ANADOLU, J. of AARI

ISSN: 1300-0225 (Print)
E-ISSN: 2667-6087 (Online)
2019, 29 (2): 140-153

DOI: 10.18615/anadolu.660288

Ayciceginde Mildiyo [Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. and de Toni]
Hastaligina Dayanikli Genotiplerin
Molekiiler Markorler Kullanilarak Belirlenmesi

Emrah AKPINAR * Semra HASANCEBI * Yal¢in KAYA **

Las rakya Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii, Edirne/TURKEY

! https://orcid.org/0000-0001-5153-0392 % https://orcid.org/0000-0003-3898-7413 > https://orcid.org/0000-0002-9297-8633

* Corresponding author (Sorumlu yazar): yalcinkaya22@gmail.com
Received (Gelis tarihi): 16.08.2019  Accepted (Kabul tarihi): 21.10.2019

OZ: Aycicesi (Helianthus annuus L.), diinyada ve iilkemizde en énemli bitkisel yag kaynaklarindan biridir. Ulkemiz
insamnin bitkisel yag tiiketiminde ¢ogunlukla aygicegi yagini tercih etmesi ve son yillarda artan yag agigimiz, aygiceginin
onemini giderek arttirmaktadr. Aygigegi yetistiriciliginde tohum verimini ve yag oranmni diisiiren en dénemli simirlayict faktor
mantari hastaliklar olup, etmeni Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. and de Toni olan mildiyé hastaligi ay¢icegi iiretiminde
%100’lere varan kayiplara neden olmaktadir. Aygicegi iiretimini kisitlayan mildiyo hastaligina karsi dayamikiy ¢esitlerin
gelistirilmesi ve kullanilmas, iilkesel aygicegi iiretim kaybini onleme agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Ay¢iceginde bugiine
kadar mildiyoniin ¢ok fazla rki belirlenmis ve bunlara dayanikli genetik materyal de gelistirilmistir. Ancak mildiyo hastaligina
dayanikli gesitlerin klasik islah yontemleri ile gelistirilmesi hem masrafli, hem de uzun bir siire¢ olup, dayanikl cesit gelistirme
calismalarinda, biyoteknolojik yontemler ve molekiiler markor destekli seleksiyon (MAS) kullanilarak etkili ve kesin seleksiyon
yapilarak, bu siire¢ hizlandirabilmektedir. Bu hedefler dogrultusunda yapilan bu ¢alismada, Trakya Bélgesindeki tiim mildiyo
wklarima dayamikhik saglayan Pls ve Plarg dayaniklilik genlerinin seleksiyonunda kullanilabilecek molekiiler markorilerin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilen, Ple ve Plarg genlerini tasiyan
dayanikli gesitlerin hassas ¢esitler ile melezlenmesi sonucu elde edilen BC4 kademesindeki 120 genotipte mildiyo hastaligina
dayaniklilik testleri yapilmis ve ayni orneklerde Pls ve Plarg dayanikiilik genlerinin varligi molekiiler markdérler ile belirlenmeye
calisilmistiv. Yapilan ¢alisma sonucunda iki markoriin Ple geni ile yakin baglantili oldugu ve islah ¢alismalarinda seleksiyon
amacl kullanilabilecegi tespit edilmistir. Plarg geni icin ise bu ¢calismada kullanilan ve onceki ¢alismalarda sunulan markérlerin
hig¢ biri yeterince aywrict bulunmamugtir.

Anahtar kelimeler: 4Ay¢icegi, Helianthus annuus, mildiys, Plasmopara halstedii, Pls, Plarg, MAS.

Determination of Downy Mildew [Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. and de Toni]
Resistant Genotypes by Using Molecular Markers in Sunflower

ABSTRACT: Sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the most important vegetable oil sources in the world and
in Turkey. The preference of sunflower oil in the consumption of vegetable oil increases the importance of sunflower in Turkey.
Fungal diseases are the most important limiting factors sunflower yield and oil content in sunflower production and downy
mildew which is caused by the Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. and de Toni leads until 100% yield loses. Therefore,
development and the use of resistant varieties in sunflower production in Turkey help to reduce yield loses in sunflower. Several
downy mildew resistance genes (Pl) have been identified and used in breeding for resistance cultivars. However, developing
resistant varieties by classical breeding is a longer, costly and harder way and utilizing biotechnological methods and marker
assistant selection (MAS) give to opportunity to accelerate the process with giving efficient and confident selection. In this study,
it was aimed that to determine suitable molecular markers which will be used possibly in the selection related to Ple and Plarg
genes conferring effective resistance against to virulent strains in Trakya region. Parents and 120 individuals at BC4 breeding
level (Pls and Plarg genes sources were crossed with susceptible sunflower varieties) were used for molecular marker studies. All
plant materials were also screened phenotypically by inoculation with pathogen spores. As results, two markers for Ple gene
were detected as useful for MAS but no any suitable markers were found to detect Plarg gene among used markers in this and
previous studies.

Keywords: Sunflower, Helianthus annuus, downy mildew, Plasmopara halstedii, Pls, Plarg, MAS.
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GIRIiS

Aycicegi (Helianthus annuus L.); Papatyagiller
familyasina ait, 2n=34 kromozomlu, gen merkezi
Kuzey Amerika olan 6nemli bir endiistri bitkisidir.
Ulkemizde ve diinyada agirlikl1 olarak bitkisel yag
elde etmek amaciyla tiretilmesinin yaninda, ¢erezlik
tiketim amaciyla da iiretilmektedir. Diinyada en
cok aycicegi iireten iilkeler arasinda Tirkiye, 8.
sirada yer almaktadir (Anonim, 2014; Kaya, 2015).

Ulkemizin bitkisel yag tiiketiminin %60 kadarin
aycigegi yagi olusturmakta olup son yillarda artan
niifus ve aycicegi tarim alanlarinin arttirilamamasi
nedenleri ile aygicegi yagi ihtiyaci {retim ile
kargilanamamaktadir. Tirkiye, her ne kadar
aygigegi iiretimi agisindan diinyada ilk on sirada
yer alsa da, 2014 yilinda yaklagik 556 bin ton
aycicegi tohumu ve 812 bin ton aygigegi yag: ithal
etmistir (Anonim, 2014).

Tarim alanlarinin arttirllamamasi nedeniyle tiretimi
arttirmanin yolu verimi arttirmak ve kayiplar
azaltmaktan ge¢mektedir. Ozellikle hastaliklarin
yarattigt kayiplar bolgesel olarak ekili alanlar
bozup tekrar ekime kadar varabilmektedir. Yabani
ve kiiltiire alinmis ay¢igegini olumsuz etkileyen en
az 30 adet fungus, bakteri, viriis ve yabanci ot
kaynakl1 hastalik bilinmektedir. Bunlardan sadece
birkag tanesi Trakya Bolgesi’nde ekonomik zarara
yol agmakla birlikte iiretim agisindan %100 oraninda
kayiplara neden olabilmektedirler. Ayciceginde
iriin eksilislerine neden olan parazit bitki ve
hastaliklardan iilkemiz i¢in en 6nemlileri;

Aycicegi Pasi

Puccinia helianthi Schw., bitkinin tiim toprak {istii
kisimlarinda goriilebilen fungal bir hastaliktir.
Ayg¢icegi pasi, ayciceginde %70 oraninda verim
kayiplarma neden olabilmektedir. Hastalik belirtisi
bitkinin ¢iceklenme doneminde 6zellikle yaprak ve
yaprak sapinda, Once kahverengi sonra siyah
lekeler halinde goriilebilir. Enfekte bitkiler erken
tohuma kalkar ve tohum Kkalitesi diisiik olur.
Sistematik enfeksiyonlarda bitki yogun bulasiklik
barindiran yapraklarin1 kaybeder. Toprakta 10-12
y1l varligim koruyabilen bir fungus oldugu igin en
etkin miicadelesi hastahga dayanikli aygicegi

cesitleri kullan11mas1(11r (Anonim, 2008; Tan, 2010;
Kaya ve ark., 2012; Skori¢, 2012).

Orobans (Canavar otu)

Orobanche cumana Wallr., Trakya’da yiiksek verim
kayiplarina neden olabilen bir kok parazitidir.
Tohumlar1 kahverengi renkte kapsiiller icerisinde
ve her kapsiilde binlerce tohum barindirabilecek
sekilde aycicegi koklerinde tutunur. Aygicegi
ekiminden kisa siire sonra aygigegi koklerinde
orobansg  goriilebilir, aygigeginin  ¢igeklenme
doneminde toprak iistiine ¢ikar. Her bir kokte
50’nin istiinde orobang sap1 goriilebilir. 50-60 cm
boylanan orobans tiim besin maddelerini ve suyunu
aycicegi koklerinden g¢ektigi i¢in aygiceginin boyu
kisalir, tablas1 kiigiik kalir, verimi ve tohumda yag
orant diiger. Miicadelesi, bu parazite dayanikli
cesitlerin kullanmmi ya da IMI grubu aygigegi
cesidi kullanilarak ve ilaglama ile saglanabilir
(Anonim, 2008; Kaya ve ark., 2012; Skori¢, 2012).
Aycicegi Mildiyosii

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. and de Toni,
diinyada aycicegi tariminda goriilen en Onemli
fungal hastaliktir ve %100’e¢ varan ekonomik
kayiplara neden olabilir. Oomycetes ailesine aittir.
Fide halindeyken enfekte olan aygicegi biiylirken,
patojen de dokularda gelisir. Enfekte olan bitkiler
bodur kalirlar, yapraklarin birbirine yaklagmasi
sonucu rozetlesme goriilir. Enfekte bitkilerde
tablalarin i¢i tam dolmaz. Bu durum sistemik
enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir.  Sistematik
olmayan, lokal enfeksiyonlarda ise bitki normal
gelisim gosterebilir, yapraklarda sadece lekeler
goriiliir. Bitkinin 2-6 yaprakli donemi sistemik
enfeksiyonlara karsi hassastir. Bu donemi sorunsuz
atlatan bitkilerde daha ¢ok lokal yaprak lezyonlar
goriiliir. Tohum ekiminden 15 giin sonrasina kadar
bol yagish giden iklim sartlarinda sistemik
enfeksiyon olasiligi oldukga yiiksektir. Enfeksiyon
icin uygun sicaklik 15-20 °C’dir. Oosporlar toprakta
10 yil varhgm sirdiirebileceginden ve Tiirkiye
topraklarin yaklasik %90’ 1inda goriildiigii i¢in en
etkili miicadele yontemi hastaliga dayamikli aygigegi
gesitlerinin kullanimudir (Anonim, 2008; Kaya ve
ark., 2012; Skori¢, 2012; Spring, 2019).
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Bitkilerde Hastaliklara Kars1 Dayamkhilik

Dogada bitkiler biyotik stres faktorlerini tanima ve
onlara karsi tepki verme mekanizmasi gelistirmislerdir.
Bitkiler patojen saldirisint etkili bir sekilde
durdurabilmek i¢in yapilarinda bulunan fiziksel ve
kimyasal engeller kadar, patojen saldirist ile aktive
olan uyarilabilir savunma mekanizmalarin1 da
kullanirlar (Jones ve Dangl, 2006).

Bitkilerde bagisiklik sistemini uyaran mikrobiyal
patojenlerin sahip oldugu yapilara, patojen ile ilgili
molekiiler yapilar [Pathogen Associated Mollecular
Patterns (PAMPS)] veya mikropla ilgili molekiiler
yapilar [Microbe Associated Mollecular Patterns
(MAMPSs)] denir (Jones ve Dangl, 2006; Aksoy ve
Oz, 2012). Bitkiler, hiicre yiizeyindeki reseptérler
yardimiyla PAMP’lart ve  MAMP’lart taniyarak
patojene karsi sahip olduklart savunma sinyallerini
harekete gecirirler. Bu sinyal iletimi sonucunda hiicre
duvarmm  saglamlastirilmasi,  reaktif  oksijen
tirevlerinin ve etilen miktarmin arttirilmast  ve
hastalik gelisimi ile ilgili dayanmiklilik genlerinin
biiyiik bir boliimiiniin harekete gecirilmesi gibi
dayaniklilik reaksiyonlar1 hizli ve etkin bicimde
baslatilir (Jones ve Dangl, 2006; imraz ve ark., 2015).

Bitkiler, patojen saldirisinin ardindan, dominant
dayaniklilik genleri (R) tarafindan gelistirilen,
patojeni direkt veya indirekt yollarla tanimaya
yarayan dayanikliik mekanizmasim1  harekete
gecirirler. R-proteinlerinin tetiklemesi ile meydana
gelen dayaniklilik (gen-igin-gen direnci) genellikle
wk-spesifiktir ve sadece R-proteinleri tarafindan
tanman spesifik proteinleri (avr proteinleri)
salgilayan patojenlere karsi etkilidir. R-genleri ile
olusturulan savunma tepkisi, saldir1 bdlgesinde
bulunan enfekte ve komsu hiicrelerde hizli
programlanmig Oliimlerin (hipersensitif tepki veya
HR) ortaya ¢cikmasina neden olur. Ozellikle mildiy
gibi biyotrofik patojenlerin o bdlgede etkin sekilde
sinirlandirilmasinda son derece etkili bir savunma
stratejisidir. Simdiye kadar ¢ok sayida dayaniklilik
R-geni karakterize edilmis ve bazilart 1slah
calismalar1 ile basarili bigimde kiiltiir bitkilerine
aktarilmistir (Jones ve Dangl, 2006; imraz ve ark.,
2015). R-genlerinin belirlenmesi veya bu genler ile
iligkili molekiiler markdrlerin tespiti dayanikli cesit
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gelistirme kapsamindaki en 6nemli ihtiyaglardandir.
Bu nedenle tarimsal biyoteknoloji caligmalarinin
olduk¢a Onemli bir kismimi bu tip ¢aligmalar
olusturmaktadir.

Diger savunma tepkileri; reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretmek, hiicre ceperini mekanik olarak
gliclendirmek ve antimikrobiyal bilesiklerin sentezi
gibi reaksiyonlar1 kapsamaktadir. Bu lokal
reaksiyonlar diginda, saldiriya ugrayan bitki,
enfeksiyon bolgesinden uzak dokularda savunma
kapasitesini artirmak {izere sistemik tepkiler de
olusturmaktadir. Sistemik olarak uyarilmis bu tepki;
bitkiyi ardil patojen istilacilarma karsi, birkag
haftadan birka¢ aya kadar degisebilen bir siire i¢in,
oldukca genis Olcekteki pek cok patojene karsi
koruyacak potansiyeldedir. Biyolojik olarak, birkag
uyarilmig sistemik savunma sistemi detayli olarak
tamimlanmigtir. ~ Bunlar,  nekrotik  patojenler
tarafindan tetiklenen “sistemik kazanilms dayaniklilik”
(SAR), patojen olmayan rizobakter strainlerinin
koklerde kolonize olmasiyla aktive olan “uyarilmis
sistemik  dayanmikliik” (ISR) ve boceklerin
beslenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan doku
hasarlariyla uyarilan “yara uyarimli savunma”
sistemlerini  kapsamaktadir. Uyarilmis savunma
tepkileri, i¢c baglantilari olan sinyal iletim yollar1 ag1
ile diizenlenir ve bu yolda hormonal sinyaller olan
salisilik asit, jasmonik asit ve etilen etkilidir (Aktas
ve Giiven, 2005; Jones ve Dangl, 2006; Pérez-Vich
ve Berry, 2010).

Ayciceginde Mildiyo Dayamkhhg

Mildiyo patojeninin 1888 yilinda Plasmopara
halstedii (Farl.) Berl. and de Toni olarak
isimlendirilmesinden sonra Avustralya hari¢ tiim
diinyada gozlemlenmis ve kitalar arasinda benzer
ve farkli patojen irklan tespit edilmistir. Bugiine
kadar yapilan calismalarda 44 P. halstedii 1rki
tespit edilmistir (Jocic ve ark., 2010; Wieckhorst
ve ark., 2010; Viranyi ve ark., 2015; Trojanova ve
ark., 2016; Spring, 2019). Gulya (2007), yaptigi
karsilastirmali galismalarda; mildiyé patojeninin
yeni patojen irklarinin ortaya ¢ikmasi konusunda
siirekli ve sabit olmayan bir degisim igerisinde
oldugunu vurgulamustir.

Aygiceginde Pl genleri tarafindan saglanan
mildiy6 dayanikliligi, patojen irkina karsi spesifik
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olmakla beraber bazi Pl genleri birden ¢ok irka
kargt dayamklilik saglayabilmektedir. Bugiline
kadar yapilan c¢alismalar gostermistir ki; bu
dayaniklilik genleri kromozomlar iizerinde belli
lokasyonlarda (LG-linkage group) kiimelenmis
sekilde bulunmaktadir (Viranyi ve ark., 2015).

Mouzeyar ve ark. (1995), ilk Pl genini (Pl,)
tanimladiklarindan sonra, birgok farkli arastirmaci
Ozellikle yabani aygicegi ¢esitlerinde yeni
dayaniklilik genleri tespit etmek ve bunlart kiiltiir
cesitlerine aktarmak igin ¢alismis olup, ay¢igeginde
bilinen Pl genleri, LG bdlgeleri ve etkili oldugu
patojen irklar1 Cizelge 1 de verilmistir.

Pl Genlerinin Istenen Kiiltiir
Aktarilmasinin Onemi

Cesitlerine

P. halstedii patojeninin yol agtig1 zarar tilkemizde ve
ozellikle aycigeginin yogun olarak ekiminin yapildigi

Trakya Bolgesinde 6nemli boyutlardadir. Tiirkiye nin
tim aycicegi ekimi yapildigr bolgelerinde rastlanan
patojen, iklim sartlar1 ve benzeri birgok etmene dayal
olarak yildan yila degisen oranda, ekonomik anlamda
yilksek miktarda zararlara neden olmaktadir.
Hastalikla miicadele yontemlerinden biri olarak
Metalaxyl etken maddeli kimyasallarin kullanima;
ekonomik olmamasi, kullanim zamanindaki iklim
kosullarina gore etkisinin azalmasi, bazi P. halstedii
wklarinin ~ ilaca  dayaniklillk  gelistirdiginin
raporlanmasi (Ruiz ve ark., 2000) ve ¢evreye verdigi
zarar nedenleriyle tercih edilmemektedir. Hastaliga
dayamkli kiiltir ¢esidi kullanmak, P. halstedii
patojenine karsi en basarilh ve sirdiriilebilir
miicadele olup, hassas fakat elit gesitleri dayaniklilik
barindiran  ¢esitlerle  melezleyerek, istenilen
dayanmiklilik genine sahip geri melez jenerasyonlari
elde edilebilir (Kaya ve ark., 2012; Skori¢, 2012;
Spring, 2019).

Cizelge 1. Aygigeginde bilinen P1 genleri, LG bdlgeleri ve etkili oldugu patojen irklari.
Table 1. Known Pl genes, LG regions and pathogen races at sunflower.

Gen Gen kaynagi Gen bolgesi  Etkili oldugu patojen irklari Kaynak

Gene Gene source Gene region  The pathogen races for effective control. Literature source
Pl; H. annuus LG8 100 Wieckhorst, 2011
Pl, H. annuus LG8 100, 3xx Wieckhorst, 2011
Pl; H. annuus - - Wieckhorst, 2011
Pl, H. tuberosus - - Wieckhorst, 2011
Pls H. tuberosus LG 13 1xx, 31X, 32X, 33X, 7Xx Wieckhorst, 2011
Plg H. annuus LG8 1xx, 3xx, 7x1, 7x2, 7x3 Wieckhorst, 2011
Pl H. praecox LG8 1xx, 3xx, 7x1, 7x2, 7x3 Wieckhorst, 2011
Plg H. argophyllus LG 13 Avrupa’da bilinen tiim rklar Wieckhorst, 2011
Pl H. annuus - - Wieckhorst, 2011
Pl H. annuus - - Wieckhorst, 2011
Ply; H. annuus - - Wieckhorst, 2011
Pl H. annuus - - Wieckhorst, 2011
Pl;3 H. annuus LG1 100, 300, 310, 330, 700, 710, 730, 731, 770 Wieckhorst, 2011
Pl H. annuus LG 1 - Wieckhorst, 2011
Pl H. annuus LG8 Avrupa ve Kuzey Amerika’da bilinen tim wrklar Wieckhorst, 2011
Pl H. annuus LG1 - Liu ve ark., 2012
Pl H. annuus LG4 Bilinen tiim wrklar Qi ve ark., 2015
Plig H. argophyllus LG 2 Bilinen tiim wrklar Qi ve ark., 2016, 2017
Pl H. annuus LG4 Bilinen tiim wrklar Zhang ve ark., 2017
Ply H. argophyllus LG 8 Bilinen tiim wrklar Ma ve ark., 2017
Plarg H. argophyllus LG1 Bilinen tiim wrklar Wieckhorst, 2011
PI,-Pl, H. annuus - - Wieckhorst, 2011
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Aragtirilan Pl genlerinin bazilart 1k spesifik
olmakla beraber bazi Pl genleri bilinen tiim 1rklara
kars1 dayaniklilik gostermektedir. Kiiltiirii yapilan
aycicegi cesitlerine bu genlerin aktarilmasi patojen
zararinin engellenmesinin yani sira zamanla gen
piramitleme yontemiyle de ¢esidin uzun yillar bu
dayanikliligin iistesinden gelebilecek yeni irklara
kars1 da korunma sansini arttiracaktir. Istenilen Pl
dayaniklilik genlerinin kiiltiir gesitlerine aktarilmasi
klasik 1slah yontemleri ya da MAS ile saglanabilir.
Klasik 1slah yontemleri ile dayaniklilik genlerinin
aktarilmasinda bazi dezavantajlar mevcuttur. Cok
sayida bitki Ornegi ile calisiimak zorunda
olunmasi, dayanikli bireylerin tespit edilebilmesi
icin saglikli patojenler ile bir¢cok kez basarili
inokiilasyonlar yapma zorunlulugu, ¢ok zaman
almasi ve ekonomik olmamasi bu dezavantajlardan
birkagidir (Kaya ve ark., 2012; Skorié, 2012;
Spring, 2019).

Molekiiler Markoérler ve MAS’1n Avantajlar

Molekiiler markoér, genom i¢inde bir DNA
parcasinin farkliliklarmi1  temsil eder ve bu
farkliliklar eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler,
duplikasyonlar gibi olaylardan meydana gelebilir.
DNA temelli molekiiler markorler; taksonomi,
fizyoloji, embriyoloji, genetik miihendisligi vb.
alanlarda  kullanilan ¢ok yonlii araglardir.
Molekiiler markorler, bir bireyin genomundaki bir
gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iligkili DNA
parcasini temsil etmektedir ve bireyler arasindaki
DNA dizi farkliliklarmin (polimorfik bdlgelerin)
saptanmas1 prensibine dayanmaktadir. Polimer
zincir reaksiyonun (PCR) kesfini takiben, DNA
markorleri; gen etiketleme, genetik haritalama,
genetik cesitlilik, filogenetik analizler ve bitkisel
arastirmalarda ve 1slah ¢aligmalarinda Onemli
genlerin belirlenmesi konusunda yapilan MAS
calismalarmi Kolaylastirmistir (Filiz ve ark., 2009).
Yiiksek yag orani, orobansa, herbisitlere, hastalik
ve zararhlara dayaniklilhlk gibi Onemli verim
Ogelerinde, aycicegi 1slahinda istenilen
karakterlerin elde edilmesi, molekiiler markor
metotlar1  yardimiyla calisilan  arastirmalardir
(Kaya, 2004).
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MAS igin kullanilan molekiiler markérler, ¢cevresel
faktorlerden etkilenmez, her zaman her kosulda
stabil olup, doku tipi ya da yasam evrelerine gore
farkliik gostermezler. Epistatik ve pleiotropik
etkilere hassas olmayip, dominant veya kodominant
Ozellikte olabilirler ve kalitimlari basit ilkelere
dayanmaktadir. Ozellikle gevresel kosullardan ¢ok
etkilenen dolayisiyla fenotipik olarak gézlenmeleri
zor olan karakterlerin seleksiyonunda son derece
basarili olup, dogru bir sekilde secilmelerine
olanak tanirlar. Ayrica farkli karakterlere etki eden
birden fazla genin es zamanli aktariminda, gen
piramitlerinin olusturulmasinda, resesif genlerin
seleksiyonunda, c¢evre faktorlerinin asirt oldugu
veya bitki gelisiminin ge¢  donemlerinde
gozlemlenebilen karakterlerin se¢iliminde de ¢ok
Oonemli avantajlar sunmaktadir. Herhangi bir ¢esit
karisikligt durumunda kolaylikla ayrim
yapilmasinda ve ticari haklarin korunmasinda hizl
ve etkili bir yontemdir (S6nmezoglu ve ark., 2010).

Ulkemizdeki Islah Programlarinda Molekiiler
Markérlere Duyulan ihtiyac

Diinyanin sayili tarimsal iiriin {ireticilerinden olan
Tiirkiye, tarimsal teknolojide yeterince gelisemedigi
icin her yil gittikce artan oranlarda tohum ithal
etmek zorunda kalmaktadir. Ulkemizde devlet
destekli planli 1slah ¢alismas1 1891 yilinda Halkalt
Yiiksek Ziraat Okulu’nun agilmasiyla baglamus,
klasik 1slah caligmalarina son yillarda yasanan
teknolojik gelismeler ve teknolojiye ulagmanin
kolaylagsmasi sayesinde biyoteknolojik destek ile
devam  edilmektedir.  Tarimsal teknolojinin
yardimiyla klasik 1slah yontemlerine gore daha
hizli ve kolay sonuclar elde edilmesini saglayan
MAS sayesinde son yillarda yerli ¢esitlerin tescili
ve piyasaya girisi hizlannmus fakat halen istenen
seviyeye ulagamamustir. Molekiiler markorlerin 1slah
programlarinda istenen karakteri tagiyan bireylerin
seciminde kullanilmasi, diger bir deyisle MAS, yeni
cesit gelistirilmesi galismalarinda da  6nemli
avantajlar sunmaktadir (Hvarleva ve ark., 2009;
Pérez-Vich ve Berry, 2010). Islah ¢aligmalarinda
kullanilacak MAS sistemlerinin; yiiksek diizeyde
polimorfizmi belirleyebilmesi, kodominant
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karakter tagimasi, tekrarlanabilir ve teknik olarak
kolay uygulanir olmasi son derece Onemlidir
(Bretting ve Widrlechner, 1995).

Istenilen yiiksek verim vb. karakterlerde yiiksek
heterosis icin farkli genetik kaynaklara sahip
kendilenmis ebeveyn hatlara ihtiyag vardir. Bu
farkli genler ¢ok sayidaki tek veya g¢ok yillik
yabani tiirlerde mevcut olup, bunlardaki yeni gen
kaynaklarimin kiiltiirti yapilan tiirlere aktarilmasi
gerekmektedir. Ancak bu aktarim tilirler arasi
melezlemelerle miimkiin olup, klasik metotlar
kullanilarak elde edilmesi son derece zordur. Oysa
klasik 1slah caligsmalarinin basarisini arttiran, bu
caligmalarda tamamlayic1 ve yardimci bir rol
oynayan MAS ile bu gen aktarimini daha kisa
stirede, etkin ve ekonomik bigimde gerceklestirmek
miimkiindiir (Saftic-Pankovic ve ark., 2000).
Ulkemizdeki 1slahgilarin yurtdisindan ithal ticari
gesitler ile rekabet edebilmesi icin &zellikle
zamandan ve isgiiclinden tasarruf saglayan MAS
konusunda arastirmacilar ile birlikte ¢alismasi i¢in
gerek TAGEM, gerekse TUBITAK proje destegi
saglamaktadir.

Pl Genleri icin Mevcut Molekiiler Markorler

Aragtirmacilar tarafindan yillar icerisinde MAS
kullanilmak amaciyla ¢ok sayida markdr
gelistirilmistir. Perez ve Berry, (2010) aygcicegi i¢in
iic  farkli  jenerasyon  molekiiller = markor
tanimlamislardir. Birinci jenerasyon olarak RFLP
(Restiction Fragment Length Polymorphism -
Kesilen Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA -
Degisken DNA Dizilerinin Tesediifen
Cogaltilmas1), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism - Cogaltilan Fragment Uzunluk
Polimorfizmi) ve genomik SSR’lar (Simple
Sequence Repeats - Basit Tekrar Dizileri)
gelistirilmigtir. ikinci jenerasyon markorler gen
hedefli c¢alisacak sekilde ayciceginde EST’lerden
(Expressed Squence Tags — Ifade Edilen Gen
Segmenti) gelistirilen cDNA-RFLP problari, SNP
(Single Nucleotide Polymorphism - Tek Niikleotid
Polimorfizmi), Indel (Insertion/Deletion - Ekleme/
Silinme) ve SSR markérleridir. Ugiincii jenerasyon
markdrler, belirli bir yonde fenotipi etkileyen,

alleller arasinda rastgele DNA dizilim degisimlerini
tespit eden markorlerdir. Aygigeginde son yillarda
genotipik  haritalama  ¢aligmalarinin  artmasi
sayesinde Pl genlerinin tespiti ve MAS calismalari
icin agirlikli olarak SSR ve SNP markorleri
kullanilmaktadir (Pérez-Vich ve Berry, 2010;
Spring, 2019).

Bu c¢alismada kullanilacak markorlerin  segimi,
bolgedeki P. halstedii irklari i¢in herhangi bir irk
ayrimi ¢aligmas1 yapilmadigr icin halihazirda
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisi (TTAE)
tarafindan klasik 1slah caligmalarinda kullanilan
mevcut ebeveyn hatlarinin sahip oldugu bilinen Pl
genleri baz alinarak literatiir taramasi sonucu
yapilmustir.

MATERYAL VE METOT
Bitki Materyali

Bu calismada kullanilan bitki materyali; TTAE
tarafindan aycicegi 1slah programlarinda kullamlan
materyaller icerisinden segilmistir. Plg ve Playg
dayaniklilik geni iceren hatlarin hassas hatlar ile
melezlenmesi ve kendilenmesi sonucu elde edilen
materyal ile ebeveyn hatlart ¢alisma igin
kullanilmigtir. Hastalik testleri sonucu 30 birey
dayanikli  Fs, 30 birey hassas Fs olarak
belirlenmistir ve bu bireyler markdriin seciciliginin
belirlenmesinde kullanilmistir. Ayrica 60 birey ise
gruplandirilmadan ayirici  olarak tespit edilen
markoriin - dogrulanmas1 amaciyla taramalarda
kullanilmigtir.  Toplamda Plg i¢in (Dayanikli
ebeveyn:TT322, Hassas ebeveyn:9702-R,
Melezler:K4-R-SN-28, 9702-R-SN-6) 120 adet Fs
kademesindeki genotipler ve Playg igin (Dayanikli
ebeveyn:RHA-419, Hassas  ebeveyn:9758-R,
Melezler:K3-R-SN-14, K3-R-SN-39) 120 adet F,
kademesindeki  genotipler, hastalik testleri
yapilarak bitki materyali olarak kullanilmigtir.

Patojen Materyali

Hastalik testinde kullanmak {izere inokiilasyon i¢in
gerekli olan patojen materyali TTAE tarafindan
Trakya Bolgesindeki mildiyé epidemisi goriilen
ayc¢icegi ekilis alanlarindan, aygigeginin 8-10
yaprakli doneminde Edirne, Tekirdag ve
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Kirklareli’de 14  lokasyondan  toplanmustir.
Toplanan patojen ornekleri inokiilasyon oncesi
-80 °C‘de muhafaza edilmistir.

Hastalik Testleri

Hastalik  testleri TTAE tarafindan enstitii
bilinyesinde yapilmistir. Test edilecek aycicegi
materyaline ait tohumlarin yiizeyi %1’lik NaOCI
kullanilarak steril edilmis ve saf su ile durulanarak
cimlendirilmek tizere oda sicakliginda karanlik bir
ortamda 3-4 giin bekletilmistir. Cimlenen tohumlarin
kokeiikleri 0,5-1cm uzunluga eristiginde hastaligin
bulagtiritlmast i¢in petriler igerisine konarak
hazirlanan spor soliisyonuna birakilmistir. Spor
solisyonu hazirlig1 igin; toplanan hastaliklt bitki
ornekleri kullanilmadan dnce saf su igerisine bitki
yapraklarindan fir¢a ile siipiiriilen patojen sporlari
yogunlugu mikroskop altinda thoma Ilam
yardimiyla belirlenmis, 30000-50000 sporangium/
ml yogunlukta spor soliisyonu olusturulmustur.
Cimlendirilmis  bitkicikler ~ spor  soliisyonu
icerisinde 16°C’de 4-5 saat bekletilmesinin
ardindan kum-+perlit karigimindan olusan plastik
bardaklara ekilmis ve ortam sicakligt 24°C
ayarlanarak, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
olacak sekilde ayarlanan kontrollii iklim odasinda
bliylimeye birakilmistir. Bitkilerin ilk  gercek
yapraklart  2-3mm  biiyiikliige  ulastiginda
bardaklarm {stii %100 nem ortami saglayabilmek
icin plastik posetler ile hava almayacak sekilde
kapatilmig, 16°C de 24-48 saat bekletilerek hassas
bitkilerde beyaz renkte gozle goriilebilir spor
olugmast saglanmistir. Dayanikli bireylerde bu
spor olusumu gozlemlenmemis olup hassas ve
dayanikli bireyler belirlenerek numaralandirilmis
ve molekiiler galisma sonuglari ile karsilastirma
amach kayit altina alinmigtir (Evci ve ark., 2011;
Spring, 2019).

Molekiiler Analizler

Bu calisma i¢in yapilan tim molekiiler analizler,
Trakya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Genetik
ve Biyomiihendislik Bolimii  Biyoteknoloji
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu

TTAE tarafindan hastalik testleri  yapilan
materyallerin ilk ger¢cek yapraklarindan, ornek
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basma 150-200mg bitki dokusu olacak sekilde
2ml’lik tiiplerin igerisine alinmustir. Ornekler
toplandiktan sonra -196°C’lik sivi azot igerisine
atilarak dondurulmus ve -20 °C’de DNA izolasyonu
safhasina kadar muhafaza edilmistir. Bitki
materyaline ait yapraklardan alinan G&rneklerin
DNA’lari, Doyle ve Doyle (1990)’un CTAB
yontemleri modifiye edilerek izole edilmistir
(Porebski ve ark., 1997; Simsek ve ark., 2008 ).

DNA miktar tayini i¢in OPTIZEN NanoQ
Spektrofotometresi kullanilmig ve ornekler igin
DNA miktar1 ng/ul cinsinden OD260/0D280
(niikleik asit saflig1 icin) oranina dikkat edilerek
kaydedilmistir. DNA miktarlar1 dikkate alinarak
DNA Kalitesini tespit etmek ve DNA kiriklari olup
olmadigimi gorebilmek i¢in her dérnekten yaklagik
800 ng olacak sekilde % 0,8 konsantrasyonlu, EtBr
(30 pl/L) (Etidyum bromiir) igeren jele yiiklemeler
yaptlmis ve 100V 80mA akimda 1 saat
yuriitilmistiir.  Elektroforezin  ardindan  jel
goriintiileme cihazinda UV 151k altinda orneklerin
DNA kalitesine bakilmustir.

Markor Cahismalar

Calisma igin segilen Plg ve PIArg dayaniklilik
genlerinin belirlenmesinde kullanilan markdrler
literatiir taramasi sonucunda belirlenmis olup baz
dizileri verilerek Sentromer DNA Teknolojileri
firmasma sentezlettirilmigtir. Caligmaya alinan
markorlerin segiminde, Pl genlerinin haritalandig1
makalelerden yararlanilmig ve markoriin gen
bolgesine yakinlhigina dikkat edilmistir (Brahm ve
ark., 2000; Bouzidi ve ark., 2002; Pankovic ve
ark., 2007; Wieckhorst ve ark., 2010; Imerovski ve
ark., 2014). Markdriin gen bolgesine uzakligina
bagl olarak rekombinasyon orani degismektedir.
Bu orani en aza indirmek i¢in en yakin markdrlerin
kullanilmas1 6nemlidir. Bu nedenle genin <5 cM
uzaginda yer alan markorler calismaya dahil
edilmigtir.  Literatir ¢alismast  sonucu Plg
dayaniklilik geninin belirlenmesinde kullanimi
uygun gorilen HAP2, HAP3, ORSI166 ve
ORS1043 markorleri, PIArg dayaniklilik geninin
belirlenmesinde ise ORS552, ORS662, ORS675,
ORS716 markorleri  secilmis ve farkli PCR
icerikleri ve kosullar1 ile denemeler yapilmustir.
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PCR igerigi olarak 1X PCR Buffer, 3mM MgCl,,
0,4mM dNTPs, 0,6mM Primer F, 0,6mM Primer
R, 1U Taq, 250 pg BSA, 40ng DNA kullanilmustir.
PCR kosullar1 primer TM sicakliklarina uygun 35
dongili olacak sekilde uygulanmistir. Elde edilen
PCR iriinlerinden bazilari PCR c¢aligmasinin
basarili olup olmadigimi goérmek igin kapiller
elektroforeze yliklenmeden 6nce jel elektroforezde
yiriitiilerek gorlintiilenmis ve bagarili olanlar
kapiller elektroforeze yliklenmistir. Basarili PCR
tiriinleri Advance Analytical Fragment Analyzer
kapiller  elektroforeze  yiiklenerek  fragment
boyutlar1 Sl¢iilmils ve fragment boyutlarina gore
kargilagtirmalar yapilarak seleksiyonda
kullanilabilirlikleri test edilmistir.

BULGULAR

Plg icin Kullamilan Markérlerin Sonuclar:

Yapilan ¢alisma sonucu ORS166 markorii ile
ebeveyn ve Fs populasyonuna ait 30 dayanikli ve
30 hassas bireyde 343bp, 354bp, 369bp ve 383bp
bantlar1 ¢ogaltilmis olup herhangi bir ayirt edici
DNA fragmenti gozlenmemistir. ORS1043 markorii
ile ebeveyn ve Fs populasyonuna ait 30 dayanikli
ve 30 hassas bireyde 188bp, 200bp, 209bp, 253bp
ve 273bp boyutunda DNA  fragmentleri
cogaltilmistir. Bunlardan 188bp biiyiikliiglindeki
fragmentin sadece dayanikli bireylerde bulundugu
gozlenmistir. Bu durum ORS1043 markoriiniin Plg

dayaniklilik geninin belirlenmesinde segici olarak
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. ORS1043
primerine gore dayanmiklilik profili gosteren F5
ornekleri ve gostermeyen O6rnekler hastalik testleri
ile de uyumlu sonuglar ortaya koymustur.

HAP2 markérii ile ebeveyn ve Fs popiilasyonuna
ait 30 dayanikli ve 30 hassas bireyde 370bp, 439bp,
449bp ve 682bp DNA fragmentleri ¢ogaltilmis olup
herhangi bir ayirt edicilik gézlenmemistir. HAP3
markorii ile yapilan calisma sonucu, ebeveyn ve bu
ebeveynlerin F5 kademesindeki popiilasyonuna ait
30 dayanikli ve 30 hassas bireyde 1165 bp, 1348
bp, 1610 bp, 1725 bp ve 2100 bp biiyiikliiginde
DNA fragmentleri ¢ogaltilmistir. Bunlardan 1348
bp biiyiikligiindeki DNA fragmentinin dayaniklilik
karakteri ile birlikte dollerde agilma oldugu, hassas
bireylerde ise bu fragmentin bulunmadig tespit
edilmistir. 1348 bp’lik DNA fragmentinin Plg geni
tasiyan bireylerin belirlenmesinde uygun bir
markér oldugu ve MAS amagh kullanilabilir
nitelikte oldugu tespit edilmistir.

Plarg i¢in Kullanilan Markérlerin Sonuclar:

Yapilan ¢aligma sonucu ORS716 markorii ile
302bp, 321bp, 342bp, 350bp ve 371bp, ORS662
markorii ile 316bp, 335bp, ORS552 markérii ile
192bp, 235bp, 240bp, ORS675 markori ile 237bp,
277bp DNA fragmentleri gogaltilmis olup, herhangi
bir ayirt edicilik gdzlenmemistir.
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Sekil 1. Pls ORS1043 markorii ile dayanikli ve hassas ebeveynler arasindaki fark.
Figure 1. Difference between susceptible and resistance parents with ORS1043 Ple marker.
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Sekil 2. Ple ORS1043 markorii kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez goriintiisii, ebeveynler ve dayaniklilik

profiline sahip Fs bireyler.

Figure 2. Kapiller results with Pls ORS1043 marker, parents and Fs individuals with resistance profile.
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Sekil 3. Ple ORS1043 markérii kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez goriintiisii, ebeveynler ve hassas profile

sahip Fs bireyler.

Figure 3. Capillary results with Pls ORS1043 marker, parents and Fs individuals with susceptible profile.
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Sekil 4. Ple HAP3 markori ile dayanikli ve hassas ebeveynler arasindaki fark.
Figure 4. Differences between susceptible and resistant parents with HAP3 Pls marker.
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Sekil 5. Ple HAP3 markérii kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez goriintiisii, ebeveynler ve dayaniklilik profiline

sahip Fs bireyler.

Figure 5. Capillary results with Pls HAP3 marker, parents and Fs individuals with resistance profile.
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Sekil 6. Pls HAP3 markorii kullanilarak yapilan PCR sonucu kapiller elektroforez goriintiisii, ebeveynler ve hassas profile sahip

Fs bireyler.

Figure 6. Capillary results with Ple HAP3 marker, parents and Fs individuals with susceptible profile.

TARTISMA

Bu c¢alismada TTAE’den elde edilen bitki
materyalleri ile yine TTAE’niin yillar igerisinde
topladig1 P. halstedii patojenleri kullanilarak bitki
materyalleri istiinde hastalik testleri yapilmustir.
Hastalik testi uygulanmasimin nedeni ¢alisma
sonunda molekiiler diizeyde ayrim yapabildigi tespit
edilen markorlerin  test edilerek dogrulugunun
onaylanmasi amaciyla kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle aday markorlerin
test edilmesi i¢in hastalik testi sonras1 dayanikli ve
hassas olarak siniflandirilan altmisar genotip
kullanilmig, dayaniklilik profilini basariyla tespit

ettigi disiiniilen markdrler ayrica hastalik testi
yapilmis 60’ar farkli genotipte daha test edilerek
saglamasi  yapilmistir. Molekiiler caligmalart
yapilacak Pl genlerinin se¢imi, bolgedeki P. halstedii
irklart i¢in herhangi bir 1k ayrimi caligmasi
yapilmadigindan dolay1, hali hazirda TTAE
tarafindan klasik 1slah calismalarinda kullanilan
mevcut ebeveyn hatlarinin sahip oldugu bilinen Plg
ve PIArg genleri tercih edilmistir.

Kullanilan bitki materyali i¢in literatlir taramasi
yapilarak molekiiler destekli 1slah g¢alismalarinda
P. halstedii patojeninin neden oldugu mildiy6
hastaligina dayaniklilik saglayan Plg ve PIArg
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genleri  tasiyan  gesitlerin - gelistirilmesinde
kullanilabilecek aday markorler belirlenmistir.
Dayaniklilik  1slahinda  kullanilacak ~ aday
markdrlerin ve yontemin belirlenmesi i¢in eldeki
materyal ile ilgili bilgi, aragtirmanin amaci, sahip
olunan laboratuvar kaynaklari, maliyet, zaman ve
giiniimiizde tercih edilen yontemler ve markorler

gibi Ol¢iitler goz oniinde tutularak karar verilmistir.

Usatov ve ark. (2014), Pls dayaniklilik geni igin 16
aycigegi hattinda P. halstedii irk 330 ve 1tk 710 i¢in
9 STS markérii test etmis ve HAP2 markorii igin
1200bp, HAP3 markérii i¢in 1800 bp boyutlarinda,
dayaniklilik i¢in ayirt edici DNA fragmentleri
raporlamiglardir. Ayn1 markorler i¢in Bouzidi ve
ark. (2002), aygicegi hattt HA335 icin yaptiklar
caligmada 13 STS markorii test etmis, HAP3
markorii i¢in 700 bp boyutunda dayaniklilik igin
ayirict DNA fragmenti tespit ettiklerini raporlarken,
HAP2 i¢in ise ayirt edici bir fragment
raporlamamiglardir. Pankovic ve ark. (2007)
yaptiklar1 ¢alismada, P. halstedii irk 730 patojeni
icin HAP3 markoriinin 1720 bp biiyiikliiglindeki
DNA fragmenti ile dayanikli genotipleri ayirt
edebildigini ve MAS i¢in kullanilabilecegini
raporlamustir. Yapilan farkli haritalama
caligmalarinda HAP2 ve HAP3 markdrlerinin gen
bolgesine olan uzakliklarinin 3.3 cM ile 11 cM
arasinda olduklar1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada elde
edilen sonug ile HAP2 markérii i¢in Bouzidi ve
ark. (2002) ve Pankovic ve ark. (2007)’1n
sonuglarina benzer sekilde genotipler arasinda
dayaniklillk  ayirict  bir DNA  fragmentine
rastlanamamistir.  HAP3  markdrii  igin  ise,
Pankovic ve ark. (2007)’mn c¢alismasina paralel
olarak 1448 bp biiyiikligiinde DNA fragmenti Pls
geninden kaynaklanan dayaniklilik i¢in ayirt edici
bulunmustur. Bu  arastirmada ve  diger
aragtirmalarda  bulunan  dayamiklilik  ayirict
fragment biyiikliigl, kullanmilan dayamklilik
kaynagi ebeveyn hatlarmin farkli olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Yine Pankovic ve ark. (2007)’1n ¢aligmasinda, Pls
dayaniklilik geni ile ilgili ORS166 ve ORS1043
SSR  primerlerinin dayamklililk  tespitinde
kullanilabilecegini belirtmis, fakat dayaniklilik i¢in
ayirt edici fragmentlerin boyutundan bahsedilmemistir.
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Bizim ¢aligmamiz sonucu ORS166 i¢in ayirt edici
bir fragment gdzlenememesine ragmen ORS1043
icin 188 bp biiyiikliigiinde DNA fragmentinin Plg
geninden kaynakli dayanikliligin tespitinde basarili
oldugu gortilmistiir. Plg geninden kaynakli
dayanikliligin tespiti icin MAS’da kullanilabilecek
2 adet markér (HAP3 ve ORS1043) bu galisma
sonucunda belirlenmistir. HAP2 ve ORSI166
markorlerinin - dayaniklilik  tespitinde basarisiz
olmalarinin nedeni, diger c¢alismalarda kullanilan
ebeveyn hatlart ile bu ¢alismada kullanilan
ebeveyn hatlariin farklilig1 olabilir.

Dussle ve ark. (2004), yabani aygigegi Helianthus
argophyllus 1575-2 hattin1 dayaniklilik kaynagi
olarak kullanarak PIArg geni igin ORS662
markdriinii gen bolgesine en yakin SSR olarak 1,9
cM  uzakhikta  haritalandirmislardir.  Aym
dayaniklilik kaynagini kullanarak Wieckhorst ve
ark. (2010), ORS662 ve ORS716 markoérlerini
0,3cM uzaklikta raporlamislardir. Imerovski ve
ark. (2014), PIArg dayaniklilik geninin Helianthus
argophyllus 1575-2’den kiiltiir tiirline aktarilmasi
ile elde edilen RHA419 hattinda yaptig1 calismalar
ile ORS716 markoriiniin 5,2cM uzaklikta oldugunu
ve 303 bp boyutunda ayirt edici bir fragment
verdigini gozlemlemislerdir. Ayrica ORS675
markori ile hassas genotiplerde 275 bp boyutunda
fragment go6zlenirken dayanikli genotiplerde DNA
fragmenti gozlenmedigi belirtilmistir.

Bu calismada kullanilan dayaniklilik kaynagi
RHAA419 ile PIArg icin segilen aday markorlerin
hicbirinde dayamkliligt ayit edecek DNA
fragmenti gozlenememistir. Imerovski ve ark.
(2014)’nin  ¢alismasinda, ORS716 markdri ile
cogaltilan 303 bp boyutundaki fragment bizim
calismamizda da aym fragment biiyiikligi
dayaniklilik kaynaginda gézlemlenmesine ragmen,
hastalik testleri yapilan tiim hassas ve dayanikli
genotiplerde aynmi fragment ¢ogaltilmig, bu nedenle
bir ayirt edicilik gozlemlenememistir. Yine Imerovski
ve ark. (2014)’nin ORS675 igin belirttikleri hassas
genotipi ayirt edici 275 bp biiyiikliiglindeki
fragment dayanikli genotipler dahil tiim genotiplerde
goriilmiis, hassas ve dayanikli ebeveynlerde de
ayn1 fragmentlerin ¢ogaltildig1 gdzlemlenmistir.
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PIArg i¢in kullanilan diger markérlerdan ORS 662
dayanikli ebeveynde 316 bp ve 335 bp boyutunda
fragmentler gozlemlenirken hassas ebeveynde
sadece 335 bp biyikligindeki c¢ogaltilmistir.
Hastalik testleri yapilmis melezlerde ORS662
markorii hem hassas genotipteki bireylerde hem de
dayanikli genotipteki bireylerde anlamli olmayan
oranda goriildigli i¢in dayamiklilik ayirt edici
markdr olarak goriilmemistir. Test edilen diger
ORS552 markorii ¢ogaltilan DNA  fragmentleri
dikkate alinip hassas ve dayanikli genotiplerde

kontrol edildiginde dayamiklilik ayirt edici
goziikmemektedir.
SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alismada PIArg igin denenen markorlerin,
literatiirde sikga kullanilan RHA419 dayaniklilik
kaynagi ile denenmesine ragmen test edilen
markorlerin dayaniklilifi ayirt edememesinin baslica
nedeninin ebeveyn kaynakl olmadigi
diistiniilmektedir. Bu durumda RHA419 melezlerinde
seciciligi birden ¢ok kez kanitlanan ozellikle
ORS716 markoriiniin bu ¢alismada basarisiz olmas,
muhtemelen ilk melezleme sirasinda markor ile
gen arasindaki bolgede rekombinasyon kaynakli
ayrilma yasanmast oldugu diigiiniilmektedir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda Plg igin 1slah
calismalarinda kullanilabilecek 2 adet markor
basariyla tespit edilmis olup, bu markorler
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