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Baz1 Hordeum Genotiplerinin Rhynchosporium commune’ye Karsi1 Reaksiyonlar: ve
Dayanikh Olarak Belirlenen Genotiplerde RrsI Dayaniklilik Lokusunun Molekiiler
Markorler Kullamilarak Arastirilmasi®

Reactions of Some Hordeum Genotypes to Rhynchosporium commune and Investigation of
Rrs1 Resistance Locus in Resistant Genotypes Using Molecular Markers

Siikriye YILDIRIM', Arzu CELIK OGUZY, Aziz KARAKAYA?, Giiray AKDOGAN*

Oz

Rhynchosporium commune fungusu konukgusu oldugu arpa bitkisinde arpa yaprak lekesi hastaligina neden
olmaktadir. Bu calismada, 27 arpa cesidinin, 15 yerel arpa cesidinin, 10 Hordeum spontaneum, 8 Hordeum
bulbosum yabani arpa genotipinin arpa yaprak lekesi hastaligina kars1 reaksiyonlar1 degerlendirilmis ve 5 cesit
(Avcer 2002, Cetin 2000, Sinanbey, Cirit, Cacabey), 3 adet H. spontaneum genotipi (Hs4, Hs8, Hs9) ve 4 adet
Hordeum bulbosum genotipi (Hb2, Hb3, Hb4, Hb8) dayanikli olarak belirlenmistir. On bes arpa yerel ¢esidinin
higbiri hastaliga kars1 dayaniklilik géstermemistir. Dayanikli olarak belirlenen arpa genotipleri Rrs/ lokusuna en
yakin bolgeyi igaret eden, CAPS markérleri (11 1476, 11_0010, 11_0823 ve 11 _0315) ve arpa yaprak lekesi
hastalig1 dayaniklilik genleri ile iligkili markorler (HVS3-SCAR, Bmac209-SSR, Bmac67-SSR, Ebmac871-SSR,
Bmag0006-SSR) ile test edilerek R. commune etmenine karsi arpa genotiplerinde Rrs/ dayaniklilik geninin varligi
arastirilmistir. Bolgeye en yakin olan 11 0823 CAPS markoériinde Aver 2002, Sinanbey, Cirit ve Cacabey
gesitlerinde dayanikli bant profili belirlenmistir. HVS3-SCAR markoériinde Avci 2002, Sinanbey, Cirit, Cacabey
cesitlerinde ve Hb2, Hb3, Hb4 H. bulbosum genotiplerinde, Ebmac871-SSR ve Bmac209-SSR markérlerinde Avet
2002 ve Sinanbey cesitleri ile Hs4, Hs8 ve Hs9 H. spontaneum genotipleri, Bmag 0006-SSR markoériinde Cetin
2000, Cirit ve Cacabey gesitleri ile Hs4, Hs8 ve Hs9 H. spontaneum genotiplerinde, Bmac67-SSR markoriinde ise
Cetin 2000, Cirit ve Cacabey g¢esitleri ile Hs8 H. spontaneum genotiplerinde dayanikli bant profili saptanmuistir.
Rhynchosporium commune etmeninin neden oldugu arpa yaprak lekesi hastaligi ile miicadelede etkili ve
siirdiiriilebilir kontrol yontemi dayanikli ¢esit kullanimidir. Markor destekli seleksiyon kullanilarak farkls
lokuslarin introgresyonu ve piramitlenmesi dayaniklilik 1slahi agisindan onemlidir. Rrs/ arpa yaprak lekesi
hastaligina dayanikliligin etiketlenmesi igin kullanilan bu markdorlerin 1slah programlarinda piramitleme ve markor
destekli se¢imi kolaylastiracagi diisiiniilmektedir.
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Abstract

The fungus Rynchosporium commune causes scald in barley. In this study, 27 barley cultivars, 15 barley landraces,
10 Hordeum spontaneum and 8 Hordeum bulbosum genotypes were evaluated to scald and 5 cultivars (Ave1 2002,
Cetin 2000, Sinanbey, Cirit, Cacabey), 3 Hordeum spontaneum genotypes (Hs4, Hs8, Hs9) and 4 Hordeum
bulbosum genotypes (Hb2, Hb3, Hb4, Hb8) were found to be resistant. None of the fifteen barley landraces showed
resistance to the disease. The presence of Rrs/ resistance gene in barley genotypes against R. commune was
investigated by testing the resistant barley genotypes with CAPS markers (11 1476, 11 0010, 11 0823 and
11 _0315) indicating the region closest to the Rrs/ locus and markers associated with barley leaf scald disease
resistance genes (HVS3-SCAR, Bmac209-SSR, Bmac67-SSR, Ebmac871-SSR, Bmag0006-SSR). In the 11_0823
CAPS marker closest to the region, a resistant band profile was observed in Avci 2002, Sinanbey, Cirit, and
Cacabey varieties. In the HVS3-SCAR marker, Avci 2002, Sinanbey, Cirit, Cacabey varieties and Hb2, Hb3, Hb4
H. bulbosum genotypes; in the Ebmac871-SSR and Bmac209-SSR markers, Avci 2002 and Sinanbey varieties and
Hs4, Hs8 and Hs9 H. spontaneum genotypes; in the Bmag 0006-SSR marker, Cetin 2000, Cirit and Cacabey
varieties and Hs4, Hs8 and Hs9 H. spontaneum genotypes; in the Bmac67-SSR marker, Cetin 2000, Cirit and
Cacabey varieties and Hs8 H. spontaneum genotype resistant band profiles were observed. The best and most
sustainable way to control barley leaf scald disease caused by Rhynchosporium commune is to utilize resistant
varieties. Introgressing and pyramiding different loci through marker-assisted selection is crucial for resistance
breeding. These markers used for tagging Rrs/ barley leaf scald resistance may facilitate pyramiding studies and
marker-assisted selection in breeding programs.

Keywords: Rhynchosporium commune, Scald, Rrs1, Barley, Barley landraces, Wild barley
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1. Giris

Arpa (Hordeum vulgare L.), diinyada ve iilkemizde serin iklim tahillar1 igerisinde bugdaydan sonra en fazla
ekilip iiretilen tahildir (TUIK, 2025). Arpa, cogunlukla hayvan beslenmesinde kullaniimakta olup ayni zamanda
malt sanayiinde de kullanilmaktadir (Gegit, 2016; Aktas, 2017; Altuner ve ark., 2022). Tiirkiye, Akdeniz ve Yakin
Dogu gen merkezlerinin kesisme noktasinda yer almakta olup arpa iiretiminin en énemli genetik merkezlerinden
birisidir (Kiin, 1996).

Yabani arpa genotipleri ve yerel arpa gesitleri, giiniimiize kadar siiren dogal seleksiyonu sonucu abiyotik ve
biyotik streslere yliksek oranda adapte olduklar1 ve bu nedenle elverissiz kosullarin yagsandigi iiretim alanlarinda
yetigebildikleri igin genetik varyasyon igin dnemli kaynaklardir (Ceccarelli ve Grando, 2000; Karakaya ve ark.,
2016, 2020).

Ciftgiler tarafindan yetistirilen yerel arpa gesitleri (Hordeum vulgare L. subsp. vulgare), farkli heterojenisiteye
sahip olup dogal ve yapay se¢ilime maruz kalan popiilasyonlardir (Brown, 2000). Yerel arpa cesitleri, yabani arpa
ile karsilastirildiginda genetik olarak modern ¢esitlere daha yakindir (Thomas ve ark., 1998). Bu genotipler yillik
yagisin sinirlt oldugu ve geleneksel arpa iiretiminin yapildigi lokasyonlarda kullanilan baslica iiriin kaynaklaridir
(Ceccarelli ve Grando, 2000).

Arpanin (H. vulgare) atasi olan yabani arpanin (Hordeum spontaneum = Hordeum vulgare subsp. spontaneum)
orijini 5.5 milyon y1l dncesi Giineybat1 Asya’ya dayanmakta olup yabani arpa Kuzey Afrika, Balkanlar, Dogu
Akdeniz, Orta Asya ve Tibet’e kadar yayginhk gostermektedir (Nevo, 2012). Mezopotamya (Firat ve Dicle
nehirleri arasi), Levant bolgesi (Suriye, Liibnan, Israil, Filistin, Urdiin) ve Giineydogu Anadolu’yu icine alan,
tarimin ilk kez ortaya ¢iktig1 bolgelerden birisi olarak kabul edilen Bereketli Hilal Bolgesi yabani arpanin en ¢ok
farklilik gosterdigi bolgedir. Anadolu arpanin gen merkezlerinden birisidir ve Anadolu ve etrafindaki bolgede 2-
siral1 yabani arpanin (H. spontaneum) ¢ok yaygin oldugu bilinmektedir (Kiin, 1996; Ellis ve ark., 2000). Hordeum
spontaneum’un hastaliklara dayaniklilik gosterdigi rapor edilmistir (Nevo, 2012; Celik ve Karakaya, 2017).
Hordeum bulbosum da arpa yabani tiirlerinden birisidir. Bu tiir yumru seklindeki koki ile taninmakta olup
Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu genis bir cografyada dogal yayilis gostermektedir (Cabi ve ark., 2012). Hordeum
bulbosum da hastaliklara dayaniklilik ve arpa {iretiminin gelistirilmesi ve arttirilmasi i¢in bir gen kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Pickering ve ark., 2006; Ullrich, 2011; Walther ve ark., 2000; Wendler ve ark., 2015).

Rhynchosporium commune Zaffarano, McDonald & Linde (daha 6nceki isimlendirilmesi, Rhynchosporium
secalis), arpa, diger Hordeum tiirleri ve Bromus diandrus’ta yaprak lekesi hastaligina neden olan haploid bir
fungustur (Zaffarona ve ark., 2011). King ve ark., (2013) bu patojeni Italyan ¢cavdarindan (Lolium multiflorum) da
rapor etmistir.

Arpa yaprak lekesi hastaligi, genellikle serin ve nemli iklime sahip bélgelerde arpa bitkisinde zararli
hastaliklardan birisidir. Rhynchosporium commune Orta ve Bati Asya, Kuzey Afrika, Avrupa, Amerika ve
Avustralya’da ekonomik agidan dikkat ¢ekici bir yaprak patojenidir. Ortalama verim kayiplar: genellikle % 1 ile %
19 arasinda degismekte olup bazi iiretim alanlarinda bu oran % 40'a kadar ¢ikabilmektedir. Hastalik {ilkemizde ve
diinyada arpa yetistirilen tiim bolgelerde degisen diizeylerde verim kayiplarma ve kalitede azalmalara neden
olmaktadir (Kavak, 1998; Cromey, 2004; Turkington ve ark., 2004; Karakaya ve ark., 2014).

Arpa yaprak lekesi hastaligi genellikle kiiltiirel uygulamalar, kimyasal kontrol yontemleri ve genetik bitki
dayaniklilig1 yoluyla kontrol edilmektedir (Avrova ve Knogge, 2012). Hastaligin sorun oldugu Kuzey Avrupa
iilkelerinde hastalik ile miicadele igin temel olarak fungisit uygulamalar1 yapilmaktadir, ancak Avrupa Birliginin
pestisit kullaniminin azalmasina yonelik olan baskisi patojen kontroliini smirlandirmistir (Hillocks, 2012).
Fungisit uygulamalarinin temel dezavantaji ise R. commune etmeninin oldukca degisken bir patojen olmasi ve
fungisitlere kars1 hizli bir sekilde direng gelistirebilmesidir (Xi ve ark., 2000; Zhan ve ark., 2008; Avrova ve
Knogge, 2012). Hastalik ile miicadelenin siirdiiriilebilir ve uygun maliyetli yolu hastalifa dayanikli ¢esitlerin
gelistirilmesi ve tiretim alanlarinda ekiminin arttirilmasi ile miimkiindiir. Hastaliga dayaniklilik 1slahi ¢aligmalari
acisindan en biiyiik zorluk ise patojenin yetistirilme alanindaki tek gen direnci lizerine etkin olabilme olasiligidir.
Rhynchosporium commune etmeninin bilinen bir eseyli (cinsel) evresinin olmamasina ragmen fungusun patojenik
olarak olduk¢a degisken oldugu farkli aragtirmalarla rapor edilmistir (Williams ve ark., 2003; Wallwork ve Grceic,
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2011; Hofmann ve ark. 2013). Bu nedenle arpa yaprak lekesi hastaligina karsi dayaniklilik genlerinin
piramitlenmesi ile yani, hastaliga dayaniklilik reaksiyonu icin birka¢ farkli lokusun tek bir arpa g¢esidinde
birlestirilmesi sonucu dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi 6nerilmektedir (Sayed ve Baum, 2018).

Arpa yaprak lekesi ile miicadelede dayaniklilik genlerini tagiyan dayanikli gesitlerin kullanimi tim diinyada
on plana ¢ikmaktadir. Arpa bitkisinin patojene dayanikliligi, genellikle gene kars1 gen etkilesimi tarafindan kontrol
edilmekte olup bu durum patojendeki aviriilent bir gene karsilik bitkide dayaniklilik i¢in bir gen bulunmasina
kargilik gelmektedir (Dodds, 2023). Giiniimiize kadar arpa yaprak lekesi hastaligina karsi gesitli dayaniklilik
genleri rapor edilmis olup bunlardan 14’1 adlandirilmis ve 9’u kromozomlara lokalize edilmistir. Arpa yaprak
lekesi hastaligina dayaniklilik olugturdugu bilinen genlerin cogunun kromozom 3H’nin uzun kolundaki kompleks
bir lokustaki alleller (Rrs/) oldugu bildirilmistir (Dyck ve Schaller; 1961a; b; Habgood ve Hayes, 1971;
Bockelman ve ark., 1977; Baruave ark., 1993; Graner ve Tekauz, 1996). Digerleri ise kromozom 7H'nin (Rrs2)
(Dyck ve Schaller, 1961a; Schweizer ve ark., 1995) ve kromozom 4H’nin (Rrs3) (Bockelman ve ark., 1977) kisa
kolu ile eslestirilmistir. Rrs/ lokusu ilk kez belirlenmesi ve sonraki tekrar eden tiim haritalama ¢aligmalarinda 3H
kromozomu ile eslestirilmistir (Thomas ve ark., 1995; Graner ve Tekauz, 1996; Grennered ve ark., 2002; Genger
ve ark., 2003a). Bununla birlikte, Rrs/'in birbirine yakin birka¢ dayaniklilik geni mi yoksa ayn1 genin birkag alleli
mi oldugu hala kesinlestirilememistir (Hofmann ve ark., 2013).

Farkli arastiricilar tarafindan farkli molekiiler markérler arpa yaprak lekesi hastaligina dayaniklilik saglayan
farkl1 genler ile iligkilendirilmistir. Bir molekiiler markoriin dayaniklilig: etiketlemesi, dayanikli arpa genotiplerini
taramay1 basitlestirecek ve DNA seviyesinde se¢im yapilabilmesine imkan verecektir (Sayed ve Baum, 2018).
Hofmann ve ark., (2013) tarafindan gelistirilen iki duble haploid haritalama popiilasyonu dayaniklilik modelini
belirlemek i¢in arpa yaprak lekesi hastaligi dayaniklilig1 bilinen ebeveynler ve referans arpa hatlar1 R. commune
izolatlarindan olusan bir panel ile fenotiplenmistir. Daha sonra bu bitkiler, lllumina GoldenGate™ SNP testi ile
genotiplendirilmis ve her iki popiilasyonda birkag yaprak lekesi dayaniklilik genini ve / veya allelini barindirdig1
bilinen 3H kromozomunun sentromerik bolgesinde biiyiik bir QTL belirlenmistir. Arastiricilar, QTL'e en yakin
bes SNP markoriinii CAPS markérlerine doniistiirmiiglerdir. Bulunan etkili Rrs/ alleli ve gelistirilen yakindan
baglantili markoérler, molekiiler 1slah programlart i¢in halen aday genlerin tanimlanmasina yonelik yararli araglar
olarak diigiiniilmektedir. Sayed ve Baum (2018), Tadmor/Sel160 arpa melezinin F7 popiilasyonundan 10
homozigot dayanikli ve 10 homozigot hassas bitki ve Uluslararasi Kurak Alanlarda Tarimsal Arastirma Merkezi
(ICARDA) yetistirme programinda rutin olarak kullanilan 23 arpa g¢esidinden olusan bir ¢alisma setinde arpa
kromozomlarinda arpa yaprak lekesi hastaligina kars1 dayaniklilik gen(ler)ine ¢ok yakin bulunan 25 DNA markorii
kullanarak arpa yaprak lekesi hastalig1 dayaniklilik taramasi gergeklestirmislerdir. Bu markorlerden sadece besinin
(HVS3-SCAR, Bmac209-SSR, Bmac67-SSR, Ebmac871-SSR, Bmag0006-SSR) dayanikli ve hassas bitkiler
arasinda es-baskin olarak agik¢a ayrim yapabildigi rapor edilmistir. Bu 5 markér 3H kromozomunda
bulunmaktadir. Bu markdrlerden dordii Rrs/ genini (HVS3-SCAR, Bmac209-SSR, Bmac67-SSR, Ebmac871-
SSR) isaret ederken biri (Bmag0006-SSR) RA genini isaret etmektedir.

Hordeum vulgare’nin farkli gen havuzlarindaki dayaniklilik kaynaklarinin belirlenmesi arpa yaprak lekesi
hastaligina dayaniklilik igin 1slah programlarinin iyilestirilmesini saglayacaktir. Tiirk cesit koleksiyonlari arpa
iiretimi agisindan 6nemli birgok 6zellik igin genis genetik ¢esitlilik igeren degerli kaynaklari temsil etmektedir. Bu
amagcla Tiirkiye’de yeni tescil edilen veya yaygin olarak ekilen bazi arpa ¢esitlerinin arpa yaprak lekesi hastaligina
kars1 reaksiyonlarinin belirlenmesi ve cesitlerimizde 6nemli dayamiklilik lokusu olan Rrs/’in varliginin
arastirilmas1 onemlidir. Ek dayaniklilik kaynaklari olarak H. spontaneum ve H. bulbosum genotipleri de
kullanilmaktadir (Celik ve Karakaya, 2017; Ruge-Wehling ve Wehling, 2014).

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen bazi arpa gesitleri, yerel arpa gesitleri ve yabani arpa (H.
spontaneum, H. bulbosum) genotiplerinin R. commune tarafindan meydana getirilen arpa yaprak lekesi hastaligina
kargi reaksiyonlari degerlendirilmis ve Rrs!/ dayaniklilik lokusu ile yakindan iligkili molekiiler markorler
kullanilarak dayanikli arpa genotiplerinde Rrs/ dayaniklilik geninin varligi arastirllmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. 1. Fenotipik ¢calismalar

Arpa yaprak lekesi hastaligina karsi dayanikli ve hassas oldugu bilinen kontrol ¢esitleri dahil olmak {izere
Tiirkiye’de yaygin olarak ekilen 27 arpa ¢esidi, 15 yerel arpa ¢esidi ve 18 yabani arpa genotipi (10 adet H. spontaneum
genotipi ve 8 adet H. bulbosum genotipi), viriilent bir R. commune izolat1 kullanilarak kontrollii kosullarda fide
doneminde fenotipik olarak test edilmistir. Yerel arpa cesitleri Osman Tosun Gen Bankasindan (Ankara) temin
edilmistir. Denemeler tesadiif parselleri deneme deseni kullanilarak 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Aver 2002
¢esidi dayanikli kontrol, Biilbiil 89 ve Efes 3 ¢esitleri ise hassas kontrol olarak kullanilmustir.

On calisma ile viriilent oldugu tespit edilen ve Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii
Mikoloji laboratuvarinda muhafaza edilen bir adet R. commune tek spor izolat1 (H13, Ankara-Haymana), Fasulye Agar
ortaminda (140 g taze fasulye, 20 g dekstroz, 18 g agar, 1 litre saf su) 23-25°C’de 10 giin gelistirilmistir. Hastalik
inokulasyonu Mert ve Karakaya (2003, 2004)’ e gore yapilmistir. Her bir genotip i¢in bes tohum %1 °lik gamasir suyu
ile yikanmis ve saf su ile durulanmis ve steril toprak iceren 7 cm capindaki plastik birlesik saksilara ekilmig ve bitkiler
hastalik inokulasyonundan nce ve sonra gece/giindiiz sicakligi 10£2-22+2°C olan bir serada tutulmustur. inokulasyon
Zadoks 11-12 biiyiime asamasinda (Zadoks ve ark., 1974) 5x10° spor/ml spor yogunlugu kullanilarak yapilmistir.
Inokulasyondan sonra bitkiler sera yetistirilme ortamina aktarilmadan dnce 48 saat siire ile 15°C’de % 90 nemli ve
karanlik bir ortamda tutulmuslardir. Hastalik reaksiyon degerlendirmeleri inokulasyondan 14 giin ve 21 giin sonra 0-4
1skalas1 kullanilarak yapilmistir (EI-Ahmed, 1981; Jackson ve Webster, 1976; Xue ve ark., 1991). Iskala degerleri 0:
yiiksek derecede dayanikli (YD), 0,1-1,0 dayanikli (D), 1,1-2,0 orta derecede dayanikli (OD), 2,1-3,0 hassas (H) ve
3,1-4,0 yiiksek derecede hassas (YH) olarak simiflandiriimaktadir. Bu ¢alismada 0-2 1skala degerleri dayanikli, 2.1-4
1skala degerleri hassas olarak kabul edilmistir (Mert ve Karakaya, 2004; Azamparsa ve Karakaya, 2020).
Degerlendirmede ikinci degerlendirme sonuglart kullanilmigtir. Hastalik skorlart tekerriirler ve ¢ tekerriiriin
ortalamasi olarak verilmistir.

Istatistiki testler JMP yazilimi (siiriim 11; SAS Enstitiisii) kullanilarak gerceklestirilmistir. Istatistik analiz igin,
arpa genotiplerinden elde edilen hastalik degerlendirmelerine ait 1skala degerleri varyans analizinden (ANOVA)
once normallik ve varyans homojenligi varsayimlarini saglamak amactyla Bock ve ark., (2024)’1n belirttigi sekilde
karekok transformasyonuna tabi tutulmus ve varyans analizi bu degerlere gore yapilmistir. Cesitler arasindaki
farklarin anlamlilik diizeyleri F testi ile belirlenmis ve ¢esitlerin ortalamalart P<0,05 anlamlilik diizeyinde Tukey
coklu kargilagtirma testi ile gruplandirilmistir (Montgomery 2013).

2.2. Arpa yaprak lekesi hastaligina dayanikl genotiplerde Rrs1 dayaniklilik lokusunun molekiiler markorler
kullanmilarak arastirilmasi

Fenotipik testlemeler sonucu R. commune izolatma dayanikli oldugu tespit edilen arpa genotiplerinin DNA
ekstraksiyonlar1 DNA izolasyon kiti (EURX-GeneMATRIX® (Polonya) kullanilarak yapilmistir.

Fenotipik testlemeler sonucu dayanikli olarak belirlenen arpa genotipleri Rrs/ lokusuna en yakin bolgeyi isaret
eden, Hoffmann ve ark. (2013) tarafindan belirlenmis olan SNP tabanlit CAPS markérleri (11_1476,11 0010, 11 0823
ve 11_0315) ile ve bu markoérlere ek olarak Sayed ve Baum (2018) tarafindan kullanilan, polimorfik oldugu bulunan
ve arpa yaprak lekesi hastalig1 dayaniklilik genleri ile iligkili markorler (HVS3-SCAR, Bmac209-SSR, Bmac67-SSR,
Ebmac871-SSR, Bmag0006-SSR) kullanilarak R. commune tarafindan meydana getirilen arpa yaprak lekesi
hastaligina kars1 arpa genotiplerinde dayaniklilik lokusu taramasi yapilmustir. {lgili markérlerin baz dizileri, arpa
kromozomundaki yerleri, markor tipi ve ilgili dayamiklilik geni Tablolar 1, 2 ve 3’te gosterilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan CAPS markérleri (Hoffmann ve ark., 2013).
Table 1. CAPS markers used in this study (Hoffmann et al., 2013).

Markor Forward primer Reverse primer Restriksiyon enzimi
11_0010 CGACGAGGAAGATGATGACC TCAGCACACCACTCCAATGT Hpall

11 0823 CAGTCACCCAAACCTTCGAG TACATGCGCATCTTGTGATG Taql

11 0315 GGACAAGTTCAGCACACAGC ACGAAGTCATGGCAAGCTCT Acil

11 1476 CATCGGCAAAGATAACTCCTG GCAGAGGAGACAATGGGCTA Acil
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CAPS markérleri PCR reaksiyonu i¢in Touchdown yontemi kullanilmistir. Reaksiyon fungal genomik DNA,
1xMytaq reaksiyon tamponu (15 mM MgCIl, ve 5 mM dNTP’ler), | uM primer, ve 0.125 birim Taq DNA
Polimeraz (Bioline®, ABD) igeren 25 uL toplam reaksiyon hacminde gergeklestirilmigtir. PCR amplifikasyon
kosullar1 94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyon sonrasinda 94°C’de 1 dakika, 65°C’de 30 saniye, 72°C’de 45 saniye
olmak iizere 10 dongii (her bir dongiide baglanma sicakligi 1°C azaltilmistir) sonrasinda 30 dongii 94°C’de 1
dakika, 55°C’de 30 saniye ve 72°C’de 45 saniye olup son olarak 72°C’de 5 dakika son uzama basamagi ile
reaksiyon tamamlanmistir.

PCR tamamlandiktan sonra Tablo 3’ te bildirilen ilgili markdriin enzim kesimi yapilmigstir. 12 pl’de 1,2 pl
enzim buffer 10,8 pl steril su ve 0,1 pl (1U) enzim olacak sekilde reaksiyon olusturulmus ve Hpall ve Acil 37°C’de,
Taql 65°C’de inkiibe edilmistir.

Tablo 2. Sayed ve Baum (2018) tarafindan kullanilan ve polimorfik oldugu bildirilen arpa yaprak lekesi
hastalig1 dayaniklilik genleri ile iliskili markorler, kromozomdaki yerleri, markor tipi ve ilgili dayaniklilik
geni ve referanslaru.

Table 2. Markers associated with scald resistance genes reported by Sayed and Baum (2018), including their
chromosomal locations, marker types, and the associated resistance genes, along with references.

Markor Kromozom  Markor Tipi Gen Referans
HVS3 3HL SCAR Rrsl Genger ve ark. (2003a); Sayed ve ark.(2006)
Bmac209 3HL SSR Rrsl Ramsay ve ark.(2000); Genger ve ark. (2003a);
Bmac67 3HS SSR Rrsl Karakousis ve ark. (2003)
Ebmac871  3HS SSR Rrsl Karakousis ve ark. (2003)
Bmag0006 3H SSR Rh Sayed ve ark. (2004); Sayed ve ark. (2006)

Tablo 3.Calismada kullanilan SCAR ve SSR markorleri (Sayed ve Baum, 2018).
Table 3. SCAR and SSR markers used in the study (Sayed and Baum, 2018).

Markor Forward primer Reverse primer

HVS3 AATCCTACCTATCCCACCTT TATTTTCAGCCTTGTTCGGC
Bmac209 CTAGCAACTTCCCAACCGAC ATGCCTGTGTGTGGACCAT
Bmac67 AACGTACGAGCTCTTTTTCTA ATGCCAACTGCTTGTTTAG
Ebmac871 TGCCTCTGTTGTGTTATTGT CCCCAAGTGAACATTGAC
Bmag0006 TTAAACCCCCCCCCTCTAG TGCAGTTACTATCGCTGATTTAGC

SCAR ve SRR markdérleri i¢in reaksiyonlar fungal genomik DNA, 1xMytaq reaksiyon tamponu (15 mM MgCl,
ve 5 mM dNTP’ler), 1 uM primer, ve 0.125 birim Taq DNA Polimeraz (Bioline®, ABD) igeren 25 uL toplam
reaksiyon hacminde olacak sekilde yiiriitilmustiir.

Reaksiyonlar HVS3-SCAR ve Bmac209-SSR markorleri i¢in PCR 94°C’de 2 dakika, 52 °C’de 30 saniye,
72 °C’ de 30 saniye sonrasinda 30 dongii 94 °C’de 30 saniye, 52 °C’de 30 saniye, 72 °C’ de 30 saniye ve 72 °C’de
5 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Reaksiyonlar Bmac67 ve Ebmac 871 SSR markdrleri i¢in PCR 94°C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’
de 1 dakika sonrasinda 30 dongii 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 5 dakika
olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Bmag0006 SSR markérii i¢in reaksiyon PCR amplifikasyonu 94 °C’de 3 dakika, 58 °C’de 1 dakika, 72 °C’ de
1 dakika sonrasinda 30 dongii 94 °C’de 30 saniye, 58 °C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72 °C’de 5 dakika
olacak sekilde gerceklestirilmistir.

PCR iiriinleri, 0.5 x Tris-borat-EDTA (TBE) i¢inde 0.1 ug mLkonsantrasyonunda etidyum bromiir igeren %2
agaroz jelleri lizerinde 100 V'de 3 saat elektroforez yapilarak ayrilmistir. Jellerin UV 15181 altinda fotograflan
cekilerek (Quantum ST4, Montreal Biotech®, Kanada) jeldeki bant boyutlari, GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus
(MBI Fermentas®, ABD) ile karsilastiriimistir.
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3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

3.1. Fenotipik calismalar

Fenotipik ¢alismalar i¢in 27 arpa gesidi, 15 yerel arpa ¢esidi ve 18 yabani arpa genotipinin (10 adet H.
spontaneum ve 8 adet H. bulbosum) ekimleri yapilmistir. Ekimi yapilan Hb6 ve Hb7 H. bulbosum genotiplerinde
bitki ¢ikig1 gdzlenmemistir. Etmen ile inokule edilen 58 arpa genotipinin hastalik belirtileri inokulasyondan 8 giin
sonra goriilmeye baglanmis olup inokulasyondan 14 ve 21 giin sonra 0-4 1skalasina gore hastalik degerlendirmeleri
yapilarak fide donemi reaksiyonlari tespit edilmistir. Varyans analizi hastaliga tepki agisindan arpa ve yabani arpa
genotipleri arasinda anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur (P<0,05). Genotiplerin tepkisi dayanikli
(1skala degeri 1) ve yiiksek derecede hassas (1skala degeri 4) arasinda degismistir (7ablo 4).

Tablo 4. Arpa yaprak lekesi hastaligina karsi test edilen 58 arpa genotipinin fide dénemi reaksiyonlari (0-
4 1skalasi (El-Ahmed, 1981, Jackson ve Webster, 1976, Xue ve ark., 1991).

Table 4. Reactions of 58 barley genotypes to scald at the seedling stage using a 0—4 disease rating scale (El
Ahmed, 1981, Jackson and Webster, 1976; Xue et al., 1991).

Genotip  Cesit/Lokasyon = Basak 1. Degerlendirme Ortalama* 2. Degerlendirme Ortalama*
Tipi
Cl1 Ave1 2002 6 sirali 1 1 2 1.33 de 1 1 2 1.33ef
C2 Billbiil 89 2 siralt 3 3 2 2.67 abcd 3 3 3  3abcd
C3 Efes 3 2 sirali 2 3 3 2.67abcd 3 3 4 333 abc
C4 Cetin 2000 6 siralt 1 1 2 1.33 de 2 2 2 2cdef
C5 Aydanhanim 2swrali 2 2 1 1.67 cde 2 3 3 2.67 abcd
co6 Larende 2 sirali 2 3 3 2.67 abed 2 3 3 2.67 abcd
C7 Kalayc1 97 2swralil 3 3 3 3 abc 3 3 4 333 abc
C8 Mart1 6 sirali 2 2 3 2.33 abcde 2 2 3 233 bcde
(0 Sinanbey 6 sirali 1 1 2 1.33 de 1 2 2 1.67 def
c10 Ayranci 2swrali 2 2 2 2 bede 3 3 3  3abced
Cl11 Besparmak 6 sirali 2 2 3 2.33 abcde 2 3 3 2.67abcd
C12 Bilgi 91 2 sirall 3 3 3 3 abc 3 3 4  3.33 abc
C13 Beysehir 2 sirall 2 2 3 2.33 abcde 2 3 3 2.67abcd
Cl4 Cirit 2 sirali 1 1 2 1.33 de 2 2 2 2cdef
C15 Tarm 92 2 sirali 3 3 2 2.67abcd 3 3 4 333 abc
Cl16 Yiiksel 2 sirali 3 2 2 2.33 abcde 3 3 3  3abced
C17 Tosunpasa 2 sirali 2 2 2 2 bede 3 3 2 2.67 abed
C18 Cacabey 2 sirali 1 2 2 1.67 cde 1 2 2 1.67 def
C19 Hilal 2 sirali 2 2 3 2.33 abcde 2 2 3 2.33 bede
C20 Azizbey 6 sirali 2 3 3 2.67abcd 2 3 3 2.67abcd
C21 Ince 04 2 sirali 4 4 4 4a 4 4 4 4a
C22 Cildir 02 2 sirali 2 2 3 2.33 abcde 3 3 2 2.67 abed
C23 Baykara 2 sirall 3 3 3 3 abc 3 3 4  3.33 abc
C24 Sur 93 2 siralt 2 2 3 2.33 abcde 3 3 3  3abcd
C25 Meliksah 2 sirall 1 2 2 1.67 cde 2 2 3 233 bcde
C26 Bayrak 6siralil 2 3 3 2.67abcd 2 3 3 2.67 abcd
c27 Balkan 96 2 sirali 2 2 2 2 bede 2 2 3 2.33 bede
Hbl Kegidren- - 3 3 3 3abc 3 3 3 3abced
Kampiis
Hb2 Kegidren-Fatih 1 - 1 1 2 1.33 de 1 2 2 1.67 def
Hb3 Kegidren-Fatih 2 - 1 1 1 le 1 1 1 1f
Hb4 Kegidren-Fatih 3 - 1 1 2 1.33 de 2 2 2 2cdef
HbS Elazig - 2 2 2 2 bede 2 2 3 2.33 bede
Hb6 Ceylanpinar - Bitki ¢ikis1 gozlenmemistir.
Hb7 Cilvegozii sinir - Bitki ¢ikisi gdzlenmemistir.

kapist

*Farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak anlamlidir (P<0,05).
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Tablo 4. Arpa yaprak lekesi hastaligina karsi test edilen 58 arpa genotipinin fide donemi reaksiyonlari (0-
4 1skalas1 (El-Ahmed, 1981, Jackson ve Webster, 1976, Xue ve ark., 1991) (devami).

Table 4. Reactions of 58 barley genotypes to scald at the seedling stage using a 0—4 disease rating scale (El
Ahmed, 1981; Jackson and Webster, 1976; Xue et al., 1991) (continued).

Genotip Cesit/Lokasyon  Basak 1. Degerlendirme Ortalama* 2. Degerlendirme Ortalama*

Tipi
Hb8 Akgcakale - 1 1 2 1.33 de 1 2 2 1.67 def
Hsl Elaz1g - 2 2 3 2.33 abcde 3 3 3 3abced
Hs2 Elaz1g - 2 2 2 2 bede 2 2 3 233 bede
Hs3 Elaz1g - 2 2 3 2.33 abecde 2 2 3 233 bede
Hs4 Elazig - 2 1 1 1.33 de 1 2 2 1.67 def
Hs5 Elaz1g - 2 3 3 2.67 abcd 2 3 3 2.67abcd
Hs6 Elaz1g - 2 2 2 2 bede 2 2 3 2.33bcde
Hs7 Elazig - 2 2 2 2 bede 2 2 3 2.33 bede
Hs8 Elazig - 1 1 2 1.33 de 1 2 2 1.67 def
Hs9 Elazig - 1 1 2 1.33 de 1 2 2 1.67 def
Hs10 Elazig - 2 2 2 2 bede 2 3 2 233 bede
L1 578-Diyadin - 4 4 3 3.67ab 4 4 3 3.67ab
L2 613-Kastamonu - 3 3 3 3 abc 4 4 3 3.67ab
L3 640-Amasya - 2 3 3 2.67abed 3 3 3 3abced
L4 655-Kirklareli - 3 3 4 3.33ab 3 4 4 3.67ab
L5 669-Kirsehir - 2 2 3 2.33 abcde 3 3 3  3abced
L6 671-Corum - 2 3 3 2.67abcd 3 3 4 333 abc
L7 685-Hatay - 3 3 4 3.33ab 3 4 4 3.67ab
L8 688-Sivas - 3 3 4 3.33ab 3 3 4 333 abc
L9 707-Malazgirt - 2 2 1 1.67 cde 3 3 3  3abced
L10 710-Nigde - 2 2 2 2 bede 2 2 3 2.33 bede
L11 733-Sivas-Hafik - 3 3 2 2.67abcd 3 3 4 333 abc
L12 749-Konya- - 2 3 2 2.33 abcde 3 3 2 2.67 abed
Cumra

L13 752-Nigde-Bor - 3 3 3 3 abc 3 4 4 3.67ab
L14 758-Van-Ercis - 2 2 2 2 bede 2 2 3 233 bede
L15 Ardahan-Cildir - 2 3 2 2.33 abcde 2 4 4 3.33 abc

*Farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak anlamlidir (P<0,05).

Arpa gesitlerinden Avci 2002, Cetin 2000, Sinanbey, Cirit ve Cacabey c¢esitleri, H. bulbosum genotiplerinden
Hb2, Hb3, Hb4, HbS, H. spontaneum genotiplerinden Hs4, Hs8, Hs9 dayanikli reaksiyon gostermistir. Yerel arpa
cesitlerinin hepsi arpa yaprak lekesi hastaligina hassas reaksiyon gostermistir.

3.2. Arpa yaprak lekesi hastaligina dayanikli genotiplerde Rrsl dayamikhilik lokusunun molekiiler
markorler kullanilarak arastiridmas

Rhynchosporium commune etmenine karst dayaniklilik reaksiyonu verdigi belirlenen 12 adet arpa genotipinin
DNA ekstraksiyonu sonrasinda, Rrs/ lokusuna en yakin bolgeyi isaret eden ve Hoffmann ve ark. (2013) tarafindan
belirlenmis olan SNP tabanli CAPS markorleri (11_1476,11 0010, 11 0823 ve 11_0315) ile Touchdown yontemi
kullanilarak PCR iglemi gerceklestirilmis olup bu uygulamayi takiben Tablo 3.” de verilen ilgili restriksiyon enzimi
ile enzim kesimi yapilmistir. Jel goriintiileme sonuglari Sekiller 1, 2, 3 ve 4’ de verilmistir.

11 0010 CAPS markoériiniin Hpall restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda, Aver 2002, Cetin 2000, Sinanbey,
Cirit, Cacabey cesitleri ile Hb8, Hs4, Hs8 ve Hs9 yabani arpa genotiplerinde heterojen bant profili oldugu
goriiliirken, Hb2, Hb3 ve Hb4 yabani arpa genotiplerinde ise amplifikasyon goriilememistir.

11 0823 CAPS markoriiniin Tagl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda, Avci 2002, Sinanbey, Cirit,
Cacabey g¢esitlerinin dayaniklilik lokusu bant profiline sahip oldugu ve Cetin 2000 ¢esidi ile Hs4, Hs8 ve Hs9
yabani arpa genotiplerinin heterojen karakterde oldugu goriilmistir. Hb2, Hb3, Hb4 ve Hb8 yabani arpa
genotiplerinde amplifikasyon goriilememistir.
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Sekil 1. 11_0010 CAPS markoriiniin Hpall restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olugan bant
profilleri.
Figure 1. Banding patterns generated by digestion of the 11_0010 CAPS marker with the Hpall restriction
enzyme.

Sekil 2. 11 _0823 CAPS markoriiniin Taql restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri.

Figure 2. Banding patterns generated by digestion of the 11_0823 CAPS marker with the Taql restriction
enzyme.
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Sekil 3. 11_0315 CAPS markoriiniin Acil restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri.

Figure 3. Banding patterns generated by digestion of the 11_0315 CAPS marker with the Acil restriction
enzyme.

11 0315 CAPS markoriiniin Acil restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilinde arpa ve
yabani arpa genotiplerinin higbirisinden anlamli bant profilleri elde edilememistir.
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Sekil 4. 11_1476 CAPS markoériiniin Acil restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri.

Figure 4. Banding patterns obtained after digestion of the 11_1476 CAPS marker with the Acil restriction
enzyme.

11 1476 CAPS markoériiniin Acil restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda, Cetin 2000, Sinanbey, Cirit,
Cacabey ¢esitleri ile HbS, Hs4, Hs8 ve Hs9 yabani arpa genotiplerinin heterojen karakterde oldugu goriilmiistiir.
Avci1 2002 gesidi ile Hb2, Hb3 ve Hb4 yabani arpa genotiplerinde amplifikasyon goriilememistir.

Bu markdrlere ek olarak fenotipik calisma sonucunda dayanikli olarak belirlenen genotipler Sayed ve Baum
(2018) tarafindan kullanilan ve polimorfik oldugu rapor edilen markorler (HVS3-SCAR, Bmac209-SSR, Bmac67-
SSR, Ebmac871-SSR, Bmag0006-SSR) ile de test edilerek dayaniklilik lokusunun varligi taranmistir. Jel
goriintiileme sonuglar1 Sekiller 5, 6 ve 7°de verilmistir.
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Sekil 5. HVS3-SCAR ve Bmac209-SSR markoérleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profilleri.
Figure 5. Band profiles obtained by PCR amplification using the HVS3-SCAR and Bmac209-SSR markers.

Sayed ve Baum (2018)’un bildirdigine gore HVS3-SCAR markérii kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant
profili sonucu dayanikli genotiplerin 250 bp’de bant verdikleri belirlenirken hassas olanlarin 575 bp’de bant
verdikleri gozlenmistir. Calismamizda Aver 2002, Sinanbey, Cirit, Cacabey, Hb2, Hb3, Hb4 genotiplerinde
dayanikli bant profilleri goriiliirken Cetin 2000 ¢esidinde ve Hs4, Hs8 ve Hs9 yabani arpa genotiplerinde hassas
bant profilleri izlenmistir. Hb8 yabani arpa genotipinde amplifikasyon goriillememistir. Bmac209-SSR markérii
kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profilinde ise 192 bp’lik bant hassas genotipleri gosterirken 172 bp’lik
bant dayanikli genotipleri gostermistir. Dayanikli ve hassas genotiplere ait bantlarin bp biiyiikliikleri arasindaki
farkin ¢ok smirli olmasi nedeniyle, bantlarin degerlendirilmesi jel elektroforezindeki konumlarina gore yapilmstir.
Ustte yer alan bant hassas, altta yer alan bant ise dayanikli bant profili olarak tamimlanmustir. Avecr 2002 ve
Sinanbey cesitleri ile Hs4, Hs8 ve Hs9 yabani arpa genotiplerinde dayanikli bant profilleri goriiliirken Cetin 2000,
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Cirit ve Cacabey g¢esitlerinde hassas bant profilleri goriilmiistir. Hb2, Hb3, Hb4 ve Hb8 genotiplerinde
amplifikasyon belirlenmemistir.

2 E“)‘z_’(‘) Sinanbey Cirit Cacabey Hb2 Hb3 Hb4 HbS Hsd  Hs8  HsO

Sekil 6. Bmac67-SSR markorii kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profilleri.
Figure 6. Band profiles obtained by PCR amplification using the Bmac67-SSR marker.

Bmac67-SSR markorii kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profilinde 220 bp’in hassas genotipleri 175
bp’in dayanikli genotipleri gdsterdigi rapor edilmistir (Sayed ve Baum, 2018). Calismamizda referans ¢alismaya
uygun olarak, ist pozisyondaki bant hassas, alt pozisyondaki bant ise dayanikli bant profili olarak
degerlendirilmistir. Cetin 2000, Cirit ve Cacabey ¢esitleri ve Hs8 yabani arpa genotipi dayanikli bant profilleri
sergilerken Hs4 ve Hs9 yabani arpa genotipleri hassas bant profilleri sergilemislerdir. Avci 2002 ve Sinanbey
cesitleri ile Hb2, Hb3, Hb4 ve HbS8 yabani arpa genotiplerinde amplifikasyon belirlenememistir.
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Sekil 7. Ebmac871-SSR ve Bmag0006-SSR markorleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profilleri.
Figure 7. Band profiles obtained by PCR amplification using the Ebmac871-SSR and Bmag0006-SSR markers.

Ebmac871-SSR markorii kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profilinde 199 bp hassas bant profili olarak
degerlendirilirken 182 bp dayanikli bant profili olarak degerlendirilmistir (Sayed ve Baum 2018). Dayanikli ve
hassas bantlarin bp biiytikliikleri birbirine ¢ok yakin oldugundan, ¢alismamizda iist bant hassas, alt bant dayanikli
olarak degerlendirilmistir. Avci 2002 ve Sinanbey ¢esitleri ile Hs4, Hs8 ve Hs9 yabani arpa genotiplerinde
dayanikli bant profilleri izlenirken, Cetin 2000, Cirit ve Cacabey cesitlerinin hassas bant profilleri sergiledigi
degerlendirilmistir. Hb2, Hb3, Hb4 ve Hb8 yabani arpa genotiplerinde amplifikasyon goriilememistir. Bmag0006-
SSR markdrii kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu bant profili degerlendirmesinde 210 bp hassas bant profili
olarak degerlendirilirken 179 bp dayanikli bant profili olarak degerlendirilmistir (Sayed ve Baum 2018). Bantlara
ait bp degerleri arasindaki farkin diigiikk olmas1 sebebiyle ¢alismamizda bantlarin konumuna gore degerlendirme
yapilmis olup ist bant hassas, alt bant dayanikli olarak siniflandirilmistir. Cetin 2000, Cirit ve Cacabey c¢esitleri
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ile Hs4, Hs8 ve Hs9 yabani arpa genotipleri dayanikli bant profilleri sergilerken Sinanbey ¢esidinde hassas bant
profili izlenmistir. Avci 2002 cesidi ile Hb2, Hb3, Hb4 ve HDbS yabani arpa genotiplerinde amplifikasyon
goriilememistir.

Arpa yaprak lekesi hastaligina dayanikli oldugu belirlenen arpa genotiplerinin Rrs/ dayaniklilik geni ile iligkili
markorler kullanarak yapilan testlemeleri sonucunda dayaniklilik lokusu taramasi yapilmis olup sonuglar Tablo
5’de verilmistir.

Tablo 5. Rhynchosporium commune etmenine dayanikl olarak belirlenen arpa ¢egsit ve yabani arpa
genotiplerinin Rrs1 dayanmiklilik geni ile iligkili markorler kullanarak yapilan testleme sonuclari.

Table 5. Marker analysis of barley cultivars and wild barley genotypes resistant to Rhynchosporium commune
using markers linked to the Rrsl resistance gene.

Markér 11_0010 11 0823 11_0315 11_1476 Bmac209 HVS3 Bmac67 Ebmac871 Bmag0006
Genotip

Aver 2002 Rr
Cetin Rr Rr -
2000
Sinanbey Rr R

Cirit Rr R -
Cacabey Rr R

Hb2 - - - - -
Hb3 - - - - -
Hb4
Hb8 -
Hs4 S
Hs8 Rr Rr - R
Hs9 Rr Rr - S S R

=
&
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©n ©
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=
©n ©
=
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R
v wnx
R
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e
=

rERE
I
oW
R

Hb: Hordeum bulbosum, Hs: Hordeum spontaneum, R: dayanikli bant profili, S: hassas bant profili, Rr: heterojen bant profili

Caligmamizda 27 arpa ¢esidi, 15 yerel arpa ¢esidinin, 10 H. spontaneum ve 8 H. bulbosum yabani arpa genotipinin
arpa yaprak lekesi hastaligina karsi reaksiyonlar: degerlendirilmis ve 12 arpa ve yabani arpa genotipi dayanikl olarak
belirlenmigtir. Yirmi yedi gesitten 5 ¢esit (Aver 2002, Cetin 2000, Sinanbey, Cirit, Cacabey), 10 H. spontaneum
genotipinden 3 adet (Hs4, Hs8, Hs9) ve 8 H. bulbosum genotipinden 4 adet (Hb2, Hb3, Hb4, Hb8) genotip dayanikl
olarak degerlendirilmistir. On bes arpa yerel ¢esidinin higbiri test edilen izolata kars1 dayaniklilik géstermemistir.

Calismamizda yabani arpalar (H. spontaneum ve H. bulbosum), yerel gesitlerle karsilastirildiginda, arpa yaprak
lekesi hastaligina karsi daha fazla sayida genotipin dayanikli olarak bulundugu goriilmiistiir. Benzer sekilde
Tiirkiye’den 198 yerel arpa ¢esidinin ve 104 yabani arpa (H. spontaneum) genotipinin 6 adet R. commune izolat1 ile
fide donemi reaksiyonlarmin test edildigi calismada yalnizca 1 adet yerel arpa ¢esidinin test edilen izolatlarin tiimiine
dayaniklilik reaksiyonu gosterdigi, 27 adet H. spontaneum genotipinin ise test edilen izolatlarn tiimiine karsi
dayaniklilik reaksiyonunun belirlendigi rapor edilmistir (Azamparsa ve ark., 2019). Rehman ve ark. (2021), ICARDA
Gen Bankasindan elde edilen H. spontaneum genotiplerinin % 71.6” sinin arpa yaprak lekesi hastaligina dayanikli ve
orta dayanikli oldugunu bildirmislerdir. Yiriitiilen ¢alisma kapsamimda Osman Tosun Gen Bankasindan elde edilen
higbir yerel ¢esit arpa genotipi arpa yaprak lekesi hastaligina dayanikli olarak belirlenmemistir. Tiirkiye, arpanin
kokenlerinin bulundugu Bereketli Hilal igerisinde yer alan ve dnemli bir gen merkezi olmasina kargin, bu
calismada degerlendirilen yerel gesit sayismin sinirli olmasi, dayanikli genotiplerin belirlenememesinde etkili
olmus olabilir. Diinyada farkli bolge yerel ¢esitlerinde bu hastaliga karsi reaksiyon testleri rapor edilmistir. Etiyopya
yerel arpa ¢esitlerinde ve genotiplerinde arpa yaprak lekesi hastaligina karsi1 dayaniklilik oldugu ortaya rapor edilmistir
(Yitbarek, 1998). Diger bir cahismada Suriye ve Urdiin’den toplanmus yerel cesitlerin %13'{iniin dayanikli oldugu
degerlendirilmis ve dikkat ¢ekici olarak serin yetistirme alanlarindan toplanan materyalde daha yiiksek oranda
dayanikli genotipler tespit edilmistir (Van Leur ve ark., 1989). Ispanyol arpa koleksiyonundaki &rneklerin %26’smnin
arpa yaprak lekesi hastaligina kars1 dayanikli oldugu bildirilmistir (Silvar ve ark., 2010).

Tiirkiye’de farkli arpa cesit ve genotiplerinin R. commune’ye karsi reaksiyonlarinin degerlendirildigi ¢alismalar
mevcuttur. Mert ve Karakaya (2004), sera kosullarinda 37 ¢esit ve iki aday arpa hattin1 Rhynchosporium secalis’in bes
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izolatina ve bu izolatlardan olusan karisima kars test ettikleri ¢alismada Sahin 91, Erginel 90, Kral 97, Cetin 2000,
Akhisar 98 Cumra 2001, Avci 2002 gesitlerinin ve bir hattin (aday 4) dayanikli reaksiyon gosterdigini tespit etmislerdir.
Diisiinceli ve ark. (2008), 36 arpa g¢esidi ve 683 arpa genotipinin R. secalis’e karsi sera (fide) ve tarla (ergin)
kosullarinda reaksiyonlarmi incelenmislerdir. Akhisar 98, Aver 2002, Kaya 7794, Erginel 90, Cetin 2000, Kiral 97,
Zafer 160 ve Yesilkoy 387 cesitlerinin hem sera hem de tarla kosullarinda dayanikli reaksiyonlar gosterdigi tespit
edilmistir. Cildir 02, Vamikhoca ve Quantum ¢esitleri sera sartlarinda hassas, tarla kosullarinda dayanikli reaksiyonlar
gostermistir. Azamparsa ve ark. (2015), 25 ileri arpa hatt1 ve 5 arpa g¢esidini sera kosullarinda Rhychosporium
commune' nin viriilent bir izolatina kars1 degerlendirdikleri calismada, Avei 2002 ¢esidinin yiiksek derecede dayanikls,
Kalayc1 97 ve Biilbiil 89 ¢esitlerinin hassas, Karatay 94 ve Efes 3 arpa ¢esitlerinin ise R. commune'ye karst yiiksek
derecede hassas oldugunu tespit etmislerdir. Ileri hatlar arasmda 9 numarah genotip en dayanikli olarak bulunmustur.
Hekimhan ve ark. (2021), 63 gesit ve 46 arpa hattinin tarla kosullarinda reaksiyonlarinin degerlendirdikleri ¢aligmada
Sabribey ve Avci 2002 gesitlerinin dayanikli reaksiyon gosterdiklerini bildirmislerdir. Oz ve ark. (2023), Tiirkiye’de
tescil edilmis 55 arpa cesidini Rhynchosporium commune' ye kars1 degerlendirdikleri ¢aligmada Erginel-90 cesidini
immun, Avc1-2002, Akhisar 98, Kendal, Ocak, Sahin-91, Yiiksel ve Hevsel tescili arpa ¢esitlerini dayanikli olarak
Yesevi-93, Tarm-92, Orza-96, Larende, Biilbiil-89, Karatay-94, ve Ayranci ¢esitlerini hassas olarak rapor etmiglerdir.

Calismamizda da benzer olarak Cetin 2000 ve Avci 2002 gesitlerinin dayanikli reakisyon gosterdigi, Ayranct
¢esidinin ikinci degerlendirmede, Biilbiil 89, Efes 3, Larende, Tarm-92 ve Kalayci 97 ¢esitlerinin ise her iki
degerlendirmede de hassas reaksiyon gosterdigi tespit edilmistir.

Arpa yaprak lekesi hastalig1 kontroliine yonelik alternatif bir yaklasim, dogal olarak olusan arpa yaprak lekesi
dayaniklilik genlerinin kullanilmasidir. Arpada hastalia neden olan patojene karsi dayaniklilik genellikle gene karst
gen etkilesimi ile agiklanabilmekte ve bitkideki dayaniklilik (R) geni, patojendeki aviriilenslik (Avr) genine karsilik
gelmektedir (Dodds, 2023). Rhynchosporium commune etmenine karst dayanikliligin genetik analizi, bazi major ve
mindr dayaniklilik genlerinin tanimlanmasma yol agmustir. Arpa yaprak lekesi hastalifina dayaniklilik igin 1slah
calismalarinda karsilasilan en biiytik zorluk, iiretim alanlarinda tek gen dayaniklilik mekanizmasinin géreceli olarak
hizla etkinligini kaybetmesidir. Rhynchosporium commune etmeninin bilinen bir eseyli evresinin olmamasina ragmen,
etmen fungus patojenik olarak oldukga yiiksek cesitlilik gostermekte olup genetik olarak kontrol edilen bir dizi baska
karaktere sahiptir (Tekauz 1991; Zhang ve ark., 1992; Salamati ve Tronsmo 1997; Williams ve ark., 2003; Hofmann
ve ark., 2013). Bu yiiksek patojenisite varyasyonu ve yeni belirlenen dayaniklilik genlerinin etkinligini kaybedebilecek
olmasi patotiplerin hizla seleksiyonu ve degisen diizeylerde ¢ok fazla inokulum iiretebilmesine yol agabilir (McDonald
ve ark., 1999; Genger ve ark., 2003b). Piramidal prensibe uygun olarak arpa yaprak lekesi dayaniklilik genlerine sahip
cesitlerin daha fazla dayaniklilik reaksiyonu gosterme olasilig1 yiiksektir.

Bir molekiiler markoriin her bir dayaniklilik genini etiketlemesi dayaniklilik reaksiyonu taramasini
basitlestirmektedir. Mikrosatellitler veya Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) ve Dizi Karakterize Amplifiye Bolge (SCAR)
markorleri ilgilenilen genlerin haritalanmasi veya harita tabanli klonlama i¢in kullanilmasima ragmen ge¢cmiste Markor
Destekli Segimde (MAS) uygulamalari sinirli olmustur.

Dayaniklilik genlerinin varligini belirlemek igin arpa yaprak lekesi hastaligma dayaniklilik reaksiyonunu belirten
Rrs1 lokusu ile yakindan baglantili molekiiler markorler kullanarak markor destekli seleksiyon galismasi iilkemizde
daha 6nce yapilmamugtir. Bu yonii ile bu ¢alisma ilk olma niteligindedir.

Hofmann ve ark., (2013) ¢alismalarinda SNP tabanli 5 adet CAPS markdrii (11_0010,11_0823,11 0205,11_0315
ve 11 _1476) tasarlamuslardir. Rrs/ ve onu ¢evreleyen markorler arasindaki genetik mesafe 11_0010 CAPS markorii
icin proksimalde 1,2 c¢cM iken 11 0823 CAPS markérii igin distalde 0,9 cM’dir. Calismamizda 11 0010,
11 _0823,11 0315 ve 11 1476 CAPS markérleri kullanilmig ve 11 0010 CAPS markdriinde Hb2, Hb3 ve Hb4
genotipleri amplifikasyon olusturmamis olup diger 9 arpa genotipinin hepsi heterojen bant profili gdstermistir. Bolgeye
en yakm olan 11 0823 CAPS markdriinde ise Hb2, Hb3, Hb4 ve Hb8 yabani arpa genotiplerinde amplifikasyon
belirlenemezken, Cetin 2000, Hs4, Hs8 ve Hs9 genotiplerinde heterojen bant profili goriilmiis, Avci 2002, Sinanbey,
Cirit ve Cacabey ¢esitlerinin dayanikli bant profili olugturdugu degerlendirilmistir.

Hofmann (2015), CAPS markérii 11 0205’m GenomeZipper’da veya fiziksel haritada yer almadigini, markor
11_0315’in ise Bowman ve Barke arpa gesitlerinin fiziksel haritalarinda 55.15 ¢cM, 389321560 bp konumuna karsilik
gelmekte oldugunu ve daha detayli haritalama igin giivenli bir dis yan konum olarak kullanilabilecegini belirtmistir.
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Calismamizda CAPS markdrii 110205 kullanilmamistir. Sayed ve Baum (2018), ICARDA 1slah programinda rutin
olarak kullanilan 23 arpa ¢esidini bes markér (HVS3, Bmac209, Bmac67, Ebmac871 ve Bmag0006) kullanarak
markor destekli seleksiyon (MAS) amaci ile arpa yaprak lekesi dayaniklilik geni Rrs’in varligini tanimlamak igin test
etmiglerdir. Yiirtitiilen ¢alismamizda da ilgili markdrlerin her birisinin Sayed ve Baum (2018) raporuna uygun bant
profili ve bant biiyiikliikleri tespit edilmistir.

HVS3-SCAR, Ebmac871-SSR, Bmag 0006-SSR markérleri 3H arpa kromozomunun farkli kollarinda yer
almaktadir. Ebmac871, 3H’ nin kisa kolunda, HVS3-SCAR ve Bmag0006 ise uzun kolunda lokalize olmustur. Bu
sonug, etiketledikleri arpa yaprak lekesi dayaniklilik genlerinin/allellerinin muhtemelen 3H kromozomunun
sentromerik bolgesinde oldugunu gostermektedir. Cesitli kaynaklardan gelen arpa yaprak lekesi hastaligina
dayaniklilig1, 3H kromozomunun uzun kolunun proksimal bdlgesiyle esleserek karmagik Rrs/ lokusu olugturmaktadir.
Bu lokus, birbirine sikica bagl birkag arpa yaprak lekesi dayaniklilik geninden olusabilir veya birden fazla allele sahip
tek bir gen igerebilir (Sayed ve Baum, 2018). Calismamizda HVS3-SCAR markériinde Aver 2002, Sinanbey, Cirit,
Cacabey c¢esitlerinde ve Hb2, Hb3 ve Hb4 H. bulbosum genotiplerinde dayanikli bant profili izlenmistir. Ebmac871-
SSR markérii bant profiline gére Aver 2002 ve Sinanbey cesitleri ile Hs4, Hs8 ve Hs9 H. spontaneum genotiplerinin,
Bmag 0006-SSR markorii bant profilinde ise Cetin 2000, Cirit ve Cacabey ¢esitleri ile Hs4, Hs8 ve Hs9 H. spontaneum
genotiplerinin dayanikli bant profilleri sergiledikleri degerlendirilmistir. Bmac209-SSR markdriiniin Ebmac871-SSR
markorii ile ayni bant profilini olusturdugu belirlenmistir. Bmac67-SSR markarii ile gergeklestirilen ¢alismada ise
Cetin 2000, Cirit ve Cacabey cesitleri ile Hs8 H. spontaneum genotiplerinde dayanikli bant profilleri belirlenmistir.
Arpa yaprak lekesi direncinin yer aldig1 Rrs/ lokusu, 3H kromozomunun uzun kolunun proksimal bdlgesinde lokalize
olan ve birden fazla siki baglantili direng geni ya da ¢ok allelli tek bir geni icerebilen karmasik bir lokus olarak
tanimlanmustir (Sayed ve Baum, 2018). Bu nedenle, ¢calismada kullanilan farkli markdrlerin s6z konusu lokusun farkls
alt bolgelerini veya farkl: allellerini etiketlemesi olasidir. Ayrica, kullanilan markoérler direng geninin kendisi olmayip
direng genine bagl (linked) markoérler olup markér ile gen arasindaki genetik mesafe ve olasi rekombinasyon olaylart
bazi genotiplerde markdr—fenotip uyumsuzluklarmi agiklayabilmektedir.

11_0315 markériinde ise Acil restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda anlaml bir bant profili olugsmamustir.
11_0315 markdriiniin Rrs/ lokusuna olan genetik uzakliginin goreceli olarak yiiksek olmasi, markér—gen mesafesi
veya arpa genotiplerindeki olasi farkli allellerin varlig1, rekombinasyon olaylari sonucunda mark6r—lokus baglantisinin
zayiflamig olabilecegini ve bu nedenle bant olusmadigimi diigiindiirmektedir. Bununla birlikte kullanilan diger tiim
markorler referans yayinlarina uygun bant profili sergilemiglerdir (Hoffmann ve ark., 2013; Sayed ve Baum, 2018).

Kromozom 3H {izerindeki RA-Rh3-Rh4 (6nceki isimleri) lokus kompleksi (Dyck ve Schaller, 1961a; Wells ve
Skoropad, 1963) birkag allele sahip tek bir gen olarak kabul edilmistir (Habgood ve Hayes, 1971). Baz1 arastirmacilar
ise en az iki farkli ancak yakindan baglantili genin var oldugunu 6ne stirmektedir (Dyck ve Schaller, 1961b). Hofmann
ve ark., (2013), Rrsi/3H bolgesi i¢in QTL’in sentromere yakin olmasma ve diisiik rekombinasyon gdstermesine
ragmen, yaklasik 30 genin bulundugu bu bolgede rekombinantlarinin belirlenmesi igin biiyiik bir popiilasyonun
gelistirilmesi yoluyla gelecekte bir aday genin tanimlanmasimnimn miimkiin goriindiigiinii bildirmistir. Karakous ve ark.,
(2003) ozelligin etkin bir sekilde izlenmesi i¢in lokusa bagl birden fazla markdriin bulunmasmin 6nemli oldugunu
vurgulamistir. Ozellik lokusu bagia ii¢ adet yiiksek diizeyde bilgi verebilecek olan SSR markériiniin kullanilmasmim
MAS ¢aligmalari igin iyi olacagi bildirilmistir (Sayed ve Baum, 2018). Calismamizda, dort adet CAPS markéri, 1 adet
SCAR markoérii ve 4 adet SSR markorii kullanilmis olup HVS3 SCAR, Bmac209, Ebmac871, Bmac67 ve Bmag0006
SSR markorleri ve 11 _0823CAPS markorii MAS calismalarinda kullanilmak iizere tavsiye edilebilir (7ablo 5).
Ozellikle HVS3 SCAR markérii H.bulbosum genotiplerinde, Bmac209, Ebmac871 ve Bmag0006 SSR markérleri ise
H. spontaneum genotiplerinde genotip-fenotip uyumu saglamislardir. Caligmamizda iilkemizde yaygin olarak
yetistirilen bazi arpa gesitleri, yerel arpa gesitleri ve yabani arpa genotiplerinin R. commune’ye kars1 reaksiyonlar1
degerlendirilmis ve Rrs/ dayanmiklilik lokusu ile yakindan iliskili molekiiler markérler kullanilarak ilgili bolge
dayanikliligimim mevcut oldugu dogrulanmuistir.

4. Sonug

Rhynchosporium commune’un neden oldugu arpa yaprak lekesi hastaligi ile miicadelede etkili ve siirdiiriilebilir
yontem dayanikli ¢esit kullanimidir. Etmen, halen iiretim deseninde yer alan gesitlerde kullanilabilen dayaniklilik
genlerine karg1 yeni viriilent genotiplerini gelistirme yetenegine sahiptir (Azamparsa ve Karakaya, 2020). Bu nedenle,
markor destekli seleksiyon yolu ile farkli lokuslarin (niteliksel veya niceliksel) introgresyonu ve piramitlenmesi
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dayaniklilik 1slah1 agisindan 6nemlidir. Bugiine kadar arpa bitkisinde 150’den fazla dayaniklilik lokusu tespit edilmistir
(Zhang ve ark., 2020). Rhynchosporium commune etmeninin orjininin Kuzey Avrupa oldugu ve buradan diinyaya
yayildig1 goriisiine gore (Brunner ve ark., 2007), Avrupa germplazmi, R. commune hastalik reaksiyonlarini taramak
icin kullanilan birincil kaynak olmustur. Yabani arpalar (H. spontaneum ve H. bulbosum) ve yerel arpa cesitleri ise

yeterince aragtirillmamugtir. Bu ¢alismada arpa cesitlerimizde ve yabani arpalarda hem fenotipik olarak hem de markor
genotiplemesi sonucu dayanikli genotipler belirlenmistir.

Bulunan etkili Rrs/ lokusu ve kullanilan yakindan baglantil markérlerin, molekiiler dayaniklilik islah programlari
i¢in yararl araglar oldugu ve aday genlerin tanimlanmasina yonelik iyi bir uygulama olabilecegi diistiniilmektedir. Bu
calisma ile MAS i¢in dayaniklilik genine bagli DNA markoérlerinin kullanishiligi da ortaya konulmustur.

Calismamizda fenotipik ifade (hastalik reaksiyonu) sonucu bazi markdrlerin genotipleme sonucuyla Ortiismiistiir.
Her iki testlemede de dayanikli olarak reaksiyonlari belirlenen genotipler islah calismalarinda kullanilabilir.
Avustralya'daki bir ¢alismada Hindmarsh arpa ¢esidinin Rrs/ genini tagidigi ancak arpa yaprak lekesi hastaligna karst
hassas oldugu rapor edilmistir (Wallwork ve ark., 2014). Bu durum, Rrs/ geninin Bati Asya ve Kuzey Afrika
bolgesindeki yari kurak ve kurak alanlarda arpa yaprak lekesi hastaligina dayaniklilikta sorumlu olabildigini, ancak
diger ortamlarda degisebildigini gosterebilir. Rrs/ arpa yaprak lekesi dayaniklik genlerinin etiketlemesi i¢in kullanilan
bu markorlerin yari kurak ve kurak iiretim alanlarinda oldukc¢a degerli oldugu ve baglantili markérlerin 1slah
programlarinda piramitleme ve markor destekli hastaliga dayanikli genotiplerin se¢imini kolaylastiracagi
diistiniilmektedir.

Etik Kurul Onay1

Bu galisma i¢in etik kuruldan izin alinmasina gerek yoktur.

Cikar Catismasi Beyam

Makale yazarlari olarak aramizda herhangi bir ¢ikar catigmasi olmadigini beyan ederiz.
Yazarhk Katki Beyani

Planlama: Celik Oguz, A.; Materyal ve Metot: Yildirim, ., Celik Oguz, A., Karakaya, A., Akdogan, G.; Veri
toplama ve Isleme: Yildim, S., Celik Oguz, A., Karakaya, A., Akdogan, G.; Literatiir Tarama: Celik Oguz, A.,
Karakaya, A.; Makale Yazimi, inceleme ve Diizenleme: Celik Oguz, A., Karakaya, A.
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