97
1 Hat  |152912 4,53
1 Hat  |152986 3,67
1 Hat  |152992 4,33
1 Hat | 153001 4,22
1 Hat  |153077 7,00
1 Hat  |153152 7,11
1 Hat |153164 7,33
1 Hat  |153191 7,00
1 Hat  |153230 7,22
1 Hat  |153254 7,50
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Cizelge 4.7.devam
1 Hat 153267 7,00
1 Hat 153269 7,83
1 Hat 153382 7,50
1 Hat 153436 7,50
1 Hat 153481 7,17
1 Hat 153490 7,28
1 Hat 153529 7,50
1 Hat 153532 7,67
1 Hat 153535 7,75
1 Hat 153538 7,08
1 Hat 153544 7,33
1 Hat 153615 7,17
1 Hat A064949 7,73
1 Hibrit | Ticari Hibrit1 | 2,31
1 Hibrit | VMK Hibrit1| 230
1 Hibrit | VMK Hibrit2 | 2,30
1 Hibrit | VMK Hibrit3| 230
1 Hibrit | VMK Hibrit4 | 2,30
1 Hibrit | Ticari Hibrit2 | 2,30
1 Hibrit | Ticari Hibrit3| 2,30
, A 560INSETT 5,01
1 Hibrit | Ticari Hibrit4 | 2,30
1 Hibrit | Ticari Hibrit5| 2,30
1 Hibrit | Ticari Hibrit6 | 2,30
2 Hat 31196 1,63
2 Hat 31259 2,00
2 Hat 41311 3,38
2 Hat 47245 3,25
2 Hat 87636 3,50
2 Hat 88771 5,00
2 Hat 111480 1,25
2 Hat 111530 1,50
2 Hat 112422 3,13
2 Hat 116318 4,25
2 Hat 153267 7,88

42



BULGULAR ve TARTISMA

E.KARCI ORHAN

Cizelge 4.7.devamm

2 Hat 153267 8,08
2 Hat 153269 8,13
2 Hat 153269 8,25
2 Hat 153436 8,21
2 Hat 153436 8,35
2 Hat 153490 8,04
2 Hat 153490 8,17
2 Hat 153529 8,46
2 Hat 153529 8,75
2 Hat 153532 8,35
2 Hat 153532 8,46
2 Hat 153535 8,50
2 Hat 153535 8,38
2 Hat 153538 7,23
2 Hat 153538 8,10
2 Hat 153544 8,06
2 Hat 153544 8,73
2 Hat 153615 8,60
2 Hat 153615 8,85
2 Hat A064949 8,71
2 Hibrit Ticari Hibrit 1 2,13
2 Hibrit VMK Hibrit 1 2,00
2 Hibrit VMK Hibrit 2 2,75
2 Hat HD124 2,13
2 Hibrit Ticari Hibrit 2 2,25
2 Hibrit Ticari Hibrit 3 2,25
) Hibrit Ticari Hibrit 4 2,13
2 Hibrit Ticari Hibrit 5 2,25
2 Hibrit X22-000065 6,13
2 Hibrit X22-000066 5,46
2 Hibrit X22-000067 3,00
2 Hibrit X22-000068 3,38
2 Hibrit X22-000077 6,63
2 Hibrit X22-000078 5,88
2 Hibrit X22-000079 4,00
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Cizelge 4.7.devam

2 Hibrit | X22-000080 3,00
2 Hibrit | X22-000173 6,88
2 Hibrit | X22-000174 6,25
2 Hibrit | X22-000175 3,50
2 Hibrit | X22-000176 3,38
2 Hibrit | X22-000273 6,38
2 Hibrit | X22-000274 5,63
2 Hibrit | X22-000275 3,13
2 Hibrit | X22-000276 3,50
2 Hibrit | X22-000289 6,50
2 Hibrit | X22-000290 6,33
2 Hibrit | X22-000291 3,50
2 Hibrit | X22-000292 3,50
2 Hibrit | X22-000293 6,65
2 Hibrit | X22-000294 6,63
2 Hibrit | X22-000295 3,13
2 Hibrit | X22-000296 3,25
2 Hibrit | X22-000401 6,79
2 Hibrit | X22-000402 6,63
2 Hibrit | X22-000403 3,63
2 Hibrit | X22-000404 3,50
2 Hibrit | X22-000409 6,75
2 Hibrit | X22-000410 6,38
2 Hibrit | X22-000411 4,13
2 Hibrit | X22-000412 4,00
2 Hibrit | X22-000497 7,00
2 Hibrit | X22-000498 6,13
2 Hibrit | X22-000499 4,13
2 Hibrit | X22-000500 4,13
2 Hibrit | X22-000501 7,13
2 Hibrit | X22-000502 6,63
2 Hibrit | X22-000503 3,75
2 Hibrit | X22-000504 3,38
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In vivo testte mildiydniin fenotipik olarak skorlanmast ile ilgili dayanikli materyal
olan A064949 ile hibritler karsilastirllmistir ve asagida belirttigimiz gozlem sonucu
oranlar1 ve bu sonuglarin standart sapma degerleri hesaplanmistir. (Cizelge 4.8.)

Cizelge 4.8. In vivo testte yalanct mildiydniin hibritler arasinda markira,
kromozoma, homozigot veya heterozigot olmasina bagli fenotipik olarak skorlanmasi

Hibritlerin DM fenotipik gézlem
Markir ve Homozigot/Hetero | sonucu dayanim oranlar1 (1-9 | Standar
kromozomu zigot skalasi) t Sapma
Heterozigot (A/G) | 4,96 15
A-Kromozom 3 Homozigot (A) 2,51 0,74
Homozigot(A) 2,23 0,1
Homozigot(C) 6,44 0,83
Q-Kromozom 5 Heterozigot (A/C) |3,10 0,66
Homozigot (A) 2,23 0,09
Homozigot (G) 4,69 0,31
R-Kromozom 5 Heterozigot(A/G) |4,59 1,67

In vivo testte mildiydniin fenotipik olarak skorlanmasi ile ilgili dayanikli materyal
olan A064949 ile ayn allele sahip olan hatlar karsilastirilmistir ve asagida belirttigimiz
gbzlem sonucu oranlart ve bu sonuglarin standart sapma degerleri hesaplanmistir.

(Cizelge 4.9.)

Cizelge 4.9. In vivo testte yalanci mildiyoniin dayanikli materyale ait ayn1 allele sahip
hatlar igerisinde markira, kromozoma bagli fenotipik olarak skorlanmast

Markir ve kromozomu A064949 kodlu hiyar genotipi ile ayni allele sahip olan
hatlarin DM fenotipik gbzlem sonucu oranlari

A-Kromozom 3 7,81

E-P-Kromozom 4 7,63

Q-Kromozom 5 6,35

R-Kromozom 5 3,66

In vivo testte mildiyoniin fenotipik olarak skorlanmas ile ilgili dayanikli materyal
olan A064949 ile farkl: allele sahip olan hatlar karsilagtirllmistir ve asagida belirttigimiz
gbzlem sonucu oranlari hesaplanmustir. (Cizelge 4.10.)
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Cizelge 4.10. In vivo testte yalanc1 mildiydniin dayanikli materyalden farkli allele sahip
hatlar igerisinde markira, kromozoma bagli fenotipik olarak skorlanmasi

Markir ve kromozomu Pakistan kokenli A064949 kodlu hiyar genotipi ile farkli
allele sahip olan hatlarin DM fenotipik gézlem sonucu
oranlari

A-Kromozom 3 3,71

E-P-Kromozom 4 3,36

Q-Kromozom 5 2,84

R-Kromozom 5 7,06

QTL analizlerinde kullanilmak tizere yaprak érnekleri alinmistir.Bu 6rnekler 96
SNP markirt ile taranmigtir. Patolojik ve agronomik gozlemlerin sonucunun bu ¢aligsmaya
0zel SNP markirlar ile iligkisi aragtirilmastir.

Bu caligmanin sonucunda elde edilen sonuglara gére mildiyd dayanikliligr ile ilgili
en alakali markirlar ve hangi kromozomda olduguna karar verilmistir. (Cizelge 4.11.)

Cizelge 4.11. Mildiy6 dayanimu ile ilgili kromozomlar ve en alakali markirlar

Markir Kromozom
A 3
F 4
@) 4
Q 5
R 5

Bu calismanin sonucuna gore 7 kromozom icerisinde yalanci mildiyd dayanimi i¢in
major QTL’ler kromozom 3, 4, 5’te bulunmaktadir. Elde ettigimiz sonuglara gore en
alakal1 markilar su sekildedir:

e Kromozom 3 iizerinde A markiri
o Komozom 4 iizerinde F markir1 (sporulasyon) ve O markiri(kloroz)
e Kromozom 5 iizerinde Q ve R markiridir.
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Cizelge 4.12. Yalanct mildiyé dayanimi ile iliskili molekiiler markirlar, bulunduklar
kromozomlar ve her kantitatif karakter lokusu (QTL) in haritalama popiilasyonundaki
hastalik dayanimu ile ilgili gosterdigi korelasyonu (R?)

Prob. >
Marker |F R? Kromozom
A <.0001 |0,86 3
F <.0001 |0,71 4
0] <.0001 |0,58 4
Q <.0001 |0,65 5
R <.0001 |0,56 5

Cizelge 4.8. de verilen degerlerin sonuglarima gore markir yardimli seleksiyon
yapildiginda Q markir1 dominant markirdir. Q markir1 kullanilarak seleksiyon yapilmak
istenirse, homozigot dayanikli ebeveynler yliksek dayanim saglar.

Cizelge 4.8. ve Cizelge 4.9. degerlerinin baz alindiginda A markir1 bolgesindeki QTL
eklemeli gen etkisine sahiptir. A markir1 kullanilarak seleksiyon yapilmak istenirse,
hibritlerde bu allelin heterozigot yerine homozigot kullanilmas1 daha yiiksek dayanim
saglayacaktir. Homozigot allel kullaniminda yalanci mildiyoye karsi daha yiiksek
dayanim saglayacagi dngoriilmektedir.

Cizelge 4.9. ve Cizelge 4.10. degerlerine bakildiginda R markirinin bagli oldugu QTL

dominantdir. R markir1 kullanilarak yapilan seleksiyonlarda bu bdolge hibritlerde
heterozigot olarak kullanilabilir.
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5. SONUCLAR

Yalanci mildiydye kars1 yeni bir dayaniklilik kaynagi olarak tespit edilen Pakistan
orijinli A064949 hatt1 kullanilarak Recombinant Inbred hatlar olusturulmustur. Bu
popiilasyonun yalanct mildiyd dayanimi belirlenmistir. Populasyon iginde en yliksek
dayanima sahip 10 hat, 4 elit hiyar hatt1 ile melezlenmistir. Dayanikli hatlar, bunlarin elit
hatlar ile yapilan melezlemelerinden elde edilen 40 adet hibrit, bu hibritlere ait olan
dayanikli ve hassas ebeveynler iki sezon tekerriirlii yalanci mildiyd testelemesine tabi
tutulmustur. Populasyonda ii¢ farkli kromozomda tespit edilen QTL bolgelerini tekli, ikili
ve Ug¢lii olarak homozigot ve heterozigot durumda tasiyan genotiplerin yalanct mildiyd
dayanim seviyeleri belirlenmistir. Homozigot ve heterozigot hatlarin dayanim
seviyelerinin karsilagtirmali analizleri her QTL bdlgesinin kalitim durumunu ortaya
koymustur. Buna gore, 3.kromozom (A markir1) bolgesi eklemeli gen etkisi, 4.kromozom
(F ve O markir) bolgeleri yalanct mildiyé dayanim i¢in dominant etki gostermistir ve
5.kromozom (Q markir) bélgesi yalanct mildiyd dayanim i¢in dominant etki gdstermistir.
Bu ii¢ QTL bdlgesini tasiyan hatlar ve hibritler yalanct mildiyo enfeksiyonuna karsi
oldukea yiiksek dayanim sergilemistir. Hibrit ¢esitlere markir yardimli geriye melezleme
ile dayanim aktarilabilir. Genetik dayanimi yiiksek hibrit ¢esitlerin iiretimde kullanilmasi
daha az kimyasal ila¢ kullanimi, daha diisiik maliyetli {iretim ve daha az ilag¢ kalintis1 olan
tirtinlerin tretilmesine imkan verecektir.
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