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OZET

PATATES ISLAH HATLARINDA PATATES Y VIRUSUNE DAYANIKLILIGIN
MOLEKULER MARKORLER ILE TARANMASI

BALLI, Virdevs
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Mithendisligi Anabilim Dali

Danisman : Dog. Dr. Ufuk DEMIREL

Mayis 2019, 115 sayfa

Tohumluk yumru firetiminde en Onemli virlis etmeni olan PVY i¢in alinabilecek
kiiltiirel Onlemlerin ¢6ziim olmamasindan dolay1 dayanikli bitkilerin gelistirilmesi
tizerinde durulmustur. Molekiiler markorler kullanilarak dayaniklilik genleri kolay ve
kisa siirede haritalanmakta ve klonlanmaktadir. Boylece dayanikli ve hassas cesitler
molekiiler markorlerle taranmakta ve bu genlerin  bulundugu genotipler
belirlenmektedir. Bu tez ¢alismasinda, 435 patates islah hattt STM0003 ve RYSC3
molekiiler markorleri kullanilarak PCR kosullarinda taranmis ve elde edilen PCR
tirtinleri kapiler elektroforez yontemiyle analiz edilmistir. PVY’ye dayanikli ve hassas
oldugu bilinen genotiplerle yapilan ¢alisma sonucunda, STM0003 ve RYSC3 molekiiler
markorlerini kullanilarak dayanikli genotiplerin %781 dogru bir sekilde belirlenmistir.
Bunun yaninda hassas genotipler %67 oraninda bir dogrulukla tespit edilmistir. Genel
olarak, patates genotiplerinin PVY’ye dayaniklilik ve hassasiyet durumlarinin
molekiiler markorlerle tahmin basarisi % 72 diizeyinde olmustur. Tez kapsaminda
incelenen patates 1slah hatlarmmin 168 tanesinin PVY’ye dayanikli, 208 tanesinin ise
hassas oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, STM0003 ve RYSC3 markdrlerinin patates
1slah programina entegre edilmesi durumunda, PVY’dayanikli hatlarin ¢ok 6nemli bir

kismi 1slah programinin erken dénemlerinde belirlenebilecektir.

Anahtar Sozciikler: Solanum tuberosum, PVY, PCR, Molekiiler markorler



SUMMARY

SCREENING OF POTATO BREEDING LINES FOR PVY RESISTANCE USING
MOLECULAR MARKERS

BALLI, Virdevs
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ufuk DEMIREL

May 2019, 115 pages

The most important virus in seed tuber production is PVY. Therefore, the development
of virus resistant plants is emphasized in current studies. In order to develop this virus
resistant plant varieties, some resistant genes are used. By using molecular markers,
these genes can be easily mapped and cloned. These resistance genes can be transferred
to sensitive plants and plants with desired traits can be obtained. Therefore, tolerant and
sensitive varieties can be screened with molecular markers and the varieties having
these genes can be determined. In this study 435 potato breeding lines were screened by
PCR using STM0003 and RYSC3 molecular markers, and the PCR products were
analyzed by capillary electrophoresis method. As a result of the study using PVY
resistant and sensitve genotypes, STM0003 and RYS3 molecular markers accurately
defined 78% of the resistant genotypes. In addition, 67% of the sensitive genotypes was
precisely described. In general, estimation success of the molecular markers for PVY
resistance and sensitivity of genotypes was 72%. While 168 genotypes were considered
as PVY resistant, 208 were sensitive. Consequently, in case of integration of STM0003
and RYS3 markers with potato breeding programs, most of resistant lines would be

identified in the early stages of the breeding programs.

Keywords: Solanum tuberosum, PVY, PCR, Molecular markers
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BOLUM I

GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.), Solanaceae familyas: igerisinde yer almaktadir
(Esendal, 1990). S. tuberosum tetraploid yapida olup; tuberosum ve andigena olmak
tizere iki alt tiire ayrilmaktadir. S. tuberosum ssp. tuberosum alttiirii, diinyanin genelinde

yaygin olarak yetistirilen patatesin bulundugu gruptur (Hawkes, 1990; OECD, 1997)

Patatesin anavatani Peru ve Bolivya’nin And Daglarinin yiiksek yayla ve serin iklim
yerlerinin oldugu kabul edilmistir. XVI. Yiizyiln ikinci yarisinda Ispanyollar tarafindan
iilkelerine getirilmis, daha sonra Ingiltere, irlanda ve iskogya’ya, ardindan diger Avrupa
Ulkelerine ve Kuzey Amerika’ya yayilmustir (Er ve Uranbey, 2009). Patates, Tiirkiye’ye
ilk kez 19. yiizy1l sonlarinda Rusya iizerinden Dogu Karadeniz Bolgesi’ne girmistir ve

bunu takiben de batidan Trakya Bolgesi’ne girdigi belirtilmistir (Ilisulu, 1957).

Tiirkiye’de toplam patates iiretim alan1 135.937 ha, patates iiretimi ise 4.550.000 ton
olarak kaydedilmistir. Nigde ili ise 20.299 ha yetistirme alanina ve 732.188 ton {iretime
sahiptir.

Patates yumrularinin % 15-35 kuru madde, % 2 protein, B1, B2, B6 ve C vitaminleri ile
bazi besin elementlerini iginde bulundurmasi sebebiyle insanlar tarafindan gida olarak,
ayrica endiistride nisasta, alkol ve ispirto yapimi i¢in hammadde olarak kullanilmaktadir
(Esendal, 1990). Patatesin, Diinya’da bitkisel gida kaynagi olarak bugday, celtik ve
misirdan sonra 4. sirada yer aldigi bilinmektedir. Ucuz olmasi, birim alanda fazla
verimin alinmasi, besin degerinin yiiksek, sindiriminin kolay, kullanim alaninin genis
olmasit nedeniyle, hemen hemen biitiin diinya {ilkeleri tarafindan iiretilmekte ve
tiiketilmektedir (Akierdem ve Oztiirk, 2005; El¢i, 1994; Er ve Uranbey, 2009). Ayrica
diisiik oranda protein ve yiiksek oranda nisasta igeren patates birim alanda yliksek kuru
madde {iretimi saglanmasi yanminda, kuru maddeyi olusturan bilesiklerin dengeli
dagilimi, kullanim ve etkinlik degerinin yiiksek olmasi gibi 6zellikleriyle de 6nemlidir
ve binlerce yildir insanlik igin saglikli bir beslenme kaynagi olmustur (Giiner ve
Yorganci, 2009).



Patates tariminda en 6nemli faktorlerden birisi kaliteli tohumluk kullanimidir. Patates,
yumru ile ¢ogaltilan bir bitki olmasi nedeniyle tohumluk {iretim asamasinda dikkat
edilmesi gerekmektedir. Dikkat edilmedigi kosullarda, basta viriis olmak iizere, bir¢ok
hastalik etmeni kolaylikla yumruya bulasmakta ve tohumun dejenere olmasina neden
olmaktadir (Arioglu vd., 2006). Tirkiye’de patates bitkisinden birim alandan elde edilen
verimin artmamasinin nedenlerinden birisi yeterli Olglide kaliteli tohumluk
kullanilmamasidir. Tohumlugun kalitesi fizyolojik yasina, yumru iriligine, fungus,
bakteri, virlis gibi hastalik etmenleriyle bulasik olup olmamasi gibi 6zelliklere baglidir
(Avila vd., 1989; Spiegel ve Martin, 1993). Singh ve Singh (1996), farkli patates
cesitlerinin siirgiin, gdz ve yumrularinda PVY%1n yogunluklar1 arasinda farkin bulunup
bulunmadigint belirlemek icin yaptiklar1 calismada c¢esitlere ait yumrularda virlis

yogunluklar1 arasinda 128 kat farkliligin oldugunu belirlemislerdir.

Patates bitkisindeki enfeksiyona neden olan viriisler tohumluk yumrular ile yildan yila
taginabildigi gibi, yil igerisinde de mekaniksel olarak ya da vektorlerle taginarak hizli bir
sekilde yayilmaktadir (Bostan vd., 2004; Jones, 1988). Bu durum tohumlugun ¢ok kisa
stirede yozlasmasina neden olmaktadir. Genelde ii¢ yildan sonra ayni tohumlugun
kullanilmas1 enfeksiyon oraninin artmasina bagli olarak verimde Onemli kayiplara
neden olmaktadir (Slack, 1995; Spiegel ve Martin, 1993). Ayrica viriisler bitkilerdeki
metabolizma faaliyetleri ile ¢ok siki bir iliski igerisinde oldugu i¢in viriis hastaliklar
dogrudan kimyasal miicadele ile kontrol edilememektedir (Walkey, 1991). Bu durumda
viriis hastaliklarinin neden oldugu verim kayiplarinin 6nlenmesi i¢in viriislerden ari

tohumluk kullanimi biiyiik 6nem tagimaktadir (Jones, 1988; Spiegel ve Martin, 1993).

Yapilan bir¢ok ¢alismada 25’den fazla viriisiin ve bir viroid’ in dogal olarak patatesi
enfekte ettigi saptanmistir (Salazar, 1996). Patates tariminda sorun yaratan en yaygin
virlisler, Patates X virlisii (PVX), patates yaprak kivrilma viriisii (PLRV), patates S
viriisii (PVS) ve patates Y viriisii (PVY) olup, bu viriislerin diinya genelinde patateste
siddetli enfeksiyonlara ve dnemli verim kayiplarina neden olduklar1 saptanmstir (Brunt,

2001; Hooker, 1986; McDonald, 1984; Salazar, 1996; Shukla vd., 2001).

Virilis hastaliklar1 sistemik enfeksiyona neden olmakta ve patateste kalite ve verimi
diistirmektedir (Gray vd., 2010). Hastalik etmenlerine karsi alinan kiiltiirel 6nlemler

kesin ¢6ziim olmamaktadir. Patates hastalik etmenlerinden 6nemli 6l¢iide etkilendigi



gibi bitkiler; wvirlis, bakteri, fungus, nematod ve bdcekler tarafindan saldirtya
ugramaktadirlar. Bitkiler bu etmenlere karst kendilerini koruyacak bagisiklik
sistemlerine sahip degillerdir. Bu nedenle kendilerini korumak i¢in ya devamli ya da
tesviklenme durumunda faaliyete gecen antimikrobial savunma mekanizmalar1 ve
dayaniklilik genleri (R) tasimaktadirlar. Bunun igin iizerinde calisilan hastalik veya
zararli etmene kars1 dayaniklilig1 saglayan gen veya genleri belirlemek ve belirlenen bu
genleri 1slah programinda kullanarak dayanikli bireyler elde etmek gerekmektedir
(Devran, 2016).

Patateste dayaniklilik genleri bakimindan, ¢ogunlukla dominant veya resesif genlerden
s0z edilirken (Gebhardt vd., 2006), diger baz1 6zellikler i¢in major genler veya kantitatif
Ozellik lokuslart (QTL)’nin dayaniklilik ya da tolerans sagladigi ifade edilmektedir
(Gebhardt vd., 2006; Gebhardt ve Valkonen, 2001). Son yillarda patates islah
programlarinda hastaliklara ve zararlilara dayanikli yeni cesitlerin gelistirilmesinde
ilgili genlere bagli molekiiler markorler gelistirilmis ve seleksiyonda basariyla
kullanilmaktadir (Bakker vd., 2011; Caromel vd., 2005; Flis vd., 2005; Gebhardt vd.,
2006; Gebhardt ve Valkonen, 2001; Simko vd., 2007). Markor destekli seleksiyon
(MAS) uygulanilarak 1slah calismalar1 daha kisa siirede ve daha az isgiicii ile
tamamlanabilmekte ayrica ihtiya¢ duyulan populasyon biiyiikliigii de klasik 1slaha gore
¢ok daha kii¢iik olmaktadir (Gupta ve Rustgi, 2004).

PVY’ye dayanikli cesitler gelistirmek icin ¢alismalar yapilmis ve yapilan bu
caligmalarda PVY’ye dayaniklilik genleri siirekli olarak arastirilmistir. Arastirmalar
sonucunda PVY’ye karst direng gosteren genler oldugu tespit edilmistir. PVY’ye
dayanikli veya toleransh g¢esitler gelistirmek i¢in dayaniklilik genlerinin bulunmasi ve
haritalanmas1 gerekmektedir. Bitkiler viriislere kars1 kendilerini koruyacak bagisiklik
sistemlerine sahip olmadiklar1 i¢in ya devamli ya da tesviklenme yoluyla faaliyete
gecen antimikrobial savunma mekanizmalar1 ve dayaniklilik genleri tagimaktadirlar.
Dayaniklilik genleri, patojene karsi dayanikliligi kontrol eden en Onemli yapisal
proteinleri kodlamaktadirlar ve bu dayaniklilik genlerinin belirlenmesi molekiiler
markorler kullanilarak elde edilebilmektedir. Arzulanan karakterlere bagli molekiiler
markor kullanilarak ilgili hatlarin segilmesi ile molekiiler markér yardimli seleksiyon
yapilmaktadir. Bu calismay1 geleneksel yontemlere gore yapmak, fazla zaman, yer,

materyal, is giicli gerektirmekte, ayn1 zamanda birden fazla hastalik ve zararli etmeninin



test edilmesi miimkiin olmamaktadir. Bu gibi zorluklar ilgili karaktere baglh molekiiler
isaretleyicilerin gelistirilmesi ile asilmakta, zaman ve isgiicii tasarrufu saglanmaktadir
(Devran, 2016). Bu genlerinin belirlenmesi, geleneksel yontemlere gére daha uzun
zaman almaktadir ve gozlemlemek zordur. Bu durumda molekiiler markorler

kullanilarak bu zorluklar ortadan kaldirilabilir (Vardar-Kanlitepe vd., 2010).

Patateste PVY’ye kars1 dayaniklilik, dominant tek gen tarafindan kontrol edilmekte ve
ik spesifik olmayan (non-spesifik) dayaniklilik géstermektedir (Mori vd., 2012; Simko
vd., 2007). Solanum tuberosum subsp. andigena tiiriinde Ryadg, S. stoloniferum 'da Rysto
ve Ryssto, S. chacoense’de ise Ryche genlerinin PVY’yi kontrol eden genler oldugu
belirlenmistir (Flis vd., 2005; Kasai vd., 2000; Mori vd., 2012; Takeuchi, 2008; Witek
vd., 2006). Ryadg geni XI. kromozomda (Kasai vd., 2000), Rycne geni IX. (Takeuchi,
2008) ve Rysto Ve Ryrsto genleri ise XII. kromozomda haritalanmistir (Flis vd., 2005;
Song vd., 2005; Witek vd., 2006). PVY’ye dayaniklilik genleri ile baglantili olan
molekiiler markorler patateste seleksiyon 1slahinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir

(Gebhardt vd., 2006).

Ozetle, patates 1slah programm uygulanirken molekiiler markorlerden yararlanilarak
PVY’ye dayaniklilik genleri tespit edilebilmekte ve bu genlerin kullanilmasiyla bu
hastaliga dayanikli yeni cesitler gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu tezin amaci da,
molekiiler markorler kullanilarak PVY’ye karsi dayaniklilik genlerini iceren 1slah
hatlarinin tespit edilmesidir. Yapilan c¢alismalarla incelenen popiilasyonlardaki bireyler
PVY’ye dayanikli ve hassas olarak degerlendirilmistir. Boylece, bir 1slah programinda
molekiiler yardimli seleksiyon yaklasimiyla PVY’ye dayanikli yeni patates cesit
adaylar1 belirlenmigtir. Bununla birlikte, tez kapsaminda kullanilan molekiiler
markorlerin  Tiirkiye’de yliriitiilen patates 1slah programlarinda kullanilabilecegi

belirlenmistir.
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GENEL BIiLGILER

2.1 Patates Y Viriisii (PVY)

Patates Y viriisii, Potyviridae familyasina ve Potyvirlis grubuna ait tek sarmal RNA
igeren bir viristiir, ilk olarak 1930’Iu yillarda tespit edilmistir (Arnedo-Andrés vd.,
2006). PVY, Solanaceae, Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Compositae, Leguminosae
basta olmak iizere, genel olarak 27 familyada, 69 cinsin 342 tiirinden fazlasini
hastalandirabilmektedir (Boonham ve Barker, 1998). Capsicum annuum, Capsicum
frutescens, Chenopodium quinoa, Lycopersicon esculentum, Nicotina tabacum,
Solanum tuberosum, Tinantia erecta gibi tiirler PVY ’nin hassas konukgu tiirlerine 6rnek
teskil etmektedirler. Dogada ki hastalik vektorii ise Aphid (yaprak biti)’dir. PVY, biitlin
diinyada 73 farkli aphid tiirii ile yayilim gostermektedir (Varveri, 2000). En 6nemli
vektorlerinin - Myzus persicae, Aphis nasturtii, Myzus certus, Aphis fabae,
Rhopalosiphum insertum ve Macrosiphum euphorbiae oldugu bilinirken, bu vektorler

ile kalict olmayan (non-persistent) sekilde tasinmaktadir (Varveri, 2000).

Bitki viriislerinin sekil ve yapilar degisiklik gosterebilmektedir, PVY ise ipliksi yapiya
sahip, %5,4-6,4 niikleik asit ve %93,6-94,6 protein iceren, genomu tek pargali ve 10,4
kb uzunlugunda olup, virlisii ise 740 nm uzunlugunda ve 11 nm genisligindedir
(Boonham ve Barker, 1998). PVY genomu yaklasik olarak 9700 bazlik RNA i¢ermekte
ve bu RNA’nin 3" ucundaki kilif proteini kodlayan bdlgenin aminoasit ya da niikleotid
sekansini ve 3" ¢evrilmeyen bolgenin niikleotid sekansini bulunduran baz dizisi, tiirlerin
ayriminda kullanilmaktadir. Genomun 5" ucundaki sekans ise daha biiyiiktiir ve bu

sekans ise 1rklarin (sus) ayriminda kullanilmaktadir (Spetz vd., 2003).

PVY genellikle uzun siire canliligini yitirmeyen stabilitesi yiiksek bir viriistiir ve
hastaligin yayilmasinin en énemli etmeni yaprak bitleridir. Yapilan arastirmalara gore
en az 30 tane yaprak biti vektorii bulunup, bunlardan en 6nemlisi Patates yaprak biti
(Aphis nosturti)’dir. Patates Y viriisiinii diinyaya bu vektor yaymistir. Ayrica hastalikta
yayillma yollarindan biride bulasik tohumluk kullanimidir. Patates iiretiminin yogun

olarak yapildig1 Nigde, izmir, Nevsehir, Bolu ve Erzurum’da yapilan bir ¢alisma



sonucunda tohumluk olarak kullanilan patates yumrularinda % 16,8 PVY bulasiklig
gozlemlenmistir (Bostan ve Haliloglu, 2004).

PVY, baska patates virlisleriyle birlikte enfeksiyon oldugunda daha da biiyiik zarar
olusturmaktadir. ~ Sertifikasyon programlar1 sirasinda  tohumlarin  reddedilme
nedenlerinden biri olarak PVY ilk siralarda yer almaktadir (Ragsdale vd., 2001). Patates
Y viriisii diinya ¢apinda yayilan, {iriin kalite ve verimini %80°e kadar azaltan 6nemli bir

bitki patojeni olarak bilinmektedir (Hamaélédinen vd., 1997).

Arazi igerisinde enfeksiyon kaynagi bulundugu miiddetce bu viriislerin bazilar
mekaniksel olarak, bazilar1 da vektorlerle ya da her iki sekilde de tasinabilmektedir.
Buna bagli olarak da kisa zaman igerisinde patates bitkisi bu viriislerin bir kaginin
enfeksiyonuna ayni anda maruz kalmaktadir (McDonald, 1984; Singh, 1999). Bu
virlisler icerisinde patateste en yaygin ve zararlh viriislerden bir tanesi patates Y
virlisiidiir. PVY’nin belirtileri viriisiin 1rkina, cesitlerin hassasiyetine, enfeksiyon
zamaninda bitkilerin yasina ve ¢evre kosullarina baglh olarak degismektedir. Diger viriis
hastaliklarinda oldugu gibi PVY icin de alinabilecek kiiltiirel 6nlemler vardir fakat bu
onlemler kesin bir ¢oziim yolu igermemektedir ve kimyasal miicadele c¢oziim
olmamaktadir. PVY etmeni tohumla tasinmazken bulasik tohumluk yumrularla, temasla
ve yaprak bitleriyle tasinmaktadir. Bu viriisiin etmeni % 90’lara varan {iriin kayiplarina
neden olmaktadir (Flis vd., 2005; Sagredo vd., 2009). Bu viriisiin, Amarantaceae,
Chenopodiaceae, Compositae ve Leguminosae familyalarindan ¢ok sayida bitki tiirii ile
Solanaceae familyasinda da patates, biber, domates ve tiitiin bitkilerini enfekte ettigi

bilinmektedir (McDonald ve Singh, 1996; Ward ve Shukla, 1991).

Bazi wrklar ise patateste % 10-100 verim kaybina neden olabilmektedir (De Bokx ve
Huttinga, 1981). Ayrica bu viriis tohumluk yumrularda diger viriislere gore daha yiiksek
oranda tespit edilmektedir (Giiner ve Yorganci, 2009). PVY faktori ile miicadele
dogrudan ve dolayli yollarla yapilabilmektedir. Enfekteli bitkilerin sokiilerek yok
edilmesi yontemi ile viriis direkt olarak elemine edilebilir (Ottoman vd., 2009). Ayrica

saglikli tohumluk patates yumrular1 kullanilarak PVY enfeksiyonu azaltilabilmektedir.

Virilis tarafindan olusturulan hastalik ise ‘Patates Damar Bantlasmasi Mozaik® ve

‘Siddetli Mozaik’ hastalig1 olarak bilinmekte ve viriisiin dogada ti¢ 1rk1 bulunmaktadir.



Patates Y© viriisii ( PVY©), ortak ik olarak bilinmekte ve patatesin yetistirildigi her
yerde goriilebilmektedir. Ik kez Smith (1931) tarafindan tamimlandigi bilinmektedir.
Mozaik, yaprak dokiimii, yaprak ve govde nekrozu, tiitiin bitkilerinde ise hafif
mozaikler seklinde semptom gdstermektedir. Patates YN viriisii (PVY"), nekrotik 1rk
olarak bilinmekle birlikte ilk kez 1950’lerde tespit edilmistir. Bu 1rk, patates bitkilerinde
hafif mozaik olusmasina ya da hi¢ bir semptoma sebep olmamaktadir (Singh ve
Somerville, 1992). PVYN diinya capinda yayilmis ve ilk kez 1990 yilinda Kuzey
Amerika’da tespit edilmistir. Cizgi grubu olarak bilinen patates Y viriisii (PVY©) ise,
ilk olarak 1984 yilinda tespit edilmistir (Beczner vd., 1984).

PVY’nin replikasyonu sirasinda, virlis mekaniksel olarak ya da vektorler yoluyla
yaralandirilmig hiicre duvarimi gecip, dogrudan penetrasyon yolu ile tam olarak
sitoplazmaya gecmektedir (Whitham ve Wang, 2004). Kapsid enzimler tarafindan
pargalanip daha sonra viral iirlin hiicre sitoplazmasinda sentezlenmeye baslanmaktadir.
Pozitif polariteli ve tek iplikli PVY, parental RNA’y1 mRNA olarak kullanmaktadir.
Daha sonra pozitif iplik¢igi dogrudan proteine ¢evrilmektedir. Cevrilen proteinin
oldukca biiyiik olmasi1 sebebiyle fonksiyonel olmasi i¢in proteazlarca pargalanmasi
gerekmektedir. Sentez edilen proteinlerden biri olan RNA polimeraz, pozitif RNA’y1
kalip olarak kullanip komplementer negatif RNA’y1 sentez etmekte ve bdylece cift
iplikli RNA olusturmaktadir. Yeni pozitif iplik¢iklerin sentez edilmesi igin negatif
iplik¢ik kalip olarak kullanilmaktadir ve biitiin partikiiliin birlesmesi ise sitoplazmada
gerceklesmektedir. Oncelikle bos kapsid olusmaktadir. Daha sonra ise viral niikleik asit
kapsid i¢inde paketlenmektedir. Olgunlasan viriisiin salinmasi ise hiicrenin otolizisi ile

saglanmaktadir (Agrios, 1997).

2.2 PVY Semptomlari

Patateslerde onemli viriis hastaliklarinda Patates Y Virlisii patateslerde 6nemli {irlin
kaybia sebep olan viriislerdendir. Ipliksi helix yapisinda partikiilleri olan Potyviriis
grubuna dahil PVY vyaprak bitleri ile non persistent olarak tasinmaktadir. En 6nemli
vektorii ise Myzus persicae’dir. Ayrica Aphis nasturtii, Macrosiphum euphorbiae,
Myzus certus gibi vektorler yoluyla da taginabilmektedir. Patates ¢esidi ile viriis 1rki
arasindaki iliskilere bagl olarak semptomlar degismekle birlikte yapraklarda lekelenme

ve kwvircikhik en yaygin goriilen belirtilerdir (Brunt vd., 1990; Stevenson vd., 2001).



Patates bitkisinde PVY belirtilerinin 1rka ve ¢esitlere gore degistigi, genelde bitkilerin
yapraklarinda mozaik, sararma ve bunlarin yaninda yapraklarin alt yilizeyindeki
damarlarda nekrotik siyah ¢izgilere, silirgiinlerin alt yapraklarinda kurumalara ve ¢ogu
zamanda bitkilerin 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir (Bostan ve Demirci, 2011;
Delgado-Sanchez ve Grogan, 1970; Hooker, 1986).

PVY’nin bir¢cok 1rki domates, biber ve tiitiinde hafif beneklenmelere olusturmaktadir.
PVY enfeksiyonu tiitiin bitkisinin verimini %30’a kadar diistirmektedir. Tiitlin damar
nekrozu hastaligina sebep olan PVYN susu, iiriinde tamamen kayba neden olmaktadur.
Biber ve domateste de 6nemli hasar ve kayiplara sebep olmakta, patates yumrusunda ise
halkasal nekrotik lekeler olusturmaktadir (Mehle vd., 2004). PVY o6zellikle patates
alanlarinda % 100 iiriin kayiplarina neden olabilmektedir (Warren vd., 2005).

Patates Y Virisiiniin YN, Y© ve YC olmak tizere farkli irklari bulunmaktadir. PVYN
yapraklarda klorotik veya nekrotik halkalara ve lekelere, damarlar arasinda agik yesil
renkte beneklenmelere ve yapraklarda kiiciilmelere sebep olurken PVY©, tepe
yapraklarda kurumalara, yaprak dokiilmelerine veya bu yapraklarin bitki tizerinde asih
kalmasina neden olmaktadir. Ayrica bitkilerde nekroz goriintiileri ile beraber kivirciklik,
bitkide ciicelesme seklinde semptonlar goriilmektedir. PVYC ise yapraklarda nekrotik
halkalara veya beneklere ve mozaik semptomlara sebep olurken damarlar boyu
bantlasma ve damarlarda incelme, gévde ve yaprak sapinda mozaik ve nekrozlar
seklinde goriilmektedir. Bunlar disinda ise yumrularda gozler ¢evresinde nekrozlara

hatta bitki 6liimlerine sebep olmaktadir (Brunt vd., 1990; Stevenson vd., 2001).

PVY® ve PVY®nin belirtileri PVYN’e gore daha siddetli olmaktadir, yaprak
beneklenmesi, sararmasi, yaprak deformasyonu, nekrotik yaprak lekeleri ve halkalari,
damarlarda nekroz, yaprak dokiilmesi ve gdovdenin vaktinden Once Oliimii seklinde
goriilmektedir. Bu 1rk ile enfekteli bitkilerin tepe kisminda ¢alimsi biiylime ve gévdenin
alt tarafinda daha az yaprak goriilmektedir. PVYN de daha hafif yaprak beneklenmesi
olusmaktadir. PVY® ve PVY® ve PVYN ile bulasik bitkilerin yumrular1 normal
goriilmektedir. PVY’nin belirtileri patates c¢esidine, viriis strainin viriilensine bagl

olarak farklilik géstermektedir (Jones vd., 2003).



2.3 Molekiiler Markorler

Molekiiler markdrler, bir popiilasyonun genetik materyalini olusturan DNA’lariin baz
dizilimindeki farkliliklar1 degisik yollarla ortaya g¢ikaran markorlerdir. Morfolojik ve
biyokimyasal markorlerden daha iistiin ve daha ¢abuk sonu¢ alinabilinen ve zaman
sinirlamas1 olmayan calismalar yapilmaya molekiiler markdrlerin gelistirilmesiyle
baglanmistir (Yildirnm ve Kandemir, 2001). Molekiiler markorlerin bitki 1slahi ile
biitiinlestirilmesi sonucunda bir¢ok yenilik meydana gelmistir (Agarwal vd., 2008).
Genel olarak molekiiler markorler, kalitatif ve Kkantitatif Ozelliklerin 1slahinda,
seleksiyonda, genetik ve linkage haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasi ve korunmasinda,
genotipler arasi genetik uzakligin belirlenmesinde yarar saglamaktadir (Bilgin ve

Korkut, 2005).

Patates 1slahinda genellikle verimli, kaliteli, adaptasyon yetenegi yiiksek, hastalik ve
zararlhilara dayanikli, stres faktorlerine toleranslh ¢esit gelistirmek amaglanmaktadir. Bu
amagclar dogrultusunda yiiriitiilen klasik 1slahta; yabani veya kiiltiir formunda bulunan
dayaniklilik genleri ve ilgili diger genler istenilen c¢esitlere tekrarlanan geri
melezlemeler ile aktarilmaktadir. Ayrica her generasyonda fenotipik seleksiyon
yapilmaktadir. Biitiin bu islemlere bagl olarak 1slah siiresi uzun olmakta ve ¢ok sayida
melezlemeden yiiksek bir oranda seleksiyon yapmak gerekmektedir (Gebhardt vd.,
2006).

Patates bitkisi tetraploid genetik yapidadir ve kendileme depresyonu nedeniyle yliksek
derecede heterozigotluk gostermektedir. Ayrica islahgilar igin 6nemli olan bir¢ok
ozellik c¢ok gen tarafindan idare edilmektedir ve biitiin bunlar patates islahinda
dezavantaj olarak goriinmektedir (Bradshaw vd., 1998). Patates islahgilarinin cesit
secmek ve gelistirmek i¢in 11-12 yil gibi ¢ok uzun bir siire icerisinde yaklagik 100 bin

hatta en az 50 farkli 6zelligi incelemeleri gerekmektedir.

Hastalik ve zararli etmeninin ¢ogalma ve gelismesinin bitki tarafindan engellenmesi
dayaniklilik ile ifade edilmektedir. Bitki diisiik, orta ve yiiksek diizeyde dayaniklilik
gerceklesmektedir. Bu dayaniklilik yiiksek diizeyde ise patojen hi¢ cogalamamakta yada
cok az oranda c¢ogalabilmektedir. Orta ve diisiik dayaniklilikta olan bitkilerde ise belli



diizeyde cogalabilmektedir. Dayaniklilik kalitsal olarak; tek gen (monogenic), birkag
gen (oligogenic) ve ¢ok gen (polygenic) tarafindan idare edilmektedir.

Geleneksel 1slah yontemleri ile basta cok gen olmak iizere, birkag gen ve tek gen
tarafindan idare edilen dayaniklilik 6zelliklerini normal olarak belirlemek i¢in zamana
ihtiya¢ duyulmaktadir ayrica fazla is giicii gerektirmekte ve ¢cok zor olmaktadir. Bir
bitkiyi aym1 zamanda birden fazla hastalik veya zararli etmenle test etmek klasik
yontemlerle neredeyse imkansizdir. Molekiiler markorlerin kullanilmasi bu zorluklarin
astlmasina olanak saglamaktadir (Ballvora vd., 1995; Bradshaw vd., 1998; Lu vd.,
1999).

Bitkilerde kullanilan molekiiler markdrler iki gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar polimeraz
zincir reaksiyonuna dayali olmayanlar (RFLP) ve olanlar (RAPD, AFLP, SSR vb.)
olarak nasil tiretildiklerine gore belirlenirler (Ridout vd., 1999; Staub vd., 1996). Ayrica
molekiiler markorler dominant markdrler ve kodominant markorler olmak tizere iki
farkli sekilde daha gruplandirilmaktadir (Devran, 2016). Bu smiflandirma markoriin
homozigot ve heterozigot bireyleri ayirt edebilme Ozelligine gore yapilmakta olup,
homozigot veya heterozigot bireyleri ayirt edebilen markorler kodominat, ayirt

edemeyenler ise dominant markor olarak adlandirilmaktadir.

Bitki hastalik direnci genlerinin ortak bir 6zelligini temel alan PVY diren¢ geni Ryadg
icin SCAR markorlerinin gelistirilmesi iizerine yapilan bir arastirmada, patates Y
potiviriisiine (PVY) asir1 direng saglayan Ryadg genini tasiyan bir patates bitkisinden
izole edilmis direng genine benzer fragmanlar igindeki niikleotit farkliliklarina
dayanarak sekans-ozellikli gogaltilmis bolgeler (SCAR) gelistirilmistir. SCAR'lar, 103
patates iiretim hatt1 ve Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya'dan tiiretilen farkli genetik
kokenli bitki cesitleri ile test edilmistir. Iki markdr, Ryadg geninin tespiti i¢in yiiksek
hassasiyet gostermistir. SCAR markoér RYSC3 sadece Ryadg tasiyan genotiplerde
iretilmistir. SCAR markér RYSC4, Ryadg tasiyan tiim genotiplerde ve ayrica dort
PVY'ye duyarli genotipte tespit edilmistir. Her iki markor de, S. tuberosum subsp.
andigena’dan farkl tiirlerden meydana gelen diger Ry genlerini tasiyan genotiplerde
tespit edilmemistir. Bu nedenle, patates yetistirme programlarinda Ryadg geni
bakimindan yapilacak markor destekli seleksiyonda RYSC3 ve RYSC4 markorlerinin
giiclii bir arag olabilecegi degerlendirilmistir (Kasai vd., 2000).
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Markor destekli seleksiyon, Ozellikle monojenik kalitsal o6zellikler s6z konusu
oldugunda, patates yetistiriciligine asamali olarak dahil edilmektedir. Yapilan alt1
caprazlamada, Alman, Macar, Polonya, Hollanda ve Slovak yetistirme programlarindan
Patates virtisii Y (PVY) 'ye asir1 direng gosteren cesitler ve klonlar, disi ebeveyn olarak
kullanilmistir. F1 {riinlerinin gesitlerinin, klonlarinin ve fidelerinin degerlendirilmesi
icin, Rysto V& Ryadg viral diren¢ alellerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bazli
markorleri kullanilmistir. Tiim direngli F1 genotipleri, Ryswo alleli ile iligkili ii¢
molekiiler markor (STM0003, GP122718 ve GP122406) kullanilarak giivenilir bir
sekilde tanimlanmistir. Fenotipik veriler ve Ryadg markorleri ile higbir genotip uyum
saglamamistir. Ryadg ve secilen li¢ Rysto markorii, bir in vitro gen bankasindan 40
genotipe uygulanmig ve 14 genotipin, Rysto'ya sahip oldugu ve higbirinin Ryadg'ye sahip
olmadig1 kabul edilmistir (Heldak vd., 2007).

Ottoman vd. (2009), yaptiklari bir aragtirmada S. tuberosum ssp. andigena’nin, PVY'ye
asir1 direng sagladig1 ve bu genin genetik olarak XI kromozomu ile eslestirilip baglantili
PCR bazli DNA markoérleri ile tanimlandigini belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada bir
tetraploid patates yetistirme programinda PVY direncinin se¢ilmesinde bir ara¢ olarak
Ryadg ile baglantili molekiiler markoérlerin  kullamighlhigini  degerlendirmeyi
amaclamislardir. Bu amacla, Ryadg icin ayrilan bir tetraploid popiilasyon Ryadg'ye bagli,
PVY® ile yapay olarak asilanmus, bitkileri ELISA ve molekiiler markéorlerle
taramiglardir. Ayristirma ¢izgilerinin biiyiik bir yiizdesinde (% 96.4), asilamadan 40 giin
sonra molekiiler markorler ve ELISA sonuglarimin arasinda uyusma goriildiigiinii,
ELISA tarafindan takip edilen yapay asilamaya alternatif olarak molekiiler markorlerin

kullaniminin dogru oldugunu gosterdigini belirtmislerdir.

Viriisler patates yetistiriciliginde en biiylik sorunlardan biridir. Dayamiklilik 1slahi,
patateste viriisleri kontrol etmenin tek etkili yontemidir. Bununla birlikte, geleneksel
tiretim yontemleri, patateslerin tetraploid ve heterozigot olmasindan dolay1 yavas ve
zahmetlidir. Yabani Solanum tiirlerinden tiiretilmis genlere, molekiiler markorler
tanimlanmis ve eslenmistir. Markorlerin mevcut oldugu virtislere asir1 direng veya asiri
duyarlilik gosteren genler ve patates basariyla girmistir. Virilis direng genleri i¢in Ryadg,
Rysto gibi kolay tahlil markorlerinin bazilar1 patates yetistiriciliginde markor destekli

seleksiyon (MAS) igin gelistirilmistir. ISSR, CAPS, RAPD, SCAR ve STS gibi Agaroz
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bazli tanisal PCR markorleri, MAS yoluyla viriis direnci i¢in daha hizli ve dogru patates

yetistirme potansiyeline sahiptir (Tiwari vd., 2012).

Yabani patates tiirii olan Solanum stoloniferum'dan meydana gelen ve PVY'ye karsi
asir1 direng gosteren Rysto genine bagli molekiiler markorler tanimlanmis ve yakin
zamanda yayinlanan Rysto markdrlerin uygulanabilirligi analiz edilmistir. Toplam 8.60
cM'lik bir mesafeyi kapsayan tic RAPD markorii tespit edilmistir. Bu markdrlere en
yakin olani, genden 0.53 cM uzaklikta konumlandirilmistir. Yayinlanmis markorlerden
yalnizca bir tanesi deneysel bitki materyalinde tan1 degerine sahiptir ve yapilan
caligmada gelistirilen RAPD markorlerinin karsi tarafinda, genden 2.95 cM Gtede
saptanmustir. Analiz edilen tiim markorler Solanum stoloniferum girislerinde mevcuttur,
direnglerinden bagimsiz olarak, bu sekanslarin lokus ile baglantili oldugunu ve sadece

yabani tiirlerdeki Rysto geninin baskin alleline bagli olmadigini gostermistir (Cerndk vd.,
2008).
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BOLUM 11

MATERYAL VE METOT

3.1 Bitki Materyali ve Kullanilacak Markérler

Tez kapsaminda, Doga Tohumculukta gelistirilen 435 1slah hatti PVY’ye dayaniklilik
bakimindan taranmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan islah hatlarinin ebeveyn listesi
Cizelge 3.1°de verilmistir. Bu 1slah hatlarinin bazilarindan ise rastlantisal olarak
tekerriirlii yaprak ornegi alinmistir. Rastlantisal olarak 6rnek alinan bu 6 1slah hattinin 5
tanesinden iki tekerriirlii 1 tanesinden ise {i¢ tekerriirlii 6rnekler alinmistir. Ayrica daha
onceki ¢aligmalara (www.europotato.org) gore dayanikli ve hassas oldugu bilinen 18
genotip kullanilmustir. Yaptigimiz ¢alismada, Y viriisiine dayanikliligin taranmasi i¢in
RYSC3 ve STMO0003 isimli iki seleksiyon markorii kullanilmistir. Bu markorlere iliskin
bilgiler Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan baz1 patates 1slah hatlar1 ve ebeveynler

Islah Hatlar Ebeveynler
1 DT11007 Allegria x Challenger
2 DT11009 Allegria x (Marfona x Challenger)
2 DT11010 Allegria x Lady Olympia
2 DT11017 Borwina x Lady Olympia
5 DT11024 Birte x Granola
6 DT11032 Fasan x Tucan
7 DT11036 Fasan x Gala
8 DT11039 Fasan x Allegria
9 DT11042 Gala x Challenger
10 DT11044 Hermes x Talent
11 DT11049 Horizon x Challenger
12 DT11052 Horizon x Allegria
13 DT11055 Lady Rosetta x Lady Olympia
14 DT11057 Lady Clair x Allegria
15 DT11065 Marfona x Borwina
16 DT11066 Marfona x Challenger
17 DT11068 Marabel x Allegria
18 DT11078 Pomqueen x Tucan
19 DT11079 Pomqueen x Innovator
20 DT11081 Pomgqueen x Adora
21 DT11084 Solist x Challenger
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Cizelge 3.1. Devam

22 DT11088 Saturna x Allegria

23 DT11094 Shepody x Allegria

24 DT11098 Talent x Hermes

25 DT11102 Tucan X Saturna

26 DT11103 Tucan x Challenger

27 DT11107 Tucan x Allegria

28 DT11108 Tucan x Banba

29 DT12001 Agria x Challenger

30 DT12004 Agria X Borwina

31 DT12005 Agria x Allegria

32 DT12006 Agria x Tucan

33 DT12007 Allegria x Challenger

34 DT12009 Allegria x (Marfona x Chall.)
35 DT12010 Allegria x Lady olympia
36 DT12011 Allegria x Solist

37 DT12012 Allegria x Tucan

38 DT12013 Allegria x Adora

39 DT12014 Adora x Talent

40 DT12015 Adora x Allegria

41 DT12016 Aagila x Kiebitz

42 DT12017 Borwina x Lady olympia
43 DT12022 Birte x Gorwina

44 DT12024 Birte x Granola

45 DT12027 Challenger x Borwina
46 DT12031 Fasan x V.gogh

47 DT12032 Fasan x Tucan

48 DT12034 Fasan x Hermes

49 DT12035 Fasan x Pomqueen

50 DT12036 Fasan x Gala

51 DT12037 Fasan x Challenger

52 DT12038 Fasan x Talent

53 DT12039 Fasan x Allegria

54 DT12042 Gala x Challenger

55 DT12043 Kiebitz x Challenger

56 DT12045 Hermes x Challenger

57 DT12046 Hermes x Allegria

58 DT12049 Horizon x Challenger

59 DT12052 Horizon x Allegria

60 DT12053 Lady rosetta x Hermes
61 DT12055 Lady rosetta x Lady olympia
62 DT12057 Lady clair x Allegria

63 DT12060 Lady olympia x Pomgeen
64 DT12061 Lady olympia x Challenger
65 DT12062 Lady olympia x Borwina
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Cizelge 3.1. Devam

66 DT12063 Lady olympia x Shepody

67 DT12064 Mor patates x Challenger

68 DT12065 Marfona x Borwina

69 DT12066 Marfona x Challenger

70 DT12067 Marfona x Gala

71 DT12068 Marabel x Allegria

72 DT12069 Marabel x Romanze

73 DT12070 Marabel x Tucan

74 DT12071 Nandu x Hermes

75 DT12072 Nandu x Lady olympia

76 DT12073 Nandu x Challenger

77 DT12077 Pomqueen x Allegria

78 DT12078 Pomqgueen x Tucan

79 DT12079 Pomqgueen x Innovator

80 DT12082 Pomgqueen x Challenger

81 DT12084 Solist x Challenger

82 DT12088 Saturna x Allegria

83 DT12090 Saturna x Lady olympia

84 DT12091 Saturna x Pom quin

85 DT12093 Shepody x Lady olympia

86 DT12094 Shepody x Allegria

87 DT12095 Shepody x Pom quin

88 DT12097 Talent x Challenger

89 DT12098 Talent x Hermes

90 DT12100 Tucan x Adora

91 DT12101 Tucan X Innavatér

92 DT12102 Tucan x Saturna

93 DT12103 Tucan x Challenger

94 DT12104 Tucan x Horizon

95 DT12106 Tucan X Lady olympia

96 DT12107 Tucan x Allegria

97 DT12109 Orlo x Borwina

98 DT12111 Van gogh x Challenger

Cizelge 3.2. Kullanilan markorlere ait primer bilgileri
Baglanma uprgril
Viriis| Gen | Markor Primer Dizisi (5°-37) Sl((:glgl)lgl uzunlugu Kaynak
>

oY sThOns | ESSASAATCATIACAACERS | g | e | (e
v ] Rvscs | FATAACICRICIMATIORTS, | w0 | L
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3.2 Yaprak Orneklerinin Toplanmasi ve DNA Izolasyonu

Gelistirilen melez patates 1slah hatlarinin PVY’e dayaniklilik seleksiyonu molekiiler
markdrler kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun igin Oncelikle Doga Tohumculuk
calisma alanlarindan temin edilen her bir patates 1slah hattindan almman geng
yapraklardan CTAB yontemi (Doyle, 1991) kullanilarak genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Analiz edilecek genotiplerden elde edilen dokular doku parcalayici
cihaz1 (TissueLyser) yardimiyla 6gitiilmiis ve hemen ardindan DNA izolasyonu

yapilmigtir.

3.2.1 Ornek dokularmin TissueLyser ile par¢alanmasi

Calismaya baslanmadan bir giin 6nce bitki materyalleri 2 ml’lik tiipler icerisine doku
pargalayici cihaza ait bilyeler ile birlikte konularak -80 °C olan dolapta saklanmustir.
Ayrica TissueLyser cihazina ait 6rnek parcalayici hazneleri de bir giin dncesinden -80

°C’ de bekletilerek caligmaya hazir hale getirilmistir.

Caligma esnasinda ise -80 °C’de bekletilen 6rnek materyalleri, doku pargalayict
hazneler igerisine konularak ¢oziilmesi engellenmek i¢in zaman kaybi olmayacak
sekilde TissueLyser cihazinda 6giitiilmiistiir. TissueLyser cihazi 20-25 1/s hiz aralig1 ve

stiresi 5-10 dakika olacak sekilde ayarlanarak ¢alisilmistir.
3.2.2 CTAB ekstraksiyon tamponunun hazirlanmasi
Patates yaprak hiicrelerini parcalayip DNA’y1 serbest birakmak amaciyla CTAB

ekstraksiyon tamponu kullanilmistir. CTAB ekstraksiyon tamponunun igerigi Cizelge

3.3’de sunulmustur.
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Cizelge 3.3. CTAB ckstraksiyon tamponu igerigi

Stok 500ml icin miktar Son konsantrasyon
1M TrispH 8 50 ml 100 mM
0.5MEDTAPpH 8 20 ml 20 mM

4 M NaCl 175 mi 14M

CTAB 10 gram 2%

PVP 40 10 gram 2%

Na2S20s 500 mg 0,1%

CTAB ve PVP’nin ¢oziilmesi i¢in ¢ozelti gece boyu karistirilmistir. Ardindan otoklav

yapilmis ve DNA izolasyonunda kullanilana kadar 4 °C’de saklanmistir.

1 M Tris pH 8.0 (1 litre)
800 ml saf H20 igerisine 121,1 gram Trisma base eklenmis ve ¢ozeltinin pH’s1
konsantre HCI (yaklasik 42 ml) ile 8,0’a ayarlanmustir. Cozelti saf su ile 1 litreye

tamamlanmis ve otoklav edilmistir.

0.5 M EDTA pH 8.0 (1 litre)
800 ml saf H20 igerisine 186,1 gram EDTA eklenmis ve ¢ozeltinin pH’s1 yaklasik 20g

NaOH peleti ile 8,0’a ayarlanmistir. Cozelti otoklav yapilarak sterilize edilmistir.

4 M NaCl
750 ml saf H20 igerisine 233,77 gram NaCl eklenir ve karistirilir. Son hacmi saf H20

ile 1 litreye tamamlanur.

3.2.3 DNA izolasyonu

1) CTAB tamponuyla hiicrelerin par¢alanmasi,
2) Kloroform : Izoamil Alkol aracilifiyla niikleik asit, protein ve diger hiicre
kisimlarinin ayristirilmast,

3) Soguk isopropanol ile DNA’nin ¢oktiiriilmesi,

4) EtOH+NaAc ¢ozeltisi ile DNA’nin yikanmast,

5) DNA’nin ultra saf su igerisinde ¢Oziilmesi asamalarindan olugsmaktadir.
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3.2.3.1 DNA izolasyonu protokolii

10-
11-
12-
13-
14-
15-

16-
17-
18-

Su banyosu 65 °C’ye 1sitilir.

Ogiitiilmiis 6rneklerin iizerine 900 ul CTAB tampon ¢ozelti eklenir.

CTAB ve ornek karisimi vorteks ile karistirilir.

Karigim 65 °C su banyosunda 1 saat inkiibe edilir ve inkiibasyon siiresince
her 10 dk’da bir vorteks ile 5-10 sn karistirilir.

Inkiibasyondan sonra drnekler su banyosundan ¢ikarilir ve oda sicakliginda 5
dk bekletilir.

Karisim iizerine 900 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenir.

Karisim yavasea ters yliz ederek 15 dk karistirilir.

Karigimi 14.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilir.

Ust faz1 alimir (=700 pl) yeni 1,5 ml santrifiij tiipiine aktarilir (Orta ve alt
fazdan bulagsma olmamasina dikkat et!)

Uzerine 500 pul soguk (-20 °C’de bekletilmis) isopropanol eklenir.

Kisa spin yapilir (10.000 rpm’de 5 sn santrifiij) ve siv1 fazi dokiiliir.

Pelet igeren tiipe 1 ml 10 mM NaAc i¢eren % 76’lik EtOH eklenir.

15 dk ters yiiz karistirarak yikanir.

7.000 rpm’ de 5 sn ¢oktiiriiliir, {ist faz1 dokiiliir.

Santrifiij tiiplinii agz1 acik sekilde steril kabin veya g¢eker ocak igerisinde
kurumaya birakilir.

Kuruyan DNA 50 pl saf su ile ¢oziiliir.

DNA miktarinin Nanodrop cihazinda dl¢timii yapilir.

DNA %1 TBE agaroz jelde elektroforez yapilarak kontrol edilir.

3.2.4 Genomik DNA miktarinin spektrofotometre ile tespit edilmesi

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’nin miktari, saf su ile tamamen ¢oziilmesi saglanan

DNA’dan 2 ul kullanilarak spektrofotometre ile 6l¢timii yapilarak belirlenmistir.
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3.2.5 Genomik DNA’nin Kalitesinin jel elektroforezi ile tespit edilmesi

3.2.5.1 TBE (1 litre) hazirlanmasi

600-700 ml saf su igerisine 54 gram Tris base, 27,5 gram Boric acid, 200 ml 0,5 M
EDTA eklenir ve karistirilir. Tamamen ¢6ziildiikten sonra son hacim saf su ile 1000

ml’ye tamamlanir. Bu sekilde 5X TBE hazirlanmis olur.

5X olarak hazirlanan TBE ¢o6zelti 0,5X olacak sekilde seyreltilmistir. 0,5X TBE

¢ozeltisi agaroz jel yapiminda kullanilmigtir.

3.2.5.2 %1’lik agaroz jel hazirlanmasi

100 ml 0,5x TBE igerisine 1 g agaroz eklenir, hazirlanan karisim mikrodalga firinda 3-5
dakika 1sitilarak ¢oziinmesi saglanir. Elde edilen jelin biraz sogutulmasi saglandiktan

sonra igerisine 5 ul EtBr (10 mg/ml) ilave edilir.

3.2.5.3 Genomik DNA’nmin elektroforez analizi

Hazirlanan jel elektroforez cihazi jel tepsisi igerisine dokiilmiis, katilagsmasi i¢in 20
dakika beklendikten sonra 0,5x TBE ile doldurulan elektroforez cihazina alinmustir.
Jelin ilk ve son kuyucuguna markor diger kuyucuklarina ise 6 pl DNA+3 ul yiikleme

boyasi yiiklenmistir.

DNA ornekleri 7V/cm elektrik geriliminde 30 dakika kosturulmustur. Bu islem bittikten
sonra jel elektroforezden goriintiileme cihazina alinarak genomik DNA kalitesi kontrol

edilmistir.

3.3 DNA’nin Seyreltilmesi

Spektrofotometre cihazinda yapilan dlglime gore belirlenen genomik DNA miktarlar

“M1.V1=M2.V2” formiiliine gore hesaplanarak seyreltilmistir.

DNA o6rneklerinin;
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500 ng/ul’den fazla olanlar 500 ng/ul olarak,

500 ng/pl’den az olanlar 200 ng/pl olarak seyreltilmis ve

200 ng/ul’den kiiciik yogunlukta olanlar ise seyreltilmemistir.

Boylece ¢alismamizda kullanmak amaciyla stok DNA 6rnekleri (500 ng/ul, 200 ng/ul
ve -200 ng/ul) hazirlanmistir.

3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PVY’e dayanikliligin taranmasi i¢in STMO0003 ve RYSC3 molekiiler markorleri
kullanilarak PCR yapilmistir. STM0003 ve RYSC3 markorlerine 6zgii PCR igerikleri ve
PCR sicaklik dongiisii kosullart Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5°de sunulmustur.

3.4.1 DNA orneKlerinin seyreltilmesi

Orneklerin hepsi 5 ng/ul olacak sekilde ayn1 yogunlukta seyreltilmistir.
e Daha dnce 500 ng/ul olacak sekilde seyreltilen drnekler i¢in hesaplama;
500 ng/ul * DNA miktari(ul) =5 ng/ul * 200 pl
e 200 ng/ul olacak sekilde seyreltilen 6rnekler i¢in hesaplama;
200 ng/ul * DNA miktari(ul) = 5 ng/pl * 200 pl
e 200 ng/ul >olacak sekilde seyretilen drnekler i¢in hesaplama;
DNA konsantrasyonu ng/ul * DNA miktari(ul) =5 ng/ul * 200 ul

Toplam hacim 200 pl olacak sekilde hesaplanarak saf su ile seyreltilmistir.

3.4.2 ANTP mix hazirlanmasi

Her biri 100 mM olan dNTP’lerden ( dTTP, dGTP, dCTP, dATP) 100’er ul alinarak 1,5
ml tiip i¢erine eklenmis ve toplam olarak her biri 25 mM konsanrasyonda olacak sekilde
400 pl ANTP ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.4.3 Primerlerin hazirlanmasi ve seyreltilmesi

Temin ettigimiz primerlerimizin {izerinde bulunan etikette yazan nmol miktar1 10 ile

carpilarak sulandirilmistir. Boylelikle son hacim 100 uM olmustur. Sivi hale gelen bu
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primerlerden yeni tiipe 5 pl alip tizerine 95 pl saf su konularak seyreltilmis, boylece 5

uM konsantrasyonunda primer ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmustir.

3.4.4 PCR kosullar:

Calismada kullanilan, STMO0003 ve RYSC3 markorlerine ait PCR kosullar1 Cizelge 3.4
ve Cizelge 3.5’de belirtilmistir.

Cizelge 3.4. STM0003 PCR kosullar1

PCR bilesenleri

DNA (5ng/ul) 15.00 pl

10X PCR Buffer 2.5 ul

MgCl; (25 mM each) 2.00 pl

dNTPs (25 mM each) 0.40 pl

STMO0003 F (5 uM) 1.50 pl

STMO0003 R (5 uM) 1.50 pl

DNA Taq polymerase ( 5 U/ul) 0.30 pl

dH0 1.80 pl

Total 25.00 pl

PCR Cogaltma Kosullarn

1.Adim- 11k denatiirasyon 94C 3min

2.Adim- Denatiirasyon 94C 30sec

3.Adim- Baglanma 50C 45sec — 40 dongii

4.Adim- Uzatma 72C  45sec

5.Adim- Son uzatma 72C 10 min _J
+4C o

AMPLICON SiZE 111-140 bp
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Cizelge 3.5. RYSC3 PCR kosullar1

PCR bilesenleri

DNA (5ng/ul) 10.00 pl

10X PCR Buffer 2.5 ul

MgCl, (25 mM each) 2.00 pl

dNTPs (25 mM each) 0.40 pl

3.3.35 (5 uM) 1.50 pl

ADG23 R (5 uM) 1.50 pl

DNA Taq polymerase ( 5 U/ul) 0.30 pl

dH20 6.80 pl

Total 25.00 pl

PCR Cogaltma Kosullar

1.Adim-Ilk denatiirasyon 93C 9min ™

2.Adim-Denatiirasyon 94C 45sec

3.Adim-Baglanma 58C 45sec ~— 40 dongi

4.Adim-Uzatma 72C 60sec

5.Adim-Son uzatma 72C  5min _J
+4C o

AMPLICON SIiZE 321 bp

3.5 PCR Uriinlerinin Analizi

Yapilan caligmalar sonucunda elde edilen PCR firiinleri Qiagen Qiaxcel Advanced
cthazinda analiz edilmistir. Analiz sonuglarina goére ise incelenen popiilasyondaki
bireyler dayanikli ve hassas olarak degerlendirilmistir.

3.5.1 Kapiler elektroforez cihazi ¢alisma protokolii

Cihazin Hazirlanmasi

1. Qiaxcel DNA Screening kit (store 2-8 °C) program agildiktan sonra cihaza
yerlestirilmistir.

Alignment marker ; cihazin “marker 1” boliimiine yerlestirilmistir.

Size marker; A1 bolimiine konulmustur.

Ornekler oda sicakligma gelecek sekilde hazirlanmistir.

o b~ DN

20-30 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢aligmaya baslanmistir.
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Programin Calistirilmasi

1. Process Profile:

Mode; DNA Screening
Process profile; New Process
Profile; Cartrigde Type: DNA Screening

Included Steps; Run, Analysis, Report isaretlenmistir.

Experiment Directory; Calismanin kaydedilecegi yer secilmis ve Allow

Directory Selection igaretlenmistir.

2. Run Parameters:

a. Orneklerimizi (en az 15 pL) yerlestirdigimiz bloklar secilmistir.
( Not: A1, Mause sag tik ile Size Marker segilir.)

b. Isaretlenen bloklarda bos kalan kuyucuk var ise QX DNA Dilution Buffer
(en az 15 pL) eklenmistir.

€. Calismamizda kullanilan STMO0003 ve RYSC3 primerleri i¢in AM320
metodu se¢ilmistir. Kullandigimiz bu metodun injeksiyon siiresi 60 saniye
olarak ayarlanmistir.

3. Analysis:

Secilen metoda gore “Analysis Properties” ayarlidir.

Profile; Default DNA se¢ilmistir.

4. Marker:

Marker Selection; “ Run size marker side by with sample “ se¢ilmistir.
Not: Boyut markorii (Size marker) ilk c¢alismada tanitildiktan sonra tekrar
kullanmaya gerek yoktur. “Reference Marker Table” segilir. “ Reference

Marker” boliimiinde daha 6nce tanittigimiz “size marker” isaretlenir.
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5. Report/export:

Elde edilen sonuglar hangi formatta kaydetmek isteniliyorsa ona gore

isaretlenmistir.

6. Sample Selection:

Plate ID; Calismanin ismi belirtilmistir.

Experiment Direction; Calismanin kaydedilecegi yer se¢ilmistir.
Reference Merker; “ Run size marker side by with sample ““ se¢ilmistir.
Alignment marker ; kullanilan markerin baz uzunluk aralig1 secilmistir.

oo o

7. Sample Information:

Burada kuyucuklara koydugumuz 6rneklerin isimleri istege bagl olarak yazilir.

8. Run Check:

Please Confirm; “ All selected sample rows contain samples”

“ Alignment marker is loaded”

“ Size marker is loaded” secilmistir.
Eger yaptigimiz islemlerde hata varsa “Errors and Warmings” boliimiinde bizi
hata yapilan yere yonlendirecek uyari verir.

Hata yoksa “RUN” tusu yesil yanmis ve ¢aligma baglatilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

Son yillarda patates 1slah programlarinda hastaliklara ve zararlilara dayanikli yeni
cesitlerin gelistirilmesinde 1ilgili genlere bagli molekiiler markorler gelistirilmis ve
seleksiyonda basariyla kullanilmaktadir (Bakker vd., 2011; Caromel vd., 2005; Flis vd.,
2005; Gebhardt vd., 2006; Gebhardt ve Valkonen, 2001; Simko vd., 2007).

Bu tez calismasinda ise molekiiler markorler kullanilarak PVY’ye karsi dayaniklilik
genlerini iceren 1slah hatlarinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Yapilan ¢aligmalarda
incelenen popiilasyonlardaki  bireyler PVY’ye dayanikli ve hassas olarak

degerlendirilmistir.

4.1 Kullanilacak Analiz Yonteminin Belirlenmesi

PCR yontemi ile sonug¢ alabilmek i¢in uzun zaman alan jel-elektroforez yontemi ile
ugrasmak gereklidir (Jones vd., 2003). Bu da daha fazla is giicli ve zaman demektir. Bu
nedenle ¢aligmaya baslanmadan 6nce is giiciinii azaltmak ve sonuglar1 daha kisa siirede
analiz edebilmek icin kapiler elektroforez yontemi ve jel elektroforez yontemi
kullanilarak 6n calisma yapilmis olup en uygun yontem belirlenmistir. Ayrica yapilan
bu 0On c¢alismada kullanacagimiz yontemlerin  dogrulugunun karsilastirilmasi
amaglanmustir. Kapiler elektroforez yontemi agaroz jel elektroforez yontemine gore
daha hassastir, bu yontemle is giiciinden ve zamandan tasarruf saglanmaktadir. Kapiler
elektroforez cihazinda jel dokme ve jel yiikleme islemi olmadigi i¢in kullanimi daha
kolaydir. EtBr gibi kanserojen kimyasallarla temas edilmemektedir ve genis aplikasyon
alan1 (genotiplendirme, islah ¢alismalari, SSR, STR, RFLP, AFLP, multiplex PCR)
bulunmaktadir. Kapiler elektroforez cihazinin 12 6rnegi 3-15 dakika iginde analiz
edebilme kapasitesi ve tek seferde 96 ornegin elektroforez analizini yapabilen tam
otomatik sistem olmas1 gibi 6zellikleriyle DNA ve RNA calismalarinda biiyiik kolaylik
saglamaktadir. Ancak her iki yontemde maliyet hesaplamasi yapildigi zaman Qiagen
Kapiler Elektroforez cihazina gore jel elektroforez sisteminin daha ucuz bir yontem
oldugu anlasilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz bir 6rnek maliyeti; Kapiler

Elektroforez cihazinda: 2,76 TL, Agaroz Jel Elektroforez sisteminde; 1,04 TL olarak
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hesaplanmistir. Bu hesaplama sonucunda kapiler elektroforez sisteminin daha pahali
olmasina ragmen daha hassas ve daha hizli sonu¢ verdigi icin bu calismada kapsler

elektroforez yonteminin kullanilmasi tercih edilmistir.

Analiz yonteminin belirlenmesi amacli yapilan ¢alismada, daha onceki arastirmalarda
dayanikli olarak belirlenmis 06.62, Alegria, Demon, Hermes ve CIP43 patates
genotipleri kullanilmistir. Kullanilan 5 farkli genotip RYSC3 ve STMO003 isimli
seleksiyon markorleri ile taranmistir. Bu iki seleksiyon markorii ile yapilan calisma
sonucu olusan PCR iiriinleri analiz edilmistir. Kapiler elektroforez cihazinda ve agaroz
jel elektroforez cihazinda analiz edilerek sonuglar karsilastirilmistir. Analiz sonuglari
Sekil 4.1-4.6 ve Cizelge 4.1°de verilmistir. STMO0003 primerinin analiz goriintiilerinde
dayaniklilik genini belirleyen iki band (agaroz jelde ~140 ve 111 bg) bulunurken hassas
genotiplerde tek band (agaroz jelde ~140 bg¢) bulunmaktadir. RYSC3 primerinde ise
dayaniklilik geni tek band (agaroz jelde 321 bg) ile belirlenirken hassas genotiplerde

band bulunmamaktadir.

iki yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilmistir ve genel dayaniklilik bakimindan
elektroforez jel sonucglarinin dogruluk orani %80 olmasina karsilik Qiaxcel cihaz
sonuglar1 dogruluk orani % 100 olarak analiz edilmistir. Bu yiizden hem daha hassas
sonug¢ verdigi i¢in hem de 1slah hatlarinda is giiclinden tasarruf saglanmasi amaciyla

calismaya Kapiler elektroforez cihazi kullanilarak devam edilmistir.

1:06-62
2:Alegria
3:Demon
4:Hermes

Sekil 4.1. On ¢alisma elektroforez jel goriintiisii
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Sekil 4.2. 06-62 ¢esidinin STM0003 ve RYSC3 primerleri ile PCR iiriinlerinin Kapiler
elektroforez cihazinda analiz sonuglarinin goriintiileri
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Sekil 4.3. Alegria ¢esidinin STM0003 ve RYSC3 primerleri ile PCR {iriinlerinin Kapiler

elektroforez cihazinda analiz sonuglarinin goriintiileri
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Sekil 4.4. Demon gesidinin STM0003 ve RYSC3 primerleri ile PCR iiriinlerinin Kapiler
elektroforez cihazinda analiz sonuglarinin goriintiileri
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Sekil 4.5. Hermes ¢esidinin STM0003 ve RYSC3 primerleri ile PCR f{iriinlerinin
Kapiler elektroforez cihazinda analiz sonuglariin goriintiileri
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Sekil 4.6. CIP-43 ¢esidinin STM0003 ve RYSC3 primerleri ile PCR {irtinlerinin Kapiler
elektroforez cihazinda analiz sonuglarinin goriintiileri

Cizelge 4.1. On ¢alisma analiz sonuglar

Ornek ad1 06-62 | ALEGRIA DEMON HERMES CIP-43
JEL
STMO0003 1 0 1 1 0
RYSC3 1 0 0 1
Dayamikhihk D H D D D
QIAXCEL
STMO0003 1 1 1 1 1
RYSC3 1 0 0 1
Dayamikhlik D D D D D

D:Dayanikli H: Hassas
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4.2 Markor Kontrol Amach Yapilan Calisma Analizlerinin Degerlendirilmesi

Molekiiler markorlerin patates 1slahinda ve ayrica diger bazi bitki tiirlerinin 1slahinda
ilerlemeye yol agan O6nemli bir ara¢ oldugu diisiiniilmektedir (Watanabe vd., 1994).
PVY'ye yiiksek dayaniklilik, enfeksiyonun erken bir asamasinda viriis ¢ogalmasin
Onleyen tek, baskin genler (Ry olarak adlandirilir) ile saglanir (Barker ve Harrison,
1984). Solanum tuberosum subsp. andigena (Ryadg) ve S. stoloniferum'un (Rysto)
PVY'ye yiiksek dayaniklilik sagladigi bilinmektedir (Barker, 1997; Hamaéldinen vd.,
1997). Solanum tuberosum subsp andigena'dan asir1 dayanikli gen Ryadg, Kromozom XI
tizerinde haritalanmigtir (Hamaéldinen vd., 1997). Ryadg'nin tespiti igin gelistirilen (Kasai
vd. 2000), RYSC3 markorii, PVY'ye dayanikli patates hatlarinin belirlenmesi igin
1slahta kullanilmistir (Ruiz de Arcaute vd., 2002).

Bu tez calismasinda da Ryadg Ve Rysto genleri ile ilgili iki molekiiler markdr (sirasiyla
RYSC3 ve STMO0003) kullanilmistir. Calismaya baslamadan 6nce bu iki molekiiler
markdr kullanilarak kontrol amacli tarama yapilmistir. Ryadg tasiyan dayanikli
genotiplerde tek bant elde edilirken hassas genotiplerde bant gozlenmemistir. Ayrica
Rysto tasiyan dayanikli genotiplerde iki bant (agaroz jelde =140 ve 111 bg) elde

edilirken, hassas genotiplerde tek bir bant (agaroz jelde =140 bg) gbzlenmistir.

e Bu kontrol amacglh ¢alismada, daha onceki arastirmalarda dayanikli ve hassas
olarak  belirlenmis 18 genotip  kullamlmistir ~ (www.europotato.org;
https://research.cip.cgiar.org/redlatinpapa/pages/home.php). Kullanilan 9
dayanikli ve 9 hassas olmak tizere 18 farkli genotip RYSC3 ve STM0003 isimli
seleksiyon markdrleri ile taranmistir. Bu iki seleksiyon markorii ile yapilan
calisma sonucu olusan PCR iirlinleri analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 kapiler
elektroforez cihazinda ve jel elektroforez cihazinda degerlendirilmistir. Analiz
sonuclar1 Sekil 4.7-4.8 ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna
gore;

e STMO0003 ve RYSC3 markorleri kullanilarak hem kapiler elektroforez hem de
jel elektroforez yontemleri araciligyla yapilan tarama sonucunda 9 dayanikli
patates genotipinin 4 tanesinin Ryswo genine bagli STM0003 markdriini, 3
tanesinin ise Ryadg geninine bagli RYSC3 markoriinii igerdigi belirlenmistir.

Boylece, dayanikli oldugu bilinen 9 genotipin 7 tanesi dayanikli, 2 tanesi
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(Alegria ve CIP398098-205) ise hassas olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak,
iki markor bir arada degerlendirildiginde dayanikli genotiplerin %781 dogru bir
sekilde tespit edilebilmistir. .

Hassas olarak bilinen genotiplerin hi¢ birisinde Rysto genine bagli STM0003
markorii bulunmazken, 3 tanesinde ise Ryadg genine bagli RYSC3 markérii
belirlenmistir. RYSC3 seleksiyon markdriiniin hassas genotiplerin % 33’iini
dayanikli olarak belirledigi goézlenmistir. Bu durumda bir patates 1slahgisi, bir
1slah programindaki PVY’ye hassas hatlarin =%67’sini dogru bir sekilde
eleyebilecektir.

Genel olarak, STMO0003 ve RYSC3 markér sonuglar1 bir arada
degerlendirildiginde patates genotiplerinin PVY’ye dayaniklilik ve hassasiyet
durumlar1 % 72 dogruluk orani ile belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, STM0003 ve RYSC3 markdrlerinin patates 1slah programina
entegre edilmesi durumunda, PVY’dayanikli hatlarin ¢ok onemli bir kismi
programin erken donemlerinde belirlenebilecektir. Bu durum, 1slah programinin
ileri asamalarina daha az sayida 1slah hattinin tasinmasina, boylece alandan, is

giiciinden ve diger girdi maliyetlerinden tasarruf edilmesine yardimci olacaktir.
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Sekil 4.7. Dayanikli ve hassas ¢esitlerle markor kontrol amagli yapilan PCR f{iriinleri
elektroforez jel goriintiileri
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Sekil 4.8. Dayanikli ve hassas ¢esitlerle markor kontrol amacli yapilan PCR iiriinleri
Qiagen Qiaxcel Advanced cihazinda analiz goriintiileri
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Cizelge 4.2. Dayanikli ve hassas gesitlerle yapilan ¢alismanin elektroforez jel ve
Qiaxcel Advanced cihazi analiz sonuglar

Jel sonuclar

Qiaxcel sonuclar

Ornek ad1

PVY
direnglilik
durumu

STMO0003
Primeri
RYSC3
Primeri

Genel
Dayaniklilik
STMO0003
Primeri
RYSC3
Primeri
Genel
Dayaniklilik

06-62
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D: Dayanikli H: Hassa

43 PCR

Kosullarinda

Degerlendirilmesi

Taranan

Islah

Hatlarmmin  Analiz  Sonuglarmin

Yaptigimiz ¢alismada, 435 patates islah hattt PVY’ye dayaniklilik bakimindan

taranmistir. Dayanikliligin taranmasi i¢in RYSC3 ve STMO0003 isimli iki seleksiyon

markdri kullanilmigtir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen PCR firtinleri kapiler

elektroforez cihazinda analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 4.3, EK-A ve EK-

B’de sunulmustur.

Analiz sonuglarinda Ryswo geni ile baglantili olan STM0003 markériinii igeren 1slah

hatlar1 1 ile gosterilirken, ilgili markorii barindirmayan 1slah hatlar1 0 ile ifade
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edilmistir. Ayni sekilde Ryadg geni ile baglantili olan RYSC3 markorii bulunan 1slah
hatlar1 1 ile bulunmayanlar ise 0 ile gosterilmistir. PVY viriisiine kars1 dayaniklilik,
patateste dominant tek gen tarafindan kontrol edilmektedir (Simko ve ark., 2007; Mori
ve ark., 2012). Rysto Veya Ryadg genlerinden sadece bir tanesine veya her ikisine birden
sahip olan patates genotipleri PVY’ye dayaniklilik gostermektedir. Boylece, her iki
markdr i¢in genel dayanikliliga bakildigi zaman STMO0003 veya RYSC3 markdrlerinden
en az birisine sahip olan 1slah hatlar1 dayanikli olarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.4’de

dayanikli 1slah hatlar1 D harfi ile hassas hatlar ise H harfi ile gosterilmistir.

STMO0003 markérii ile yapilan tarama sonucuna gore 146 islah hattinin Ryswo geni
bakimindan dayaniklilia sahip oldugu227 hattin ise Ryswo ile baglantii STMO0003
markdriinii barindirmadigr belirlenmistir. 62 1slah hattinda ise skorlama yapabilecek
sonu¢ alinamamistir. RYSC3 markérii ile yapilan tarama sonucunda 37 islah hattinda
Ryadg kaynakli dayaniklilik belirlenirken, 398 hatta Ryadg genine bagli RYSC3 markérii
bulunmadigr tespit edilmistir. STMO0003 ve RYSC3 markorleri ile yapilan tarama
sonuglar1 bir arada degerlendirildigine, 168 1slah hattinin PVY’ye dayanikli, 208 1slah
hattinin ise hassas oldugu belirlenmistir. Ayrica rastlantisal olarak tekerriirlii olarak
alian 1slah hatlarinin sonuglar1 da bir biriyle karsilagtirilmigtir. STM0003 markorti ile
tekerriirlii olarak taranan 3 1slah hattindan birebir ayn1 sonuclar elde edilmistir. RYSC3
markori ile 6 1slah hatt1 tekerriirlii olarak taranmis ve 5 1slah hattindan ayni sonuglar

elde edilirken, bir 1slah hatt1 farkli sonug vermistir.

Cizelge 4.3. Islah hatlarinin STM0003 ve RYSC3 primerleri ile PCR iirlinlerinin
Kapiler elektroforez cihazinda analiz sonuglari

Ornek adi [ STMO0003 [ RYSC3 | Dayamikhilik | Ornek adi | STMO0003 [ RYSC3 | Dayamkhilik
DT12103-14 1 0 D DT12103-49 1 0 D
DT12111-1 0 0 H DT12098-10 1 0 D
DT12104-3 0 0 H DT12093-9 - 0 X
DT1204-14 1 0 D DT12090-5 1 0 D
DT1203-55 1 0 D DT12093-4 1 0 D
DT12103-65 0 0 H DT12103-15 1 0 D
DT12104-10 0 0 H DT12093-1 1 0 D
DT12104-5 0 0 H DT12101-8 0 0 H
DT12101-5 0 0 H DT1202-14 - 0 X
DT12109.2 0 0 H DT12103-24 0 0 H
DT12103-8 0 0 H DT12103-32 - 0 X
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Cizelge 4.3 Devam

DT12101-2 0 0 H DT12102-9 0 0 H
DT12103-8 0 0 H DT12103-1 1 0 D
DT12103-58 0 0 H DT12103-20 1 0 D
DT1203-4 1 0 D DT12098-8 - 0 X
DT12104-4 0 0 H DT12103-22 - 0 X
DT12107-5 0 0 H DT12103-48 1 0 D
DT12103-67 0 0 H DT12095-3 0 0 H
DT1203-66 1 1 D DT12103-41 - 0 X
DT12106-3 1 0 D DT12103-46 0 0 H
DT12107-8 1 0 D DT12103-39 1 0 D
DT12104-13 0 0 H DT12093-7 0 0 H
DT12111-3 0 0 H DT12093-8 - 1 D
DT12103-47 1 0 D DT12103-44 0 0 H
DT12107-11 = 0 X DT12103-43 0 0 H
DT12107-2 0 0 H DT12094-2 i 0 X
DT12107-15 1 0 D DT12078-42 0 0 H
DT12101-1 1 1 D DT12091-4 0 0 H
DT12103-18 0 0 H DT12078-35 1 0 D
DT12098-7 0 0 H DT12078-29 0 0 H
DT12098-9 0 0 H DT12062-39 0 0 H
DT12103-61 1 0 D DT12078-22 5 0 X
DT12101-6 0 0 H DT12084-2 - 0 X
DT12082-3 0 0 H DT12062-42 - 0 X
DT1208-2 0 0 H DT12072-1 1 0 D
DT12079-2 0 0 H DT12084-9 0 0 H
DT1203-68 1 0 D DT12072-11 0 0 H
DT12103-63 1 0 D DT12097-3 - 0 X
DT12104-2 1 0 D DT12062-18 - 0 X
DT12103-17 0 0 H DT12077-5 0 0 H
DT12107-3 0 0 H DT12065-16 0 0 H
DT12103-5 1 0 D DT12093-6 1 0 D
DT12103-12 - 0 X DT12090-1 0 0 H
DT12078-22 0 0 H DT12084-11 1 0 D
DT12100-11 1 0 D DT12098-5 0 0 H
DT12078-24 1 0 D DT12062-38 0 1 D
DT12093-1 1 0 D DT12062-49 0 0 H
DT12090-3 - 1 D DT12065-6 0 0 H
DT12078-28 - 0 X DT12078-47 0 0 H
DT12084-8 0 0 H DT12084-1 0 0 H
DT12062-50 0 D DT12082-4 - 0 X
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Cizelge 4.3 Devam

DT12088-2 1 0 D DT12078-41 - 0 X
DT12078-16 0 0 H DT12078-37 - 0 X
MOR 0 0 H DT12077-2 0 0 H
DT12078-17 0 0 H DT11036-1 0 0 H
DT11032-1 1 0 D DT11052-2 1 0 D
DT11007-1 0 0 H DT11039-1 0 0 H
DT11007-3 1 0 D DT11044-1 - 0 X
DT11017-1 1 0 D DT11036-3 1 0 D
DT12070-13 0 0 H DT11036-2 0 0 H
DT11010-2 - 0 X DT11017-4 1 0 D
DT12065-18 1 0 D MEC-19 1 0 D
DT12065-9 1 0 D DT11036-7 1 0 D
DT12065-8 - 0 X DT11046-1 1 0 D
DT12064-6 0 1 D DT11024-1 1 0 D
DT12065-1 1 0 D DT11009-1 i 0 X
DT12097-6 - 0 X DT11024-2 0 0 H
DT12078-25 0 0 H DT12062-20 1 0 D
DT12091-2 0 0 H DT11024-1 - 0 X
DT12078-48 0 0 H DT11044-2 - 0 X
DT12062-29 0 0 H DT12070-12 1 0 D
DT12078-21 0 0 H DT12062-19 5 0 X
DT12072-7 1 0 D DT12064-3 1 0 D
DT12079-1 0 0 H DT11049-1 0 0 H
DT12079-1 0 0 H DT12064-1 - 0 X
DT12084-5 - 0 X DT11098-2 0 0 H
DT12078-23 0 0 H DT12004-2 0 0 H
DT12084-3 0 0 H DT12001-7 0 0 H
DT12065-2 0 0 H DT12001-15 - 0 X
DT12065-5 0 0 H DT12065-19 1 0 D
DT11103-5 1 0 D DT11103-7 1 0 D
DT12077-6 - 0 X DT12078-14 - 0 X
DT12065-15 1 0 D DT12078-12 0 0 H
DT12072-9 1 0 D DT11098-1 1 0 D
DT12078-3 - 0 X DT11044-4 1 0 D
DT12071-1 0 0 H DT12078-6 0 0 H
DT12062-24 1 0 D DT11044-3 0 0 H
DT12063-1 1 0 D DT11094-1 0 0 H
DT12078-36 0 0 H DT12073-5 0 0 H
DT12072-3 0 1 D DT11065-2 0 0 H
DT12062-26 1 0 D DT12001-2 - 0 X
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Cizelge 4.3 Devam

DT12065-7 1 0 D DT12068-5 0 0 H
DT12078-46 0 0 H DT12065-25 0 0 H
DT12065-4 1 0 D DT12001-21 0 0 H
DT11108-1 0 0 H DT12068-27 1 0 D
DT12001-17 0 0 H DT12004-3 0 1 D
MEC-20 - 0 X DT12007-6 0 0 H
DT12065-22 0 0 H DT11036-5 1 0 D
DT12001-14 0 0 H DT11042-2 0 0 H
DT11042-4 1 0 D DT11039-2 1 0 D
DT12065-23 0 0 H DT12043-10 0 0 H
DT11102-2 0 1 D DT12043-5 - 0 X
DT11107-1 0 0 H DT11039-3 0 0 H
DT11049-3 - 0 X DT12045-3 0 0 H
DT12065-21 1 0 D DT12037-13 0 0 H
DT11068-1 0 0 H DT12039-2 1 0 D
DT11103-1 - 0 X DT12068-20 0 0 H
DT12068-17 1 0 D DT12066-15 1 0 D
DT12004-1 0 0 H DT12065-10 1 0 D
DT11052-1 = 0 X DT12062-21 0 0 H
DT11066-1 1 0 D DT11079-1 0 0 H
DT11084-1 0 0 H DT12066-16 5 0 X
DT12007-5 - 0 X DT12037-18 0 0 H
DT120661-

25 - 0 X DT12066-24 1 0 D
DT11066-2 1 0 D DT12066-10 0 0 H
DT11079-2 1 0 D DT12043-2 0 0 H
DT12006-4 0 0 H DT12067-8 0 0 H
DT11103-3 1 0 D DT12036-6 0 1 D
DT11088-1 0 0 H DT12066-20 0 1 D
MEC-14 0 0 H DT12066-2 0 0 H
DT12037-21 1 0 D DT11078-1 0 0 H
DT12038-5 0 0 H DT12065-3 1 1 D
DT11102-1 0 0 H DT12039-3 0 1 D
DT11102-3 1 1 D DT12037-6 0 0 H
DT12042-4 0 0 H DT12037-20 0 0 H
DT11081-1 0 0 H DT12037-2 0 0 H
MEC-17 0 1 D DT11055-2 0 0 H
DT12006-6 0 0 H DT11068-4 0 0 H
DT11036-4 1 0 D DT12005-1 - 0 X
DT12066-4 0 0 H DT12012-3 0 0 H
DT12065-13 1 0 D DT12012-13 0 H
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Cizelge 4.3 Devam

DT12006-2 0 0 H DT12001-18 0 0 H
DT12068-23 0 0 H DT12012-31 0 0 H
DT12068-3 0 0 H DT12038-1 0 0 H
DT12001-6 0 0 H DT12013-1 1 0 D
DT12068-26 1 0 D DT12034-3 1 1 D
DT12065-12 1 0 D DT12012-10 1 0 D
DT12069-1 - 0 X DT12012-20 0 0 H
DT12001-52 0 0 H DT12043-4 0 0 H
DT12068-30 1 0 D DT12012-22 0 0 H
B-102 1 0 D DT12049-11 - 0 X
DT12037-11 0 0 H DT12069-5 1 0 D
DT11057-1 0 0 H DT12069-11 1 0 D
DT12043-17 1 0 D DT12011-3 0 0 H
DT12007-11 1 0 D DT12012-9 0 1 D
DT12032-5 1 0 D DT12009-2 0 0 H
DT12045-16 0 0 H DT12007-62 0 1 D
DT12046-7 1 0 D DT12007-19 - 0 X
DT12049-15 0 0 H DT12012-30 0 0 H
DT12013-18 0 0 H DT12013-23 0 0 H
DT12027-2 0 0 H DT12012-18 0 0 H
DT12017-2 0 0 H DT12012-2 1 0 D
DT12032-35 0 0 H DT12070-7 0 0 H
DT12032-6 0 0 H DT12007-18 0 0 H
DT12011-1 0 0 H DT12007-44 0 0 H
DT12055-6 - 0 X DT12009-7 0 0 H
DT12032-29 0 1 D DT12007-61 0 0 H
DT12012-24 0 0 H DT12070-10 0 0 H
DT12032-14 0 0 H DT12009-10 - 0 X
DT12007-23 0 0 H DT12009-1 0 0 H
DT12012-11 0 0 H DT12049-45 1 0 D
DT12036-17 0 0 H DT12045-6 1 1 D
DT12007-53 1 1 D DT12049-69 0 1 D
DT12007-21 0 0 H DT12049-39 1 0 D
DT12007-27 1 0 D DT12049-10 0 0 H
DT12007-25 0 0 H DT12049-48 - 0 X
DT12007-28 1 0 D DT12013-12 0 0 H
DT12007-58 1 0 D DT12017-1 0 1 D
DT12049-51 1 0 D DT12012-14 1 0 D
DT12007-51 - 0 X DT12013-16 0 0 H
DT12007-43 0 0 H DT12046-8 1 0 D

52




Cizelge 4.3 Devam

DT12007-29 0 0 H DT12017-6 1 0 D
DT12010-4 0 1 D DT12024-3 1 0 D
DT12014-4 - 0 X DT12049-69 - 0 X
DT12009-6 1 1 D DT12045-11 0 0 H
DT12009-14 0 0 H DT12015-4 1 0 D
DT12007-64 0 0 H DT12069-18 0 0 H
DT12009-5 0 0 H DT12070-11 1 0 D
DT12014-1 0 0 H DT12049-56 1 1 D
DT12009-12 1 0 D DT12049-69 0 0 H
DT12007-63 1 0 D DT12049-59 1 0 D
DT12007-60 0 0 H DT12055-9 1 0 D
DT12069-2 0 0 H DT12049-33 1 0 D
DT12007-47 1 1 D DT12055-3 0 0 H
DT12012-26 0 0 H DT12049-70 0 0 H
DT12007-46 1 0 D DT12049-21 0 0 H
DT12007-30 1 0 D DT12049-16 0 0 H
DT12007-15 1 0 D DT12049-30 1 0 D
DT12022-5 0 0 H DT12061-14 0 0 H
DT12034-24 1 1 D DT12062-9 1 0 D
DT12032-45 0 0 H DT12062-15 0 1 D
DT12034-16 0 1 D DT12016-4 0 1 D
DT12013-21 0 0 H DT12014-3 0 0 H
DT12037-1 0 0 H DT12061-6 0 0 H
DT12034-23 1 1 D DT12061-8 0 0 H
DT12022-1 1 0 D DT12042-8 - 0 X
DT12057-6 1 1 D DT12053-9 0 1 D
DT12032-15 1 0 D DT12055-2 - 0 X
DT12031-1 0 0 H DT12042-6 0 0 H
DT12032-4 1 1 D DT12037-22 - 0 X
DT12035-2 1 0 D DT12039-6 1 0 D
DT12034-25 - 0 X DT12042-7 0 0 H
DT12034-27 1 0 D DT12061-1 1 0 D
DT12024-2 0 0 H DT12055-12 - 0 X
DT12015-2 0 0 H DT12057-2 - 0 X
DT12015-3 0 0 H DT12034-6 - 0 X
DT12061-19 1 0 D DT12036-9 - 0 X
DT12061-24 0 0 H DT12069-8 0 0 H
DT12062-1 0 0 H DT12070-2 1 0 D
DT12062-16 1 0 D DT12070-3 1 0 D
DT12057-9 1 0 D DT12014-2 1 0 D
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Cizelge 4.3 Devam

DT12057-13 1 0 D DT12052-3 - 0 X
DT12032-47 0 1 D DT12070-4 0 0 H
DT12015-11 1 0 D DT12049-54 1 0 D
DT12060-2 - 0 X DT12052-7 1 1 D
DT12017-4 0 0 H DT12057-5 1 0 D
DT12057-8 0 0 H DT12031-2 0 0 H
DT12017-3 0 0 H DT12036-10 1 0 D
DT12013-22 0 0 H DT12036-11 1 0 D
DT12013-14 1 0 D DT12032-49 0 0 H
DT12013-5 - 0 X DT12036-15 - 0 X
Cizelge 4.4. Sonuglara gore dayaniklilik geni igeren 1slah hatlari
Ornek ad1 STMO0003 [ RYSC3 | Dayamikliik | Ornek a1 | STMO0003 [ RYSC3 | Dayamikhhk
DT12103-14 1 0 D DT12068-27 1 0 D
DT1204-14 1 0 D DT12004-3 0 1 D
DT1203-55 1 0 D DT11036-5 1 0 D
DT1203-4 dt 0 D DT11039-2 1 0 D
DT1203-66 1 1 D DT12039-2 1 0 D
DT12106-3 1 0 D DT12066-15 1 0 D
DT12107-8 1 0 D DT12065-10 1 0 D
DT12103-47 1 0 D DT12066-24 1 0 D
DT12107-15 1 0 D DT12036-6 0 1 D
DT12101-1 1 1 D DT12066-20 0 1 D
DT12103-61 1 0 D DT12065-3 1 1 D
DT1203-68 1 0 D DT12039-3 0 1 D
DT12103-63 1 0 D DT12013-1 1 0 D
DT12104-2 1 0 D DT12034-3 1 1 D
DT12103-5 1 0 D DT12012-10 1 0 D
DT12100-11 1 0 D DT12043-17 1 0 D
DT12078-24 1 0 D DT12007-11 1 0 D
DT12093-1 1 0 D DT12032-5 1 0 D
DT12103-49 1 0 D DT12046-7 1 0 D
DT12098-10 1 0 D DT12032-29 0 1 D
DT12090-5 1 0 D DT12007-53 1 1 D
DT12093-4 1 0 D DT12007-27 1 0 D
DT12103-15 1 0 D DT12007-28 1 0 D
DT12093-1 1 0 D DT12007-58 1 0 D
DT12103-1 1 0 D DT12049-51 1 0 D
DT12103-20 1 0 D DT12010-4 0 1 D
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Cizelge 4.4 Devam

DT12103-48 1 0 D DT12009-6 1 1 D
DT12103-39 1 0 D DT12009-12 1 0 D
DT12093-8 - 1 D DT12007-63 1 0 D
DT12078-35 1 0 D DT12007-47 1 1 D
DT12072-1 1 0 D DT12007-46 1 0 D
DT12093-6 1 0 D DT12007-30 1 0 D
DT12084-11 1 0 D DT12007-15 1 0 D
DT12062-38 0 1 D DT12069-5 1 0 D
DT12090-3 - 1 D DT12069-11 1 0 D
DT12062-50 1 0 D DT12012-9 0 1 D
DT12088-2 1 0 D DT12007-62 0 1 D
DT11032-1 1 0 D DT12012-2 1 0 D
DT11007-3 1 0 D DT12049-45 1 0 D
DT11017-1 1 0 D DT12045-6 1 1 D
DT12065-18 1 0 D DT12049-69 0 1 D
DT12065-9 1 0 D DT12049-39 1 0 D
DT12064-6 0 1 D DT12017-1 0 1 D
DT12065-1 1 0 D DT12012-14 1 0 D
DT12072-7 1 0 D DT12046-8 1 0 D
DT11103-5 1 0 D DT12017-6 1 0 D
DT12065-15 1 0 D DT12024-3 1 0 D
DT12072-9 1 0 D DT12015-4 1 0 D
DT12062-24 1 0 D DT12070-11 1 0 D
DT12063-1 1 0 D DT12049-56 1 1 D
DT12072-3 0 1 D DT12049-59 1 0 D
DT12062-26 1 0 D DT12055-9 1 0 D
DT12065-7 1 0 D DT12049-33 1 0 D
DT12065-4 1 0 D DT12049-30 1 0 D
DT11052-2 1 0 D DT12034-24 1 1 D
DT11036-3 1 0 D DT12034-16 0 1 D
DT11017-4 1 0 D DT12034-23 1 1 D
MEC-19 1 0 D DT12022-1 1 0 D
DT11036-7 1 0 D DT12057-6 1 1 D
DT11046-1 1 0 D DT12032-15 1 0 D
DT11024-1 1 0 D DT12032-4 1 1 D
DT12062-20 1 0 D DT12035-2 1 0 D
DT12070-12 1 0 D DT12034-27 1 0 D
DT12064-3 1 0 D DT12061-19 1 0 D
DT12065-19 1 0 D DT12062-16 1 0 D
DT11103-7 1 0 D DT12057-9 1 0 D
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Cizelge 4.4 Devam

DT11098-1 1 0 D DT12057-13 1 0 D
DT11044-4 1 0 D DT12032-47 0 1 D
DT11042-4 1 0 D DT12015-11 1 0 D
DT11102-2 0 1 D DT12013-14 1 0 D
DT12065-21 1 0 D DT12070-2 1 0 D
DT12068-17 1 0 D DT12070-3 1 0 D
DT11066-1 1 0 D DT12014-2 1 0 D
DT11066-2 1 0 D DT12049-54 1 0 D
DT11079-2 1 0 D DT12052-7 1 1 D
DT11103-3 1 0 D DT12057-5 1 0 D
DT12037-21 1 0 D DT12036-10 1 0 D
DT11102-3 1 1 D DT12036-11 1 0 D
MEC-17 0 1 D DT12062-9 1 0 D
DT11036-4 1 0 D DT12062-15 0 1 D
DT12065-13 1 0 D DT12016-4 0 1 D
DT12068-26 1 0 D DT12053-9 0 1 D
DT12065-12 1 0 D DT12039-6 1 0 D
DT12068-30 1 0 D DT12061-1 1 0 D
B-102 1 0 D

Cizelge 4.5. Sonuglara gore hasas olarak belirlenen 1slah hatlari
Ornek adi [ STM0003 [ RYSC3 | Dayaniklilik | Ornek adi STMO0003 | RYSC3 | Dayamikhihk
DT12111-1 0 0 H DT12006-2 0 0 H
DT12104-3 0 0 H DT12068-23 0 0
DT12103-65 0 0 H DT12068-3 0 0 H
DT12104-10 0 0 H DT12001-6 0 0 H
DT12104-5 0 0 H DT12001-52 0 0 H
DT12101-5 0 0 H DT12007-6 0 0 H
DT12109.2 0 0 H DT11042-2 0 0 H
DT12103-8 0 0 H DT12043-10 0 0 H
DT12101-2 0 0 H DT11039-3 0 0 H
DT12103-8 0 0 H DT12045-3 0 0 H
DT12103-58 0 0 H DT12037-13 0 0 H
DT12104-4 0 0 H DT12068-20 0 0 H
DT12107-5 0 0 H DT12062-21 0 0 H
DT12103-67 0 0 H DT11079-1 0 0 H
DT12104-13 0 0 H DT12037-18 0 0 H
DT12111-3 0 0 H DT12066-10 0 0 H
DT12107-2 0 0 H DT12043-2 0 0 H
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Cizelge 4.5 Devam

DT12103-18 0 0 H DT12067-8 0 0 H
DT12098-7 0 0 H DT12066-2 0 0 H
DT12098-9 0 0 H DT11078-1 0 0 H
DT12101-6 0 0 H DT12037-6 0 0 H
DT12082-3 0 0 H DT12037-20 0 0 H
DT1208-2 0 0 H DT12037-2 0 0 H
DT12079-2 0 0 H DT11055-2 0 0 H
DT12103-17 0 0 H DT11068-4 0 0 H
DT12107-3 0 0 H DT12012-3 0 0 H
DT12078-22 0 0 H DT12012-13 0 0 H
DT12101-8 0 0 H DT12001-18 0 0 H
DT12103-24 0 0 H DT12012-31 0 0 H
DT12102-9 0 0 H DT12038-1 0 0 H
DT12095-3 0 0 H DT12012-20 0 0 H
DT12103-46 0 0 H DT12043-4 0 0 H
DT12093-7 0 0 H DT12012-22 0 0 H
DT12103-44 0 0 H DT12037-11 0 0 H
DT12103-43 0 0 H DT11057-1 0 0 H
DT12078-42 0 0 H DT12045-16 0 0 H
DT12091-4 0 0 H DT12049-15 0 0 H
DT12078-29 0 0 H DT12013-18 0 0 H
DT12062-39 0 0 H DT12027-2 0 0 H
DT12084-9 0 0 H DT12017-2 0 0 H
DT12072-11 0 0 H DT12032-35 0 0 H
DT12077-5 0 0 H DT12032-6 0 0 H
DT12065-16 0 0 H DT12011-1 0 0 H
DT12090-1 0 0 H DT12012-24 0 0 H
DT12098-5 0 0 H DT12032-14 0 0 H
DT12062-49 0 0 H DT12007-23 0 0 H
DT12084-8 0 0 H DT12012-11 0 0 H
DT12078-16 0 0 H DT12036-17 0 0 H
MOR 0 0 H DT12007-21 0 0 H
DT12078-17 0 0 H DT12007-25 0 0 H
DT11007-1 0 0 H DT12007-43 0 0 H
DT12070-13 0 0 H DT12007-29 0 0 H
DT12078-25 0 0 H DT12009-14 0 0 H
DT12091-2 0 0 H DT12007-64 0 0 H
DT12078-48 0 0 H DT12009-5 0 0 H
DT12062-29 0 0 H DT12014-1 0 0 H
DT12078-21 0 0 H DT12007-60 0 0 H
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Cizelge 4.5 Devam

DT12079-1 0 0 H DT12069-2 0 0 H
DT12079-1 0 0 H DT12012-26 0 0 H
DT12078-23 0 0 H DT12011-3 0 0 H
DT12084-3 0 0 H DT12009-2 0 0 H
DT12065-2 0 0 H DT12012-30 0 0 H
DT12065-5 0 0 H DT12013-23 0 0 H
DT12071-1 0 0 H DT12012-18 0 0 H
DT12078-36 0 0 H DT12070-7 0 0 H
DT12078-46 0 0 H DT12007-18 0 0 H
DT12065-6 0 0 H DT12007-44 0 0 H
DT12078-47 0 0 H DT12009-7 0 0 H
DT12084-1 0 0 H DT12007-61 0 0 H
DT12077-2 0 0 H DT12070-10 0 0 H
DT11036-1 0 0 H DT12009-1 0 0 H
DT11039-1 0 0 H DT12049-10 0 0 H
DT11036-2 0 0 H DT12013-12 0 0 H
DT11024-2 0 0 H DT12013-16 0 0 H
DT11049-1 0 0 H DT12045-11 0 0 H
DT11098-2 0 0 H DT12069-18 0 0 H
DT12004-2 0 0 H DT12049-69 0 0 H
DT12001-7 0 0 H DT12055-3 0 0 H
DT12078-12 0 0 H DT12049-70 0 0 H
DT12078-6 0 0 H DT12049-21 0 0 H
DT11044-3 0 0 H DT12049-16 0 0 H
DT11094-1 0 0 H DT12022-5 0 0 H
DT12073-5 0 0 H DT12032-45 0 0 H
DT11065-2 0 0 H DT12013-21 0 0 H
DT12068-5 0 0 H DT12037-1 0 0 H
DT12065-25 0 0 H DT12031-1 0 0 H
DT12001-21 0 0 H DT12024-2 0 0 H
DT11108-1 0 0 H DT12015-2 0 0 H
DT12001-17 0 0 H DT12015-3 0 0 H
DT12065-22 0 0 H DT12061-24 0 0 H
DT12001-14 0 0 H DT12062-1 0 0 H
DT12065-23 0 0 H DT12017-4 0 0 H
DT11107-1 0 0 H DT12057-8 0 0 H
DT11068-1 0 0 H DT12017-3 0 0 H
DT12004-1 0 0 H DT12013-22 0 0 H
DT11084-1 0 0 H DT12069-8 0 0 H
DT12006-4 0 0 H DT12070-4 0 0 H
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Cizelge 4.5 Devam

DT11088-1 0 0 H DT12031-2 0 0 H
MEC-14 0 0 H DT12032-49 0 0 H
DT12038-5 0 0 H DT12061-14 0 0 H
DT11102-1 0 0 H DT12014-3 0 0 H
DT12042-4 0 0 H DT12061-6 0 0 H
DT11081-1 0 0 H DT12061-8 0 0 H
DT12006-6 0 0 H DT12042-6 0 0 H
DT12066-4 0 0 H DT12042-7 0 0 H
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BOLUM V

SONUCLAR

Bu tez calismasinda esas amacimiz molekiiler markdrler kullanilarak PVY’ye karsi
dayaniklilik genlerini igeren 1slah hatlarmin tespit edilmesidir. Bu nedenle, dayanikli ve
hassas oldugu bilinen 5 genotiple yapilan 6n ¢alismalar sonucuna goére 1slah hatlarinda
taramalar yapilmistir. Yapilan caligmalara gore STMO0003 ve RYSC3 seleksiyon
markorlerinin patates 1slah hatlarinda PVY’ye dayanikliligin tespit edilmesi amaciyla
kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Islah programi esnasinda 1slah hatlarinin
molekiiler markorler kullanilarak taranmasi sonucunda 1slah programi seleksiyon
etkinligi artmakta ve is giicii azalmaktadir. Ornegin yapilan 1slah ¢aligmasinda patates Y
viriisiine dayaniklilik tizerine bir se¢im yapilacaksa gercek tohum ekiminden sonra veya
birinci tarla generasyonu doneminde molekiiler markor ile seleksiyon yapilarak tarlada

calisilacak hat sayis1 azaltilabilir.

Ayrica yapilan 6n caligmada, PCR f{riinleri jel elektroforez ve kapiler elektroforez
yontemleri ile analiz edilerek sonuglar karsilastirnllmistir. Yapilan karsilastirmalar
sonucunda kapiler elektroforez cihazinin jel goriintiisiinde tam belirlenemeyen ¢ok zayif
bantlar1 bile goriintiileyebildigi anlasilmistir. Bununla birlikte jel elektroforez ile sonug
almak i¢in uzun zaman ve fazla is giicii gerekmektedir. Ancak kapiler elektroforez
cithazi ile daha kisa zamanda sonug alinmaktadir ve bunun yaninda 96 6rnegin ayni anda

analiz edilebildigi otomatik bir sistem oldugu i¢in ig giliciinden tasarruf saglanmaktadir.

Patateste PVY’ye dayanikliligin belirlenmesi icin dayaniklilikla iliskili en az iki genin
(Rysto Ve Ryadg) degerlendirilmesi gerekmektedir. Bir patates genotipinin PVY’ye
dayaniklilik gosterebilmesi i¢in bu iki genden en az bir tanesine sahip olmasi
gerekmektedir. Tez kapsaminda dayanikli ve hassas oldugu bilinen genotiplerle yapilan
calismada, Rysto genine bagli STM0003 ve Ryadg genine bagli RYSC3 markdrlerinden
elde edilen sonuglarm bir arada degerlendirilmesi sonucunda dayanikli genotiplerin
%78’inin dogru bir sekilde tespit edilebilecegi gbzlemlenmistir. Bunun yaninda hassas
genotipler %67 oraninda bir dogrulukla belirlenmistir. Genel olarak, STM0003 ve
RYSC3 markor sonuglar: bir arada degerlendirildiginde patates genotiplerinin PVY’ye

dayaniklilik ve hassasiyet durumlar1 % 72 dogruluk orani ile belirlenmistir.
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STMO0003 ve RYSC3 markorleri ile yapilan tarama sonucunda, tezkapsaminda
incelenen 435 adet 1slah hattinin 168 tanesinin PVY’ye dayanikli, 208 tanesinin ise
hassas oldugu belirlenmistir. Boylece, bir 1slah programinda molekiiler yardiml
seleksiyon yaklasimiyla PVY’ye dayanikli yeni patates gesit adaylari belirlenmistir.
Bununla birlikte, tez kapsaminda kullanilan molekiiler markorlerin  Tiirkiye’de
yiriitiilen patates 1slah programlarinda kullanilabilecegi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore Tiirkiye’deki patates 1slah programlarinda molekiiler markdrlerin
kullanilmasininPVY’ye dayanikli yeni ¢esitlerin gelistirilmesini kolaylastiracagi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak, STM0003 ve RYSC3 markorlerinin patates 1slah programina entegre
edilmesi durumunda, PVY’dayanikli hatlarin ¢ok onemli bir kismu programin erken
donemlerinde belirlenebilecektir. Bu durum, 1slah programinin ileri asamalarina daha az
sayida 1slah hattinin tasinmasina, boylece alandan, is giliclinden ve diger girdi

maliyetlerinden tasarruf edilmesine yardime1 olacaktir.
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