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OZET

YERFISTIGI (Arachis hypogaea L.) GERMPLASMINDA BAZI HASTALIK VE
ZARARLILARA DAYANIKLILIK GENLERININ MOLEKULER
MARKERLERLE BELIRLENMESi VE MOLEKULER ISLAH YARDIMIYLA
ILERI HAT VE CESITLERE AKTARILMASI

Engin YOL

Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Biilent UZUN
Nisan 2015, 124 sayfa

Yerfistig1 tohumlarinda yiiksek oranda yag ve protein barindiran, tiim diinyada
talep goren onemli bir yagl tohum bitkisidir. Tropikal ve subtropikal bolgelerde yogun
olarak yetistirilen yerfistigi birgok canli ve cansiz stres faktoriine maruz kalmakta ve
bitkilerde vejetatif ve generatif gelisimi olumsuz etkilenmektedir. Yumusak ¢iiriikliik, pas
ve ge¢ yaprak beneklenmesi hastaliklari ile kok-ur nematodu yerfistiginda gozlenen ve
ciddi verim kayiplarina neden olan canli stres faktorleridir. 256 adet genotipten olusan
yerfistigt germplasmi bu stres faktorlerine dayaniklilik bakimindan ¢alisilmis ve
molekiiler markerler kullanilarak karakterize edilmistir. 186 adet genotipten olusan diinya
yerfistigt mini kor koleksiyonu da bu germplasm igerisinde degerlendirilmistir.
Molekiiler markerlere ait PCR iiriinleri agaroz jel ve Fragment Analyzer® sistemi
kullanilarak goriintiilenmistir. Yiiriitilen denemeler sonrasi yerfistigi germplasminda 142
genotip yumusak cliriikliik hastaligina dayanikli olarak belirlenmistir. Botanik varyeteler
dikkate alindiginda ise vulgaris botanik varyetesine ait 56 genotip, fastigiata botanik
varyetesine ait 54 genotip ve hypogaea botanik varyetesine ait 28 genotip yumusak
clirlikliik hastaligina dayanikli olarak bulunmustur. Mini kor koleksiyonunda yer alan 115
genotip ise dayanikli olarak belirlenmistir. Pas hastaligina dayanakliligin tarandigi
molekiiler ¢alismada 9 genotip hastaliga dayanikli olarak belirlenmis, dayanikli
genotiplerin ¢ogunlukla varyete hypogaea botanik varyetesine ait oldugu ortaya
konmustur. Dayanikli genotiplerin 7 tanesinin mini kor koleksiyonda yer aldig:
goriilmiistiir. Diger bir fungal hastalik olan ge¢ yaprak beneklenmesinde yapilan
karakterizasyonda 15 genotip dayanikli olarak germplasmda yer almigtir. Taksonomik
olarak ise dayanikli genotiplerin 10 tanesi varyete hypogaea, 4 tanesi varyete fastigiata
(2) ve varyete vulgaris (2) botanik varyetelerine ait olarak belirlenmistir. 1 genotip ise
hirsuta botanik varyetesinde yer almistir. Mini kor koleksiyonda ise 7 genotip dayanikli
olarak ortaya konmustur. Kok-ur nematoduna dayaniklilik bakimindan yapilan molekiiler
taramada germplasm igerisinde dayanikli genotipe rastlanmamigtir. Nematod dayanikli
genotipler gelistirmek amaciyla tez ¢alismast kapsaminda melezleme programi
olusturulmus ve dayanikl ¢esitler, COAN ve NemaTAM, iilkemizde talep goren NC-7
ve runner grubundan Florunner gesitleri ile melezlenmis ve dayaniklilik bu cesitlere
aktarilmistir. Bu tez ¢alismasi iilkemizde yerfistiginda 6nemli biyotik stres faktorlerine



kars1 yiiriitiilen en kapsamli dayaniklilik caligsmasi olmakla birlikte karakterizasyonun
molekiiler olarak yapilmasi ile de ilktir.
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ABSTRACT

SCREENING OF SOME DISEASES AND ROOT-KNOT NEMATODE
RESISTANCE GENES BY USING MOLECULAR MARKERS IN
GROUNDNUT GERMPLASM AND TRANSFERRING RESISTANT GENES TO
ADVANCED LINES AND CULTIVARS

Engin YOL

PhD Thesis in Field Crops
Supervisor: Prof. Biilent UZUN
April 2015, 124 pages

Groundnut or peanut is an important oilseed crop with high oil and protein content
in seeds. This high-demanded crop is affected many biotic and abiotic stresses which limit
its productivity and seed quality in tropic and sub-tropic areas of the world. Late leaf spot,
rust, sclerotinia blight and root-knot nematodes are economically important biotic stress
factors that and reduce the groundnut production. 256 groundnut genotypes were screened
with molecular markers to identify resistant individuals against to such biotic stresses.
The world groundnut mini core collection consisting of 186 genotypes was also evaluated
as a part of collection. In molecular analyses, PCR products were separated in agarose
gels and visualized under UV light after staining with ethidium bromide. Amplified
products were also analyzed with the Fragment Analyzer™ which is high resolution bio-
imaging system. Molecular results indicated that 142 genotypes associated with
sclerotinia blight resistant marker in the collection. Among the resistant genotypes, 56
genotypes were from variety vulgaris, 54 genotypes were from variety fastigiata and 28
genotypes were from hypogaea. In the world groundnut mini core collection 115
genotypes showed the sclerotinia blight resistant banding pattern. The rust disease was
evaluated with the SSR marker and 9 genotypes were identified as resistant after
molecular analysis. 7 genotypes associated with rust resistant marker were also in world
groundnut mini core collection. The resistant banding pattern related to the late leaf spot
disease was observed in 15 genotypes from different botanical varieties. Among the
resistant genotypes, 10 genotypes were from variety hypogaea, 2 genotypes were from
variety fastigiata, 2 genotypes were from vulgaris, and 1 genotype was from variety
hirsuta. In world groundnut mini core collection, 7 genotypes amplified resistant band
following PCR amplification. The groundnut germplasm was also screened by the
molecular marker related to root-knot nematode resistance. However no amplification
was detected for all genotypes tested. Transferring the nematode resistance, nematode-
resistant cultivars, COAN and NemaTAM, and susceptible cultivars, NC-7 and
Florunner, were selected for hybridizations. In the present investigation, the most
comprehensive study was carried out with molecular markers to reports new groundnut
sources of resistance to important biotic stress factors.
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ONSOZ

Yerfistig1, tohumlarinin yiiksek besin degerine sahip olmasi, yesil aksamin hayvan
yemi olarak kullanilabilmesi ve topragi azot yoniinden zenginlestirmesi bakimindan ¢ok
onemli yagh tohum bitkisidir. Ozellikle tohumlarindan elde edilen kaliteli yag, yiiksek
tutusma ve yanma sicaklig1 nedeniyle diinyada kizartma yagi olarak tercih edilmektedir.
Ulkemizde ise yiiksek maliyet sebebiyle yag iiretimi gerceklesmemekte, tohumlar
cogunlukla cerezlik olarak ve gida iiriinlerinde degerlendirilmektedir. Ancak iilkemizin
her yil yapmis oldugu milyarlarca dolar yag ve yagl tohum ithalat1 diisiiniildiiglinde her
tirlii yenilebilir bitkisel yaga siddetle ihtiya¢ duyulmaktadir. Dolayisiyla yerfistigi
tohumlarimin yaga islenmesi ve kullanilmasi adina yiiksek verim ve yag icerigine sahip
yerfistig1 ¢esitlerinin 1slah edilmesi gerekmektedir. Gelistirilen bu ¢esitlerde ise hastalik
ve zararllara dayanikliligin bulunmasi elzemdir. Ozellikle iilkemizde yerfistiginin yogun
olarak yetistirildigi gliney bolgelerde gozlenen fungal hastaliklar 6nemli verim
kayiplarina ve besinsel kalitenin diigmesine neden olmaktadir. Beyaz ciiriikliik, pas,
yaprak leke hastalig1 ve nematod yerfistiginda onemli canli stres faktorleridir ve bitki
gelisiminde kisitlayict etkiler yaratmaktadirlar. Bu stres faktorleri ile miicadelede klasik
1slah metotlarmin yaninda molekiiler markerlerinin kullanilmasi1 dayanikli genotipler
gelistirmek adma oldukca 6nemlidir. Ulkemizde hem klasik hem de molekiiler araglarin
kullanildigi dayaniklilik ¢alisma sayist ise ne yazik ki beklenen diizeyde degildir. Bu
eksikligin giderilmesi adina yiiriitillen bu ¢alismada 256 genotipten olusan yerfistig
koleksiyonu ve diinya yerfistig1 mini kor koleksiyonu (186 genotip) molekiiler olarak
karakterize edilmis ve yumusak ¢iiriikliik, pas ve ge¢ yaprak beneklenmesi hastaliklarina
dayanikli genotipler belirlenmistir. Ayrica nematod dayanikliliginin aktarilmasi amaciyla
melezlemeler yapilmig ve dayaniklilik, istenen genotiplere aktarilmigtir. Boylelikle
ilkemizde ilk defa bu kadar genis bir yerfistig1 koleksiyonu onemli biyotik stres
faktorlerine dayaniklilik bakimindan molekiiler olarak taranmistir.

Yerfistig1 koleksiyonunun hem agro-morfolojik hem de molekiiler olarak
karakterize edilmesi adma 01527-STZ-2012-2 no’lu SAN-TEZ projesi kapsaminda
yapilan tiim ¢alismalar1 destekleyen Tiirkiye Cumhuriyeti Bilim, Sanayi ve Teknoloji
Bakanligi Bilim ve Teknoloji Genel Miidiirliigii’ne tesekkiir ederim. SAN-TEZ projesi
kapsaminda 6zel sektorii temsilen yer alan Agrova Tohum’a da ayrica tesekkiir ederim.

Projenin yazilmasindan bitimine kadar tezimin her asamasinda yardimlarini
esirgemeyen, zaman ve mekan gozetmeksizin bilgi ve tecriibelerini paylasan, siirekli yeni
yollar agarak vizyonumu genisleten ve benim i¢in 6rnek bir bilim insani olan sevgili
danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Biilent UZUN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunmak benim
i¢cin onur kaynagidir.

Baklagiller konusundaki bilgi ve tecriibesiyle tezime biiyiik katki saglayan ve tez
jurisinde yer alarak beni sereflendiren Sayin Prof. Dr. Cengiz TOKER’e, tez jiirimde yer
alan ve ayn1 zamanda laboratuvarinin kapilarini bizlere sonuna kadar agan, tiim molekiiler
bilgisini tereddiit etmeden bizlerle paylasan ¢ok degerli Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Cengiz
IKTEN’e tesekkiir ederim. Tez savunma sinavimda yer alarak beni sereflendiren, degerli
paylasimlar1 ve onerileri ile tezime deger katan sayin Prof. Dr. Iskender TIRYAKI ve
Sayin Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin CANCI’ya en igten dileklerimle tesekkiir ederim. Ayrica
birim imkanlarindan yararlandigim Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii ile Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii Miidiirligii’ne, bu c¢alismay1



maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinasyon
Birimine ve her ihtiyag duydugumda desteklerini esirgemeyen Sayin Yik. Zir. Miih.
Riistem USTUN’e, Sayin Yiik. Zir. Miih. Seymus FURAT a, mesai arkadaslarima ve
aileme tesekkiirlerimi sunarim. Varligiyla bana gii¢ veren ve tiim tez ¢alismasi boyunca
bir dedigimi iki etmeyen esim Duygu SARI YOL’a ayrica tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Baz ¢ifti (base pair)
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: Hidrojen kloriir
: Potasyum

> Kilogram

. Litre
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- Mililitre
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: Fosfor

: Hidrojen giicii

: pikomol

: Unite

: Mikrolitre
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Kisaltmalar

ANOVA . Analysis of variance- Varyans Analizi
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Orgiitii
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NIL : Near isogenic lines-Yakin izojenik hatlar

PCR : Polymerase chain reaction- Polimeraz zincirleme tepkimesi

RT-PCR : Reverse transcription PCR- Ters transkripsiyon polimeraz zincirleme
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1. GIRIS

Arachis hypogaea L., Arachis cinsi igerisinde ve Fabaceae familyasinda yer alan
Giiney Amerika kokenli bir kiiltiir formudur. Arachis cinsi birgok diploid ve iki tetraploid
(2n=4x=40) tiirii bilinyesinde barindirmaktadir. Ayrica 18 kromozomlu ¢ok sayida
anoploid tiirde bu cinste rapor edilmistir (Holbrook ve Stalker 2003). Arachis igin su ana
kadar 3 farkli genom belirlenmistir. Bunlar ¢ogu tiirde yer alan A genomu; A. batizocoi
Krapov. & W.C. Gregory, A. ipaensis Krapov. & W.C. Gregory, A. cruziana Krapov.,
W.C. Gregory & C.E. Simpson gibi tiirlerde yer alan B genomu; ve A. glandulifera
tirtinde yer alan D genomudur (Stalker 1991). Yapilan caligmalarda kiiltiirii yapilan
yerfistiginin (Arachis hypogaea L.) farkli tiirlerden gelen A ve B genomlarimi tasidigi
ifade edilmistir (Smart ve Gregory 1967). Seijo vd (2007) kullanmis oldugu melezleme
teknigi ile A. duranensis (A genomu) ve A. ipaensis (B genomu) tiirlerinin kiiltiirii yapilan
yerfistiginin genom donorlari oldugunu ortaya koymustur. Son zamanlarda ortaya konan
diger ¢alismalarda ise A. hypogaea L. tiiriiniin (AABB) kendisi gibi allotetraploid olan A.
monticola ile ¢ok yakin akraba oldugu hatta bu iki tiirlin ayr1 birer tiir olarak
degerlendirilmemesi gerektigi ifade edilmistir (Hilu ve Stalker 1995). Sonug olarak su
ana kadar yerfistigina ait bilinen tiim alt tiirler ve varyeteler, kiiltiirii yapilan yerfistiginin
tek bir allotetraploid bitki popiilasyonundan ya da alternatif olarak, ayn1 iki diploid tiirden
koken alan bir tetraploid popiilasyondan olustugunu gostermektedir (Upadhyaya vd
2011). Bu karmasik taksonomik yapiya ragmen Arachis cinsine ait bitkilerin ortak bir
morfolojik 6zelligi vardir. Cinse ait tiirler, ¢igeklerini toprak iizerinde olusturmasina
ragmen meyvelerini toprak altinda olusturmaktadir, bu 6zelligi ile neredeyse tiim bitki
tirlerinden ayrilmaktadirlar (Liao ve Holbrook 2007). Arachis cinsine ait bir ¢ok tiir
yenilebilir tohumlart igin yetistirilmesine ragmen sadece kiiltiirii yapilan yerfistigr (A.
hypogaea L.) tim diinyada yayilmigtir. A. hypogaea L., taksonomik olarak dallanma
bicimi ve nodiillerin ana dal ve yan dallarda dagilmasi1 durumuna gore iki alt tiire
ayrilmaktadir (Krapovickas ve Gregory 1994). Alt tiirlerden biri olan hypogaea;
hypogaea ve hirsuta Kohler olarak iki botanik varyete igerir ve ana sap iizerinde generatif
bogum (¢icek olusturan) olusturmaz. Fakat yan dallar1 iizerinde alternatifli olarak
vejetatif ve generatif bogum giftleri olusturur. Pazar tipleri olan virginia ve runner tipi
cesitler bu alt tiir icinde yer alir. Diger alt tiir olan fastigiata ise dort botanik varyeteye,
fastigiata, vulgaris Harz, peruviana Krapov. & W.C. Gregory, ve aequatoriana Krapov.
& W.C. Gregory, sahiptir (Krapovickas ve Gregory 1994). Bu varyetelerde morfolojik
olarak ana sap iizerinde generatif bogum bulunur ve yan dallar lizerinde vejetatif ve
generatif bogumlar sirali olarak dizilidirler. Pazar tipleri olan spanish ve valencia grubu
cesitlerde bu alt tiirde yer almaktadirlar.

Yerfistig1 (Arachis hypogaea L.), diinyada 40° K ve 40° G enlemleri arasinda,
100°den fazla iilkede tarimi1 yapilan 6nemli bir yag ve protein bitkisidir (Liao ve Holbrook
2007). Yere dik olarak 30-60 cm arasinda boylanabilen yerfistig1, yere paralel olarak ise
40-50 cm uzayabilir (Kadiroglu 2013). Yaprak tipi olarak ise pinnat yaprak (4
yaprakeikll) sekline sahiptir ve yapraklar 2-5 cm uzunlugunda karsilikli olarak yer alan
iki ¢ift yaprake¢iktan olusur (Porter 1997). Yerfistig1, kazik kokli bir bitkidir ve bu kdk
etrafinda ana koke dikey durumda yogun sekilde yan kokler bulunur. Cigekleri sar
renktedir ve vejetatif olmayan dallar lizerinde yer alir. Tek cigek, en dista 5 adet canak
yaprak, bunun iginde 2 kayike¢ik, 2 kanatcik ve 1 bayrak yaprak bulundurur. Tag
yapraklarin orta kisminda 10 adet erkek organ ve bir disi organ mevcuttur. 11k ¢iceklenme



ekim tarihinden yaklagsik 20-40 giin sonra meydana gelir ve ¢igekler acilip yumurtalik
dollendikten yaklagik 10 giin sonra yumurtaligin altindaki meristem dokusu uzamaya
baslar ve bir uzanti meydana getirir. Bu uzantiya ginofor adi verilir. Ginofor, anatomik
olarak gdovdeye benzemekle birlikte fonksiyonel olarak koke benzemektedir. Ust kisim
sap, toprak altinda kalan kisim ise kok yapisindadir. Ginoforlar topraga girdikten sonra
yaklagik 10 giin igerisinde embriyolar geliserek kapstilleri (meyve) olusturmaya baslar ve
ciceklenmeden itibaren 60 giin igerisinde yerfistig1i kapsiilleri olgunlasir (Kadiroglu
2013). Bir yerfistig1 bitkisinde 600-1000 kadar cicek tesekkiil eder ve bunun % 60-75’1
ginofor olusturur. Olusan ginoforlarin ise % 8-23’ii kapsiil meydana getirir ve her bir
kapsiil ortalama 1-4 arasinda yerfistig1 tohumu bulundurabilir. igerik bakimindan ise
tohumlar yapilarinda % 42-52 oraninda yag ve % 25-32 oraninda protein bulundurur. Bu
nedenle yerfistigt tohumlar1 g¢ogunlukla fisttk yagi ve fisttk ezmesi {iretiminde
degerlendirilen bir iiriindiir (Norden 1980). Ozellikle yagmin yiiksek tutusma ve yanma
sicakligina sahip olmasi nedeniyle diinyada kizartma yagi olarak tercih edilmektedir.
Yerfistig1 yaginin ayrica yiiksek oranda doymamig yag asitlerini icermesi (oleik asit %
40-65 arasinda ve linoleik asit % 20-40) ve yaginda bulundurdugu antioksidanlar uzun
raf dmriine sahip olmasini saglamaktadir. Yagi ¢ikarildiktan sonra geriye kalan kiispe ise
cok degerli bir yem katki maddesidir ve yapisinda % 45 ham protein, % 24 azotsuz 6z
maddeler ve % 5.5 madensel maddeler bulundurmaktadir. Ayrica bazi {ilkelerde
yerfistiginin toprak {istii aksami yesil yem olarak hayvanlara yedirilir (Wan 2003).

Yerfistig1, diinyada tek yillik yag bitkileri arasinda soya, kolza ve ayciceginden
sonra en fazla ekilis alanina sahiptir. Diinya yerfistig1 liretiminde Asya kitasinda Cin,
Hindistan, Endonezya, Myanmar ve Vietnam; Afrika kitasinda Nijerya, Sudan,
Demokratik Kongo Cumbhuriyeti, Cad, Mozambik, Zimbabwe, Burkina Faso, Uganda ve
Mali; Kuzey, Orta ve Giiney Amerika’da ise Arjantin, Brezilya ve Meksika onemli
iilkelerdir. Hindistan alan bakimindan en fazla yerfistig1 ekilen iilke olmasina ragmen,
Cin yaklasik 16 milyon tonluk iiretim ile diinya lideridir. Bunun baslica nedenleri ise
Cin’de polietilen film mal¢lama yontemiyle yerfistigi iiretiminin yapilmasi (Wan 2003),
yiiksek verimli pek ¢ok ¢esidin gelistirilmis olmasi ve dengeli besleme ve yeterli giibre
uygulamasindan kaynaklanmaktadir. Afrika kitas1 yerfistig1 iiretiminde 6nemli bir yere
sahip olmasina ragmen ¢esitli nedenlerden dolay1 bir¢ok iilkede rapor edilen verim dekara
yaklagik 92 kg’dir (FAO 2013). Orta ve Giiney Amerika bolgeleri toplam iiretimin
yaklasik % 3-4’1inli olusturmaktadir. Ancak bu bolgelerde dekara alinan verim 200 kg’in
iizerindedir (Liao ve Holbrook 2007).

Yerfistig1, lilkemizde Akdeniz ikliminin etkisinde kalan bolgelerde periyodik
sulanarak yetistirilmekte olup toprak bakimindan ise drenaj1 ve havalanmasi iy, tinli kum
veya kumlu tin biinyede, organik maddesi orta diizeyde, kiregce zengin, pH's1 6.0-6.4
arasinda olan topraklarda ¢ok iyi yetismektedir (Kadiroglu vd 2011). Ana {iriin olarak 10
Nisan-20 Mayis tarihleri arasinda ekilmektedir. 2. {iriin olarak ise en ge¢ 15 Hazirana
kadar ekim isleminin yapilmasi gerekmektedir. Yerfistig1 yetistirildigi bolgelerde
iireticiye en fazla gelir saglayan tiriinlerden biri olup bugday hasadindan sonra ikinci iiriin
olarak yetistirilebilmesi ve heniiz tam olarak mekanize olmadig1 i¢in bulundugu bolgede
is imkan1 saglamasi gibi avantajlara sahiptir (Kadiroglu 2008). Tiirkiye yerfistig1 tiretimi
bakimindan dalgali bir yapiya sahiptir. 1994 yilinda 30 bin hektar olan yerfistig1 tiretim
alani, 2006 yilinda 22 bin hektar, 2011 yilinda ise 25 bin hektar olarak ifade edilmistir.
Bu degisken yap1 dekara alinan verimde de kendini gostermektedir. 2001 yilinda dekara
267 kg olan yerfistig1 verimi, 2009 yilinda 356 kg, 2012 yilinda ise 320 kg olarak



bildirilmistir (TUIK 2013). Ancak yillar igerisinde dekara verim artig1 sayesinde iiretim
alan1 bakimindan azalma olmasma ragmen toplam {iretimde biiyik bir degisim
olmamustir. 1998 yilinda 90 bin ton olan yerfistigi iiretimi 2011 yilinda da degismemistir
(TUIK 2013). 2012 yilinda ise yerfistigi tiretiminde biiyiik bir ilerleme kaydedilmistir.
2011 yilinda 25 bin hektar olan iiretim alam1 2012 yilinda 37 bin hektara ylikselmis,
toplam iiretim ise ayn1 yillarda 90 bin tondan 122 bin tona ulasmustir. i¢ pazardaki
ihtiyacin artmasi ve desteklemeler bunun en 6nemli sebepleri olarak gosterilebilir.
Ulkemiz yerfistig1 iiretimi 6zellikle Akdeniz bélgesinde yogunlasmistir. Adana yaklasik
60 bin ton ile en fazla yerfistig1 tiretiminin oldugu vilayettir. Osmaniye ise sahip oldugu
kiigiik yiiz 6l¢iimiine ragmen yaklasik 45 bin tonluk bir iiretime sahiptir. Aydin, Antalya,
Mersin ve Sirnak yerfistigl tariminin yapildigr diger 6nemli bolgeler olmakla birlikte bu
dort vilayette toplam iiretim yaklasik 10 bin tondur. Ulkemizin yerfistig1 tariminda 37 bin
ha alanda 122 bin tonluk iiretimi diinya toplam tiretimi ile kiyaslandiginda oldukca diisiik
seviyededir. Tiirkiye yapmis oldugu iiretim ile diinya yerfistig1 liretiminin ancak yaklasik
% 0.29 gibi kiiciik bir dilimini karsilamaktadir (FAO 2013). Yapilan iiretimin yaklasik
% 85’inin iki vilayete dayali olmasi (Adana ve Osmaniye), desteklemelerin yetersizligi,
girdilerin artmasi, ekim ve makineli hasadin gecikmesi, fungal hastaliklar ve hasatta is
giicline ihtiya¢ duyulmasi yetersiz iiretimin baslica sebepleri arasinda gosterilebilir.

Birgok canli ve cansiz stres faktorii diinya yerfistigi iiretiminde olduk¢a 6nemli
negatif etkiye sahiptir. Kuraklik, su isteginin karsilanamamasi, asidik topraklardaki diisiik
fosfor varligi, kalkerli topraklarda demir yetersizligi gibi faktorler yerfistiginda en ¢ok
gbzlenen cansiz stres unsurlaridir. Canli stres faktorlerinden ise 6zellikle fungal (pas,
erken yaprak beneklenmesi, ge¢ yaprak beneklenmesi, sap ciiriikliigii, beyaz kok
curiikliigli, kok bogazi ¢iiriikliigii, aflatoksin), virlis, bakteriyel kokenli hastaliklar ile
nematodlar en fazla gozlenen problemlerdir (Dwivedi vd 2003). Bu hastaliklar
icerisinden ge¢ yaprak beneklenmesi (Cercospora arachidicola), erken yaprak
beneklenmesi (Cercospora personatum) ve pas (Puccinia arachidis) yerfistiginda
diinyada en fazla zarara neden olan hastaliklardir (Waliyar 1991, Dwivedi vd 2003). Pas
hastalig1 Giliney Asya’dan Kuzey Amerika’ya, Dogu Afrika’dan Giiney Amerika’ya
kadar yerfistiginin yetistigi neredeyse her bolgede yayilmistir. Benzer sekilde erken ve
gec yaprak beneklenme hastaliklar1 Giiney Asya ve Bati Afrika hari¢ tiim bolgelerde
gozlenmektedir (Dwivedi vd 2003). Kok ciriikliigiine sebep olan hastaliklar ise
cogunlukla Giiney Asya ve Kuzey Amerika bolgelerinde yogunlasmistir. Hastaliklarin
ekonomik olarak zararlari ise oldukga yiiksektir. Sadece yaprak kokenli hastaliklar olan
pas, erken ve ge¢ yaprak beneklenmesi yillik yaklasik 1.39 milyar dolarlik verim kaybina
neden olmaktadir (Dwivedi vd 2003). Diger fungal kokenli hastalik olan yumusak
ciirikliikk (beyaz kok ¢iiriikliigii) ise sadece North Carolina bdlgesinde yillik yaklasik 4
milyon dolar zarara yol agmaktadir (Smith vd 2007). Canli ve cansiz stres faktdrlerin
toplam verim kaybi miktar1 ise yillik yaklasik 3.15 milyar dolardir. Mevcut sistemde
hastaliklar ve zararlilarla miicadelede kullanilan ilaglar stres faktorii ile miicadeleyi
saglamakta ancak ilaglar bitkinin kendine ve ¢evresine kisa ve uzun vadede ¢ok biiyiik
zararlar vermektedir (Sujay vd 2012). Dolayisiyla yerfistigi iiretiminde hastaliklara
dayanikli, cansiz stres faktorlerine toleransli gesitlerin gelistirilmesi olduk¢a 6nemli hale
gelmistir (Chu vd 2011). Istenen &zelliklere sahip homozigot ebeveynlerin seleksiyonu
ise bu cesitlerin elde edilmesinde ana kriterdir. Ancak klasik 1slah yontemleri (pedigri
seleksiyonu, bulk metodu, tek bitki seleksiyonu ve geri melezleme) kullanilarak istenen
Ozellik bakimindan elit bir yerfistigit c¢esidinin  elde edilmesi 10-15 yili



kapsayabilmektedir (Knauft vd 1987, Knauft ve Ozias-Akins 1995). Test etme ve tohum
cogaltma asamalari eklendiginde ise slire¢ daha da uzayabilir. Kiiresel iklim degisiklikleri
(Collard ve Mackill 2008) diisiiniildiigiinde bolgeye 6zgi kiiltlir ¢esitleri gelistirme
asamast daha da uzamaktadir. Genetik ve genomikteki son ilerlemeler ise sundugu
molekiiler araglar ile yerfistig1 1slahinin hizli ve etkili olarak ilerlemesini saglamakta ve
boylelikle istenen ozelliklere sahip yerfisti1 g¢esitlerinin gelistirilmesine biiyiik katki
saglamaktadir (Chu vd 2011).

Tirkiye’nin artan yag ag¢igimin en azindan daraltilabilmesinde, birim alandan
alinan yerfistig1 miktarinin artirilmasi oldukg¢a 6nemlidir. Artan {iriin miktari ile birlikte,
birim fiyatlar nispeten diisebilecek ve bu diisiis neticesinde bu iiriiniin yaga islenmesi s6z
konusu olabilecektir. Bunun i¢in yiiksek verime ve yag icerigine sahip yerfistigi tiplerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Ayrica gelistirilen bu ¢esitlerde hastalik ve zararlilara
dayanikliligin da bulunmasi zorunludur. Beyaz ciiriikliik, pas, yaprak leke hastalig ile
nematod yerfistiginda Onemli canli stres faktorleridir ve bu problemlere karsi
dayanikli/toleransl tiplerin seleksiyonu yerfistig1 1slahi i¢in elzemdir. Belirtilen stres
faktorleri ile miicadelede klasik metotlarin yaninda molekiiler tabanli 1slah araglarinin da
yer almasi dayanikli tiplerin gelistirilmesi siirecinde olduk¢a énemlidir. Giiniimiizde
yogun sekilde kullanilan molekiiler markerler hem 1slah siirecini kisaltmada hem de kesin
sonug alma konusunda biiyiik fayda saglamaktadirlar. Ulkemizde yerfistiginda hastalik
ve zararlilara dayaniklilik bakimindan klasik 1slah yontemlerinin ya da molekiiler
araglarin kullanildig1 ¢alisma sayisi ise ne yazik ki bir elin parmaklarin1 gegmemektedir.
Arastirmact sayisinin az olmasi, yerfistiginin belli bolgelerde yetismesi bu durumun
baslica nedenlerinden biri olup, bir diger engelleyici faktor ise iilkemizin sahip oldugu
yerfistig1 varyasyonunun ¢ok dar olmasindan kaynaklanmaktadir.

Sunulan bu doktora ¢alismasi ile icerisinde farkli genetik backgroundlara sahip
186 adet genotipten olusan diinya yerfistig1 mini kor koleksiyonu ve 72 adet kendi 1slah
materyallerimizden olmak {izere toplamda 256 genotipten olusan genis bir yerfistig
koleksiyonunun ayrintili olarak kok curiikligli, pas, yaprak leke hastaliklarina ve
nematod zararlisina karst molekiiler olarak taranmasi ve dayanikli tiplerin bulunmasi
amaglanmistir. Ayn1 zamanda dayanikli genotiplerin tilkemizde yetistirilen yiiksek verim
ve yag icerigine sahip cesit ve hatlar ile melezlenmesi ve dayaniklilifin aktarilmasi
hedeflenmistir. Boylelikle markere dayali geri melezleme programi gelistirilmis ve
dayaniklilik genleri her generasyonda takip edilerek nematoda dayanikli ve verimli yeni
genetik kaynaklar olusturulmak amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Yerfistiginda Yumusak (Ko6k) Ciiriikliik Hastahgina Kars: Yiiriitiilen
Dayamkhhik Cahismalar:

Toprak kokenli fungal hastaliklar basta ABD olmak iizere yerfistig1 iiretimi yapilan
bircok bolgede ekonomik zararlara neden olmaktadir. Beyaz kiif, yumusak (beyaz)
clirtiklik ve Cylindrocladium kara ciirtikligii yerfistiginda en fazla verim kaybina neden
olan toprak kokenli fungal hastaliklar olmakla birlikte en yikici etki yumusak ¢iiriikliik
hastaliginda gézlenmektedir (Backman ve Brenneman 1997). Ozellikle uygun cevre
kosullarinda ¢ok hizli sekilde ¢iiriimeye sebep olan yumusak ciiriikliik hastaligi bir fungus
olan Sclerotinia minor Jagger tarafindan meydana gelmektedir (Porter ve Melouk 1997).
Fungus enfeksiyon sirasinda hem konukgu tizerinde hem de yakin bolgedeki topraklarda
pamugumsu, beyaz ve yogun miseller olusturmaktadir. Kabarik bu beyaz kitleler, kisa
slire igerisinde beyaz yogun yapilar olusturmakta ve daha sonra siyaha dontismektedir.
Olgunlastiklarinda ise sclerotia adini1 almaktadir. Sclerotialar bir tohum gibi fungusun
toprak i¢inde yillarca yasamasina imkan vermektedir. Enfeksiyon durumunda Sclerotinia
minor Jagger kiiciik (0.5-2 mm ¢apinda), piiriizlii, agisal sclerotialar iiretir ve sicakligin
20-25 °C oldugu durumlarda bu tiretim optimum seviyeye ulasir (Laemmlen 2001, Dow
vd 1988). Fungus ¢ogunlukla konuk¢unun kdok ve govdesini enfekte eder ve konukgu
lizerinde kahverengi tonlarinda lezyonlar olusturarak siddetli doku bozulmalarina
sebebiyet verir (Laemmlen 2001). Gévdede gelisen lezyonlar ve patojen yavas bir sekilde
vaskiiler dokuyu pargalar. Once solma ardindan da ciiriime goriiliir. Bu etkiler sonucunda
tarla kosullarinda bitkide verim kaybi ise % 10°dan % 50’ye kadar ulasabilmektedir
(Porter 1984). Hastalikla miicadele etmek ve dayanikli genotipleri belirlemek amaciyla
bir¢ok iilkede calismalar yiiriitiilmistiir.

Coftelt ve Porter (1982) yiiriitmiis olduklar1 tarla denemesi ile sahip olduklar
yerfistig1 koleksiyonunu yumusak ciirliklik hastaliina dayaniklilik bakimindan
karakterize etmislerdir. Ug y1l boyunca yiiriitiilen calismada Chico, PI1 37151 ve VA 71-
347 genotipleri ilk yilda Starr, NC 17 ve Florigiant genotiplerine oranla daha az hastalik
belirtisi gostermislerdir. Ikinci yilda ise Chico, NC 3033, VA 71-347 ve VGP 1
genotiplerinde GK 3, Early Bunch, NC 6, Florigiant genotiplerine kiyasla 6nemli
derecede daha az semptoma rastlandigi ifade edilmistir. Denemenin son yilinda ise Chico,
NC 3033, VA 71-347 ve VGP 1 genotiplerinin ¢alismada yer alan 20 genotipten istatistiki
olarak daha az hastalik etkisine sahip oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar ayrica
dayaniklilik mekanizmasinda bitkinin morfolojik ve fizyolojik yapisinin Onemli
oldugunu da ifade etmislerdir.

Brenneman vd (1987) dikarbomiksit fungisitlerin yumusak ¢iiriikliik hastalig ile
miicadelede etkinliklerini test etmek amaciyla bir ¢aligma ele almislardir. Aragtirmacilar
iprodione ve vinclozolin fungisitlerini laboratuar ortaminda yerfistiginda patojenik olan
iki izolata muamele etmislerdir. Calismada dicloran, iprodione ve vinclozolin fungisitleri
3 yil boyunca sirasiyla yilda 8.41, 3.36 ve 2.52 kg/ha oraninda izolatlar {izerinde
kullanilmistir. Laboratuvar kosullarinda fungisit dayanikli izolatlarin dicloran, iprodione
ve vinclozolin fungisitlerine maruz kalmalar1 durumunda sirasiyla % 19, % 33 ve % 87
oraninda gelisimin baskilandig1 ifade edilmistir. Bu oran fungisit hassas izolatlarda ise %
15, % 24 ve % 76 olarak bulunmustur. Calisma sonucunda fungisit uygulamalarinin
sclerotial gelisimini engelledigi ve sclerotialarin canliligini azalttig1 rapor edilmistir.



Brenneman vd (1988) yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada yumusak ciirtikliik
hastaligina dayanikliligin daha kisa siirede belirlenebilmesine imkan veren bir metot
gelistirdiklerini rapor etmislerdir. Arastirmacilar bu metotta yerfistigi gévdesine ait 8.5
cm uzunlugundaki pargayir Sclerotinia minor miselleri ile birlikte 20°C’lik nemli bir
ortamda inkiibe etmislerdir. Lezyonlarin inkiibasyondan 24 saat sonra goriilebilir oldugu
metotta lezyon genisligi karakteri kullanilarak genotip dayanikliligi, fungisitlere ve farkli
izolatlara dayaniklilik gibi karakterlerin bu yeni metotla test edilebilecegi ifade edilmistir.

Dow vd (1988) ele aldiklar1 hastalik denemesinde yumusak ¢tiriikliik hastaliginin
olusumunda g¢evresel faktorlerin etkilerini arastirmiglardir. Caligma sonucunda 20-25°C
sicakligin sclerotialarin gelismesi i¢in optimum sicaklik olarak belirlenirken, nemin ise
% 95-100 oldugu ortam en uygun ortam olarak belirlenmistir. Hastalik etkisinin de
gbzlendigi calismada yan ve ana dallarda aymi derecede semptom gelistigi ifade
edilmistir. Ayrica gen¢ dokularin enfeksiyon olusumunda daha yiiksek orana sahip
oldugu da bildirilmistir.

Smith vd (1991) vyerfistifinda yumusak g¢iiriikliik hastaligina neden olan
Sclerotinia minor ile miicadelede en etkin fungisiti belirlemek amaciyla agar, toprak
plaka ve tarla kosullarinda bir deneme yiiriitmiislerdir. Bu ¢aligmada alt1 farkli fungisit
(chlozolinate, iprodione, vinclozolin, ASC-66825, RH-3486 ve MON-13018) kullanilmis
olup, in vivo ortamda 100 pg/ml seviyesinde kullanilan iprodione, vinclozolin ve
chlozolinate fungisitlerinin izolatlarin gelisimini sirasiyla % 93, % 83 ve % 74 oraninda
inhibe ettigi bildirilmistir. Toprak plaka ortaminda yapilan denemede sadece MON-
13018 fungisiti misellerin gelisiminde ¢ok etkili olamadigi ifade edilmistir. Tarla
kosullarinda ise ASC-66825 ve RH-3486 fungisitlerinin kullaniminda ¢ok sinirli hastalik
etkileri gozlendigi diger fungisitlerle kiyaslandiginda daha fazla verim elde edildigi rapor
edilmistir.

Smith vd (1992) yapmis olduklar1 ¢calismada yeni bir fungisit olan fluazinamin
yumusak ¢iirlikliik hastalig tizerindeki etkilerini test etmek amaciyla bir tarla denemesi
yiriitmiislerdir. Calismada altt ayr1 yerfistig1 tarlasinda 4 yil boyunca 0.56 kg/ha
diizeyinde fluazinam bitkilere uygulanmis ve hektara yaklasik ortalama 1598 kg verim
elde edilmistir. Fungisitin etkinligi ise diger bir fungisit olan iprodione ile kiyaslandiginda
istatistiki olarak daha etkin olarak belirlenmistir. [prodione kullanilan bloklarda ise verim
yaklagik 718 kg/ha olarak kaydedilmistir. Denemede ayni1 zamanda fluazinamin diger bir
yerfistig1 hastaligi olan yaprak lekesi lizerindeki etkinligi de test edilmis ve fungisitin
oldukca verimli oldugu ortaya konmustur.

Chappell vd (1995) yerfistiginda Sclerotinia minor patojenine karsi dayaniklilik
mekanizmasi lizerine yaptig1 calismada segmis oldugu yerfistifi genotiplerine farkli
ortamlarda inokiilasyon islemleri uygulamistir. Agar kiiltiir ortaminda testleme, yarali
dokuya inokiilasyon ve tarla denemelerinin yer aldigi bu ¢alismada segilen genotiplerin
farkl dayaniklilik seviyeleri gosterdigi goriilmiistiir. Ancak kiiltiir ortam testlemesinin ve
inokiilasyon ¢aligmalarinin tarla sartlar1 ile uyumlu olmadigi ifade edilmistir.

Phipps (1995), yumusak cgiiriikliikk hastaliginin ortaya ¢ikmasinda gevresel
faktorlerin etkisini 16 yi1l boyunca aldigi kayitlar sonrasinda degerlendirmistir.
Arastirmaci bulundugu boélgede ilk hastalik belirtilerinin ekimden yaklagik 62-120 giin
sonra ortaya ¢iktigini ifade etmistir. Yagmurun hastalik etkisi ortaya ¢ikmadan yaklasik
6-15 giin 6nce yagdigini ve bu zaman diliminde ise toprak sicakliginin 25-30 °C oldugu



belirtilmistir. Elde edilen sonuglara goére yagmurun hastaligin olusmasinda en 6nemli
etkenlerden biri oldugu ortaya konmustur.

Smith vd (1995) yerfistiginda yumusak c¢iiriiklik hastaligina neden olan
Sclerotinia minor tizerinde iprodione (fungisit) etkisini belirlemek amaciyla bir ¢alisma
yiriitmiislerdir. Bu denemede patojenden elde edilen dortyiiz izolat yerfistig
genotiplerine inokiile edilmis ve daha sonra bu bitkilere iprodione (1.12 kg/ha)
uygulanmistir. Agar ortaminda yapilan ¢alismada iprodione kullanilmasi durumunda
izolatlarin sadece % 6’smnin gelisebildigi ifade edilmistir. Tarla denemelerinde ise
fungisitin hastalik tizerinde 6nemli 6l¢iide baskilama yaptig1 ortaya konmustur.

Yerfistiginda yumusak ciirlikliik hastaligr ile miicadele etmek amaciyla bitki
budama yonteminin etkinligi Bailey ve Brune (1997) tarafindan arastirilmistir. Tarla
kosullarinda yiiriitilen denemede bloklarda budama islemi yapilmig ve hastaligin
tekrarlanma siklig1 hastalik olusma egrisi (AUDPC) kullanilarak hesaplanmaistir.
Arastirmanin ilk yilinda hastalik olusma egrisi ile 6l¢iimler yapildiginda budanan bloklar
ile fungisit kullanilan bloklar arasinda fark gézlenmezken, budanan bloklarin daha fazla
verime sahip oldugu kaydedilmistir. Denemenin ikinci yilinda ise budanan bloklarin
budanmayan bloklara gore daha az hastalik etkisinde kaldig1 belirtilmistir. Ancak bu iki
uygulama arasinda verim bakimindan bir fark gozlenmemistir. Yapilan bu c¢alisma
sonunda budama yapilmasi ve fungisit kullanilmasi durumunda hastalik kontroliiniin
daha basarili oldugu ifade edilmistir.

Butzler vd (1998) yerfistiginda yumusak ¢iiriikliik hastaliginin yonetilmesinde
budama ve fungisit uygulama zamanlarinin etkilerini incelemislerdir. Dort farkhi
yerfistigr genotipinin (NC 7, VA 93B, NC Ac 18016 ve Tamspan 90) kullanildigi bu
caligmada her iki deneme yilinda budama ve fluazinam (9.2 kg/ha) uygulama islemleri
yapilmistir. Caligma sonucunda dayanikli hat kullanilan Tamspan 90 en az hastalik
belirtisini gosterirken yiiksek hastalik baskisinda fungisit kullanilmasi ve budama
yapilmast durumda hastalifin azaldigi ve hastalik kontroliinlin arttig1 ifade edilmistir.
Uygulama zamani bakimindan ise 6zellikle ge¢ donemde yapilan budamalarin verimde
diisiise neden oldugu belirtilmistir.

Lemay vd (2002) acibenzolar-s-methyl and fluazinam fungisitlerinin yumusak
curiikliik hastaligi ile miicadelede etkilerini belirlemek ve se¢cmis olduklart genotipleri
dayaniklilik bakimindan karakterize etmek amaciyla tarla kosullarinda hastalik denemesi
yiiriitmiislerdir. Genetik kaynak olarak ¢alismanin ilk yilinda 13 genotip kullanilirken
ikinci yilinda ise 12 genotip hastalifa dayaniklilik bakimindan test edilmistir. Calismada
fungisit etkisini gormek amaciyla Acibenzolar-s-methyl (0.14 kg/ha) ve fluazinam (0.58
kg/ha) tlicer kez bitkilere uygulanmis ve hastalik olusum oranlari her hafta kontrol
edilmistir. Arastirma sonucunda Acibenzolar-s-methyl kullanilan denemelerde hastalik
olusumu ve verim bakimindan bir etki goriilmemistir. Dayaniklilik ¢calismasinda ise ileri
hat olan N92056C ile Tamrun 98 ve Perry cesitleri NC 7 ¢esidine kiyasla daha yiiksek
dayaniklilik ve verim gostermislerdir. Ayrica ¢alismada kullanilan yabani tiirlerde NC 7
cesidine kiyasla daha yiiksek bir dayaniklilik gosterdigi de ifade edilmistir.

Hollowell vd (2003) yiriittiikleri calismada yaz doneminde yerfistigin1 enfekte
eden Sclerotinia minor patojeninin kis déneminde hangi bitkilerde konukgu oldugu
tizerine bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda Cerastium vulgatum, Coronopus



didymus, Oenothera laciniata, Conyza canadensis, Brassica kaber ve Arabidopsis
thaliana tiirlerinin Sclerotinia minor patojeni i¢in konukgu olduklar1 belirtilmistir.

Hollowell vd (2003a) yerfistig1 yapraklarinda inokiilasyon yontemi uygulayarak
yumusak ciiriikliik hastalifina dayanikli genotipleri belirlemeye calismislardir. Bu
denemede 12 farkli yerfistig1 genotipinin yapraklarina 4 mm g¢apinda S. minor inokiile
edilmis ve ardindan yapraklar 20 °C sicakliga sahip karanlik bir ortamda
bekletilmiglerdir. 3 giin sonrasinda lezyonlarin yaklagik 24 mm’ye kadar ulastigi
goriilmiistlir. Yapilan analiz sonucunda GP-NC WS 12 genotipinin en dayanikli genotip
oldugu belirtilmistir. Bu genotipin ayn1 zamanda farkli izolatlarla yapilan denemelerde
de en dayanikli yerfistig1 genotipi oldugu ifade edilmistir.

Okzalik asit Sclerotinia sclerotiorum ve birgok patojen i¢in patojenite faktorii
olarak belirlenmistir (Godoy vd 1990). Okzalik asitin direk doku ve yapraga uygulanmasi
durumunda yaralanmalara ve solmaya neden oldugu ifade edilmistir. Benzer durum S.
rolfsii patojeninin bitkilerde yaptig1 enfeksiyon sirasinda da goriilmistiir (Bateman ve
Beer 1965). Livingstone vd (2005) yapmis olduklar ¢alismada yerfistigina arpa okzalat
oksidaz genini transfer ederek Sclerotinia minor patojenine kars1 dayaniklilik elde etmeye
calismiglardir. Arastirmacilar boylelikle bu geni hassas yerfistigi genotiplerine transfer
ederek patojendeki okzalik asit ekspresyonunu inhibe etmeyi hedeflemislerdir. Yapilan
caligmalar sonucunda bu gen yerfistigina basari ile transfer edilmis ve transjenik
yerfistiginda kontrol grubuna gore yaklasik % 75-89 oraninda daha az hastalik lezyonu
gbzlemlenmistir. Dolayisiyla okzalat oksidaz geninin yumusak ¢iiriikliik hastaligi ile
miicadelede oldukga etkili oldugu ortaya konmustur.

Maas vd (2006) yumusak ciiriiklik hastaliginin olusmasinda yerfistigi ekim
sikligimmin etkisi lizerine bir aragtirma yiiriitmiislerdir. Dort farkli yerfistigi c¢esidinin
(Tamspan 90, Southwest Runner, Okrun, and Flavor Runner 458) kullanildig1 ¢alismada
6, 15, 30 ve 46 cm olarak dort farkli ekim sikligi iki yil boyunca tarla denemesi
kurulmustur. Calisma sonunda bitkiler arasindaki mesafe arttik¢a hastaliga yakalanma
oranini arttirdig1 ancak ortalama hastalik olus sikligininin istatistiki olarak arttirmadigi
ifade edilmistir. En yiiksek hastalik etkisinin en genis ekim sikliginda goriildiigli bu
denemede her bir genotip farkl seviyelerde dayaniklilik géstermistir.

Partridge vd (2006) bir mikoparazit olan Coniothyrium minitans’t kullanarak
yumusak ¢lriikliik hastaligi ile biyolojik miicadeleyi amaclayan bir c¢alisma
raporlamiglardir. Tarla kosullarinda bes y1l boyunca yiiriitiilen bu denemede topraga 2 ve
4 kg/ha oraninda Coniothyrium minitans uygulanmis ve hastalik olusumu gozlenmistir.
Ilk iki yil boyunca yapilan calisma sonrasinda uygulamalar arasinda bir fark
gozlenmezken genel olarak bu mikroparazitin uygulanmasit sonrasinda hastalik
olusumunda azalma gozlenmistir. Arastirmacilar orta derecede hastalik dayanikli bir
genotipin belirtilen mikroparazit ve fungisit ile birlikte uygulanmasi durumunda yumusak
ciirlikliik hastaligi ile optimum diizeyde miicadele edilebilecegini ifade etmislerdir.

Partridge vd (2007) okzalat oksidaz geni aktarilmis ve aktartlmamis Virginia tipi
yerfistig1 genotiplerini yumusak ¢iiriikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan test eden
bir deneme vyiiriitmiislerdir. Iki y1l boyunca tarla kosullarinda yiiriitiilen bu ¢alismada S.
minor ile enfekte olmus transjenik bitkilerin, gen aktarilmamis genotiplere gore yaklasik
% 80 oraninda daha az hastalik etkisi gosterdigi belirtilmistir. Verim bakimindan ise



transjenik genotiplerin normal genotiplere gore ayni1 ya da daha fazla bir degere sahip
oldugu ifade edilmistir.

Hollowell vd (2008) vyiiriitmiis olduklar1 denemede Virginia pazar tipi
yerfistiklarinda yumusak c¢iiriikliikk hastaligima dayanikli genotipleri belirlemeye
calismislardir. Sera kosullarinda yapilan bu denemede bitkilere ekim isleminden yaklagik
alt1 hafta sonra inokiilasyon islemi uygulanmis ve enfeksiyon i¢in yeterli nemi saglamak
amaciyla bitkiler hazirlanan odalarda yetistirilmistir. Inokiilasyon isleminden 4, 5, 6 ve 7
giin sonrasinda lezyon genislikleri Ol¢iilmiis ve hastalik olusma egrisi (AUDPC)
hesaplanmistir. Testlerin 6 tekerriirlii ytrtitiildiigii bu calismada 125 yerfistig hatt1 3 yil
boyunca yetistirilmistir. Son yil segilen 15 hattin igersinden N96076L hattinin en diisiik
hastalik olusma egrisi degerine sahip oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.

Smith vd (2008) fluazinam ve boscalid fungisitlerinin uygulama zamanlarinin
yerfistiginda yumusak ciiriikliik hastalig1 ile miicadelede etkilerini gormek amaciyla bir
calisma ylriitmislerdir. Tarla ve sera kosullarinda yapilan bu denemede inokiilasyon
sonrast ve oncesi fungisitlerin kullanilmasiyla S.minor patojenindeki etkiler izlenmistir.
Fungisit kullanmadan oOnce ya da fungisit kullanildiktan 2 giin sonra hastalik
enfeksiyonlarinin 6nemli derecede azaldig1 goriiliirken fungisit kullanildiktan 4 giin sonra
yapilan inokiilasyonda enfeksiyonlarin azalmadigi goriilmiistiir. 3 yil boyunca tarla
kosullarinda yiiriitiilen ¢alismada ise se¢ilen fungisitlerin kullanilmas1 durumunda etkileri
izlenmistir. Tarlada fungisit kullaniminda hastalikla iyi bir miicadele saglanirken ayn
zamanda verimde artis oldugu gozlenmistir. Her iki denemede ise boscalid adli fungisitin
fluzinamdan daha performansli oldugu ifade edilmistir.

Chenault vd (2009) yumusak ciiriikliik hastaliginin Amerika kitasinda 6zellikle
Gilineybatt Amerika, Virginia ve North Carolina bolgelerinde ¢ok yaygin oldugunu ve
yerfistig1 liretiminde biiyiik kayiplara neden oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilar
bu hastalikla miicadele etmek ve dayamikli genotipleri hizli ve is giici olmadan
belirleyebilmek amaciyla molekiiler calismalar yiiriitmiislerdir. Yapilan ¢alismalar
sonrasinda yumusak ciiriikliige dayaniklilig1 belirleyen bir SSR marker gelistirmislerdir.
Bu marker ile yapilan PCR sonucunda dayanikli genoitplerin agaroz jel lizerinde 145
bp’de bant verdikleri hassas genotiplerin ise 100 bp’de bant verdikleri ifade edilmistir.
Boylelikle tarla denemelerine gerek kalmadan genotipler molekiiler yontemler sayesinde
karakterize edilmistir.

Chamberlin vd (2010) daha 6nce gelistirilen marker sistemini (Chenault vd 2009)
kullanarak Amerikan yerfistigi kor koleksiyonunda yumusak c¢iiriikliik hastaligina
dayanikli genotipleri belirlemeye ¢alismislardir. Yapilan molekiiler analizler sonucunda
spanish, valencia ve runner pazar tiplerinden olan 39 genotip yumusak clirlikliik
hastaligina dayanikli olarak belirlenmistir. Dayanikli genotiplerin tarla kosullarinda da
denemeye alinacagi arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir.

Domicone vd (2010) Amerikan yerfistig1 kor koleksiyonunu yumusak ¢iiriiklik
hastaligina dayaniklilik bakimindan tarla kosullarinda karakterize etmislerdir. 744 adet
genotipin kullanildig1 ¢aligmada koleksiyonun % 11’inde hastalik gozlenmezken %
50’nin iizerinde de hastalik belirtileri gbzlenmistir. Dayanikli genotiplerin ise ¢ogunun
dik biiyiime gosteren ve erkenci genotipler oldugu ifade edilmistir. Secilen dayanikli
genotipler kontrol amaciyla tekrar denemeye alinmis ve dayanikli (Tamspan 90), orta
derecede dayanikli (Tamrun 96) ve hassas (Okrun) gesitlerle kiyaslanmistir. Deneme



sonucunda 208, 128, 804, 582 ve 273 numaral1 genotiplerin yumusak ¢iirtikliik hastaligina
dayanikli oldugu rapor edilmistir.

Partridge-Telenko vd (2011) yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada okzalat oksidaz geni
aktarilmis transgenik yerfistigi genotiplerini 5 yil boyunca yogun Sclerotinia minor
Jagger etkisine birakmiglar ve ardindan seleksiyon yaparak 3 yil boyunca transjenik
olmayan genotiplerle kiyaslamislardir. Denemenin ilk yilinda 6 transgenik hattin 488-
1260 kg/ha arasinda bir verime sahip oldugu goriilmiis olup transjenik olmayan
genotiplerden daha yiiksek verim gostermislerdir. Ikinci y1lda ise 10 transjenik hattin 537-
2490 kg/ha verim degerine sahip oldugu ve transjenik olmayan hatlardan daha verimli
oldugu ortaya konmustur. Fungisit kullanilmadig1 durumlarda dahi transjenik hatlarin
transjenik olmayan hatlara oranla yiiksek verime sahip oldugu ifade edilmistir.

Chamberlin (2014) marker destekli seleksiyon yontemini kullanarak 124
genotipten olusan koleksiyonda yumusak ciiriikliilk hastaligina dayanikli genotipleri
belirlemistir. Daha 6nce Chenault vd (2009) tarafindan gelistirilen SSR marker sisteminin
uygulandigi bu denemede 67 adet genotipi yumusak ¢iiriikliik hastaligina kars1 potansiyel
dayanikli olarak belirlemistir. Dayanikli olarak belirlenen bu genotiplerin 43 tanesinin
botanik varyete olarak vulgaris grubuna, diger genotiplerin ise fastigiata ve hypogaea
botanik varyetelerine ait oldugu bildirilmistir. Aragtirmaci bu genotiplerde dayaniklilig
kontrol etmek amaciyla tarla denemelerine ihtiya¢ oldugunu da calismasinda rapor
etmistir.

Tallury vd (2014) Arachis cinsine ait yabani tiirleri yumusak ciiriikliik hastaligina
dayaniklilik bakimindan test etmek amaciyla sera kosullarinda denemeye almislardir. Bu
calismada 23 farkl tiire ait 110 genotip 2010 yilinda latis deneme desenine gore 4
tekerriirlii olarak yetistirilmistir. Yapilan inokiilasyonun ardindan 4, 5, 6 ve 7. giin
sonrasinda hastalik lezyon genislikleri Olciilmiis ve hastalik olusma egrisi (AUDPC)
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore tiirler arasinda hastaliga kars1 dayaniklilik
bakiminda istatistiki olarak fark elde edilmistir. Arachis glandulifera yunusak c¢iirtikliik
hastaligina kars1 en yiiksek dayaniklilig1 gosterirken bu tiirii A. correntina, A. herzogii ve
A. helodes tiirleri takip etmistir. Genel olarak ise yumusak ¢iiriiklik hastaligina
dayaniklilik bakimindan diisiik bir genetik ¢esitlilik elde edilmistir.

2.2. Yerfistig@inda Pas Hastaliina Kars: Yiiriitiilen Dayamikhihik Calismalar:

Pas, erken ve ge¢ yaprak beneklenmesi ile birlikte yerfistifinda en sik rastlanan
fungal hastaliklardan biridir. 1900’lu yillarin basinda birkag iilkede rapor edilen bu
hastalik son zamanlarda Japonya’dan Hindistan’a, Avustralya’dan Burkina Faso’ya kadar
diinyanin bir¢ok iilkesine yayilmistir (Subrahmanyam vd 1985). Hastalik etmeni olan
fungus, Puccinia arachidis, bitkiyi enfekte ettiginde yapragin alt kisminda olusan
kirmizi-turuncu renkteki ince kabartilar en belirgin hastalik semptomu olarak
bilinmektedir. Olusan bu kabartilar kiime halinde turuncu sporlar i¢ermektedirler.
Patojenle yogun sekilde enfekte olan yapraklar hizli bir sekilde acik kahverengi rengine
donerler ve oliirler. Ancak bu yapraklar cogunlukla bitki tizerinde kalirlar. Eger hastalik
tiim bitkiye yayilirsa bitki yanmis bir goriintiiye sahip olur ve olgun kapsiillerini doker.
Olgunlagsmadan Once hastaliga yakalanan bitkilerde ise bitki genellikle 6ldiigii i¢in
neredeyse hi¢ verim alinamaz. Hastaliga sebep olan sporlarin ¢cimlenmesi ve dolayistyla
enfeksiyonu ic¢in optimum sicaklik 20-30 °C’dir ve enfeksiyon 16-24 saatte
gerceklesebilir. Patojen etkileri tarlada once belli bir bolgede ortaya ¢ikar ve nemli hava
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ve 1slak ortam sayesinde hizli bir sekilde o bolgede ¢ogalir. Yaprak iizerinde ¢imlenen
sporlar daha sonra riizgar ve yagmur ile diger bitkilere yayilirlar. Biiyiik verim kayiplarina
sebep olan pas hastalifi Ozellikle yaprak leke hastaligi ile birlikte cok daha biiyiik
kayiplara neden olabilmektedir. Hastaligin yayildig1 alanlarda kayiplar ise % 50’leri
asabilmektedir (Zhou vd 1980). Hastalikla miicadele i¢in en yaygin yontemlerden biri
fungisitlerin kullanilmasidir. Ancak hastaliga dayanikli tiplerin kullanilmasi hem daha
ekonomik hem de daha ¢evreci bir yontemdir. Yabani tiplerde pas hastaligina dayaniklilik
geni bulunmasina ragmen bunlarin kiiltlirlere aktarilmasi islemi sonrasinda diisiik verim
ve istenmeyen Kkapsiil oOzellikleri ortaya c¢ikmustir (Wyne vd 1991). Dolayisiyla
yabanilerden gen aktarimi ile istenen sonu¢ elde edilememis, mevcut tiplerde
dayanikliligin taranmasi lizerine ¢alismalar yiirlitiilmiistiir. [CRISAT da yapilan tarama
isleminde 13000’in {izerinde yerfistig1 genotipi hastaliga dayaniklilik bakimindan ele
alinmis ve 169 genotipin on skalasi lizerinden bes ve alt1 skor aldig1 ifade edilmistir
(Subrahmanyam vd 1995). Cin’de ise 5700 yerfistiginin yer aldigi koleksiyonda 92
genotip pas hastaligina dayanikli olarak belirlenmistir (Liao 2003). Ayrica hastaligin
etkiligi oldugu bir¢ok iilkede dayanikli genotiplerin belirlenmesi ve/veya hastalikla
miicadele etmek amaciyla ¢ok sayida g¢alisma yiiriitiilmiistir.

Harrison (1973) yerfistiginda pas hastalig1 ile miicadelede fungisitlerin etkisini
belirleyebilmek amaciyla bir¢ok fungisitin yer aldigi bir ila¢ denemesi yiiriitmiistiir.
Arastirmaci Bravo 75WP, Bravo 6F, Dithane M45, Fungi Sperse Magi-Cal®, Manzate
200, Dithane M45, Du-Ter ve Benlate M fungisitlerinin kullanilmasi durumunda pas
hastaliginin etkilerinin azaldigini belirtmistir. Benlate fungisitinin tek basina kullanilmasi
durumunda ise patojen Puccinia arachidis’in kontrol edilemedigi bu ¢aligmada rapor
edilmistir.

Subrahmanyam vd (1982) lezyon capi, yaprak dokiilme orani ve sporulasyon
karakterlerini kullanarak sahip olduklar1 genetik materyali pas hastaligina dayaniklilik
bakimindan taramiglardir. Denemenin ilk yilinda 5436 genotip 6n taramadan gegirilmis
ve toplamda 53 genotip daha ileri asamalarda degerlendirilmek {izere secilmistir. Ikinci
yilda ise 2390 genotip pasa dayaniklilik bakimindan incelenirken 11 genotip potansiyel
dayanikli olarak belirlenmistir. Her iki y1lin degerlendirilmesi sonrasinda NC Ac 927, NC
Ac 17127, NC Ac 17130, NC Ac 17129, NC Ac 17132, NC Ac 17135, NC Ac 17124,
NC Ac 17142 ve Krapovikas Strain 16 genotipleri pasa karsi orta derecede dayanikli
olarak karakterize edilmistir. Tiim koleksiyon iginden belirlenen NC Ac 17090 genotipi
ise pasa en dayanikli genotip olarak aragtirmacilar tarafindan se¢ilmistir.

Sokhi ve Jhooty (1982) enfeksiyon sikligi, spor boyutu, inkiibasyon siiresi ve
kulugka siiresi karakterlerini kullanarak 47 genotipi pas hastaligina dayamiklilik
bakimindan ele almislardir. Analiz sonrasinda NCAC 17133-RF, P1,259747, P1, 393643,
Pl, 38 1622, PI, 390593, PI, 390595, PI, 393517, P1,405132, J-11, Jh-352, 39-2, J1-24,
2704, US-74 ve MK-374 genotiplerinin diisiik enfeksiyon siklig1 ve kiigiik spor boyutu
gosterdigi ifade edilmistir. Ayrica bu genotiplerin uzun inkiibasyon ve kulugka siirelerine
sahip oldugu da belirtilmistir.

Subrahmanyam vd (1983) yiiriitmiis olduklar1 caligmada yerfistiginda pas
hastaligina sebep olan Puccinia arachidis patojenine karsi dayaniklilik mekanizmasinda
yer alan bilesenleri belirlemislerdir. Sera kosullarinda yiiriitiilen ¢alismada 30 yerfistig
genotipi patojen fungus ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi, enfeksiyon sikligi,
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kabariklik c¢api, kopan kabarik vyiizdesi ve hasarli yaprak alami karakterleri
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda tiim karakterler birbiriyle 6nemli derecede
korelasyon gdstermistir. Inkiibasyon siiresinin ise tiim karakterlerle negatif korelasyona
sahip oldugu bildirilmistir.

Subrahmanyam vd (1983a) yabani Arachis tiirlerinde pas hastaligina dayaniklilig
hem laboratuvar hem de tarla kosullarinda test etmislerdir. Cogu genotipin hastaliktan
etkilenmedigi denemede alt1 genotip hastaliga ¢ok dayanikli olarak karakterize edilmistir.
ICG 8135 ve ICG 8198 yabani genotipleri ise hassas olarak rapor edilmistir.

Mehan vd (1994) yerfistifinda pas hastaligina dayanakliligin karakterize
edilmesinde kullanilan bilesenleri degerlendirmislerdir. 144 yerfisti1 genotipinin yer
aldig1 ¢alismada enfeksiyon sikligi, inkiibasyon siiresi, lezyon c¢ap1, hasarli yaprak alani
yiizdesi ve sporulasyon indeksi gibi hastaliklr iligkili karakterler ele alinmistir. Yapilan
Ol¢iim ve analizler sonucunda tiim karakterler arasinda istatistiki olarak onemli
korelasyonlar goriilmiistiir. Inkubasyon siiresi tiim karakterlerle negatif korelasyon
gostermistir. Ortalamalar kiyaslandiginda ise tiim genotipler arasinda her bir karakter i¢in
onemli farkliliklar kaydedilmistir. En biliyiik varyasyon inkiibasyon siiresi ve hasarli
yaprak alani yiizdesinde elde edilmistir. 144 genotip arasinda 17 genotipin diisiik
sporulasyon indeksi (1.3-2.5) ve uzun inkiibasyon siiresi (17.1-21 giin) gosterdigi
belirtilmistir.

Wadia ve Butler (1994) kulugka siiresi ve sicaklik arasindaki iliskinin
yerfistiginda pas hastaligir olusumundaki etkilerini incelemislerdir. Deneme sonucuna
gore 12-33 °C sicaklik araliginda funguslarin kulugka siirelerinin 12-49 giin arasinda
degistigi ifade edilmistir. Kulugka i¢in minimum 12 °C, optimum 25°C ve maksimum 40
°C sicakligin uygun oldugu da ayrica arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.

Rao vd (1994) pas patojenine ait sporlarin ¢imlenmesinde sicakligin etkisini
belirleyebilmek adina bir ¢alisma ele almisladir. Hastaliga karsi son derece hassas bir
cesit olan TMV 2 genotipinin kullanildigi denemede farkli sicakliklarda ve in vitro
kosullarda sporlar ¢imlendirilmistir. Deneme sonucunda sporlarin iiremesi i¢in optimum
sicakligin 20-25 °C oldugu ifade edilmistir. Sicakligin 20 °C alt1 ve 30 °C iistli oldugu
durumlarda ise sporlarin gogalmasinin oldukga zor oldugu belirlenmistir. Aragtirmacilar
ayrica optimum sicaklik araliginda maksimum ¢imlenme yiizdesini elde etmislerdir.

Mehan vd (1996) Hindistan’da tarla kosullarinda iki yi1l boyunca yiiriittiikleri
caligmalarinda 979 genotip icerisinden pasa dayanikli yeni genetik kaynaklar
belirlemislerdir. Calismanin ilk déneminde ©6n seleksiyon islemi yapilmis ve farkl
botanik varyetelere sahip genotipler segilmistir. Tarlada yapilan deneme sonucunda 32
genotip pas hastaligina dayanikli olarak belirlenmistir. ICG Nos 6843, ICG 10890, ICG
11567 ve ICG 12112 genotiplerinin ise hem pasa hem de ge¢ yaprak beneklenmesine
dayanikli oldugu ifade edilmistir.

Sathiyabama ve Balasubramanian (1998) chitosan uygulanmasi durumunda pas
hastaligina sebep olan patojenin geligsimi lizerine bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Arastirma
sonunda inokiilasyondan once yapraklara chitosan uygulanmasi durumunda lezyon
sayisinda, lezyon ¢apinda ve patojenin sporulasyonunda azalma oldugu bildirilmistir.
Ayrica dayaniklilik mekanizmasinin baglamasinda etkili olan salisik asit, kitinaz ve
glukanaz aktivitesinin chitosan uygulanan yapraklarda arttig1 ortaya konmustur.
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Pande ve Rao (2001) yabani yerfistig1 tirlerinin pas hastaligina karsi
dayanikliligin1 sera kosullarinda test etmislerdir. A. duranensis (44 genotip), A.
stenosperma (8 genotip), A. monticola (4 genotip), A. cardenasii (3 genotip), A.
batizogaea, A. hoehnei, A. kuhlmannii (2’ser genotip), A. benensis, A. chiquitana, A.
decora, A. ipaensis, A. kempff-Mercadoi, A. kretschmeri, A. magna, A. valida, A. villosa
yabani tiirlerinin yer aldig1 ¢alismada kiiltiir bitki A. hypoagaea ve kontrol TMV 2 ¢esidi
de yer almistir. Hasarli yaprak alani ve hastalik skoru karakterlerinin 1-9 skalasina gore
degerlendirildigi calismada sadece A. kuhlmannii yabani tiiriine ait ICG 8954 genotipinde
hi¢bir semptom goriilmemistir. A. ipaensis tiiriine ait ICG 8206, A. monticola tiiriine ait
ICG 8197, ICG 8198, ICG 11549 ve ICG 13178 ve A. stenosperma tiiriine ait ICG 13171
genotipleri yapilan inokiilasyon denemesinde pasa hassas olarak degerlendirilirken diger
tiim genotipler dayanikli olarak belirlenmistir.

Dwivedi vd (2002) pasa dayaniklilik mekanizmasinda yer alan karakterleri
degerlendirdigi ¢aligmalarinda hastaliga dayanikli bazi genotipleri de belirlemislerdir.
Tiirler aras1 melezleme ile elde edilen 14 genotip ve bir kontrol (hastaliga hassas TMV 2
¢esidi) yapilan denemede genetik materyal olarak yer almistir. Sera kosullarinda iki ve ii¢
tekerriirlii olarak yiiriitiilen calismada kiiciik ve biiylik kabariklik ¢api, inkiibasyon siiresi,
sporulasyon indeksi ve hastalik skoru gibi karakterler degerlendirilmistir. Deneme
sonucunda tiim karakterler bakimindan genotipler arasinda istatistiki olarak fark
gbzlenmistir. Genetik materyal icerisinden ICGV 99005, ICGV 99003, ICGV 99012 ve
ICGV 99015 genotipleri alinan gbézlemler sonucunda pas hastaligina dayanikli olarak
belirlenmistir.

Pensuk vd (2003) sahip olduklar1 yedi yerfistig1 genotipinin pas hastaligina kars1
dayanikliliklarini test etmislerdir. Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore dort tekerriirlii
olarak yiiriitiilen denemede dogal enfeksiyon olusmasina izin verilmistir. Hastalik skoru,
sporulasyon indeksi ve 100 cm?’lik yaprak alaninda olusan lezyon sayisi karakterleri
bitkileri hastaliga dayaniklilik bakimindan karakterize etmede parametre olarak
kullanilmiglardir. Agro-morfolojik karakterlerde (kapsiil verim, tohum verimi, i¢ orani,
kapsiil sayis1 ve kapsiil uzunlugu) bu denemede ele alinmistir. Caligma sonunda NC
17090 genotipi pas hastaligina kars1 en dayanikli genotip olarak belirlenmistir. NC 17135
genotipi hastalifa dayaniklilik bakimindan orta derecede bir reaksiyon gosterirken diger
genotiplerin ise oldukca hassas oldugu aragtirmacilar tarafindan raporlanmigtir.

Mondal vd (2005) pas hastaligina kars1 farkli dayaniklilik reaksiyonlar1 gosteren
19 yerfistig1 genotipinde RAPD markerler ile polimorfizm belirlemislerdir. 50 primerin
kullanildigr bu molekiiler calismada 19 genotip arasinda 11 primer polimorfizm
gostermistir. Ortalama polimorfizm oran1 ise % 37.5 olarak belirlenmistir. Primerler
arasinda Kit A19 en yiiksek polimorfizmi gosterirken bu primeri Kit A19, A3 ve J1
primerleri izlemistir. Arastirmacilar ¢alismalar1 sonucunda ise diisiik polimorfizm orani
elde edildigini bildirmislerdir.

Datura metel ve Lawsonia inermis yaprak ekstraktlar1 yiiksek antifungal
aktiviteye sahiptir ve pas patojeninin sporlarinin ¢imlenmesini tamamen inhibe
edebilmektedir. Kishore ve Pande (2005) Datura metel bitkisinin yapraklarindan elde
edilen ekstrakti ve chlorothalonil fungisitini yerfistiginda pas hastaligini kontrol etmek
amaciyla birlikte kullanmiglardir. Arastirmacilar sera kosullarinda D. metel (25 g/L) ve
L. inermis (50 g/L) ekstraktlarint sprey seklinde uyguladiklarinda kontrole oranla % 65-
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74 oraninda pas kabariklarin azaldigini bildirmislerdir. Tarla sartlarinda ekimden 45,
60 ve 90 giin sonra sadece D. Metel yaprak ekstraktlarinin kullanilmasiyla pasa karsi
kismen etkili bir koruma saglanmistir. Ekimden 45 giin sonra chlorothalonil ve 60, 75 ve
90 giin sonra D. Metel yaprak ekstraktlar1 uygulandiginda bu kombinasyonun pas
hastaliga ile miicadelede etkili oldugu ifade edilmistir. Bu uygulamada verimin sadece
chlorothalonil uygulanan denemeye goére onemli derecede arttigi da arastirmacilar
tarafindan ¢alisma sonucuna ilave edilmistir.

Mondal vd (2007) yerfistiginda pas hastaligina dayaniklilik ile iliskili RAPD
markerleri belirleyebilmek adina molekiiler bir deneme ele almislardir. Hastaliga
dayanikli ebeveyn VG 9514 ile hassas ebeveyn TAG 24 melezinden elde edilen F
populasyonu (117 genotip) bu ¢alismada genetik materyal olarak kullanilmigtir. 160
primerin kullanildigi denemede 11 RAPD primeri iki ebeveyn arasinda polimorfizm
gosterirken bulk analizi sonucunda ise primer J7 (5’CCTCTCGACAZ’) pas hastaligina
dayaniklilik karakteri ile iliskili olarak belirlenmistir. F2 populasyonunun bu marker ile
taranmasi ile yapilan analizde ise markerin dayaniklilik genine 18.5 ¢cM uzaklikta oldugu
ortaya konmustur.

Sunkad ve Kulkarni (2007) pas hastaligina sebep olan patojen icin en uygun
gelisme ortamini belirlemek amaciyla iki yil boyunca tarla kosullarinda gozlemler
almiglardir. Sporlarin 20 giine kadar tarla kosullarinda (25-28 °C) canl kalabildigi ve
maksimum ¢imlenme i¢in 25 °C sicakligin optimum oldugu ifade edilmistir. Nem orani
bakindan ise % 78’lik bir degerin maksimum enfeksiyon igin en uygun ortam oldugu
ortaya konmustur. Yapilan denemede tiim bitkilerin 10-90 giinde hastaliga yakalandig:
da rapor edilmistir.

Hossain vd (2007) 25 yerfistig1 genotipinin genetik materyal olarak yer aldig
caligmalarinda pas hastaligma dayamkli genotipleri belirlemislerdir. Ug yil boyunca
yiiriitiilen denemede genotipler 0-5 skalasina gore hasattan bir hafta oOnce
degerlendirilmistir. Calisma sonunda 259/88, 262/88, 255/88 ve M-5 genotiplerinin pasa
orta derecede dayanikli oldugu ifade edilmistir. Bu genotiplerin daha diisiik yaprak
dokme 6zelliginde oldugu da arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Mondal vd (2009) pas hastaligina degisik diizeylerde dayaniklilik gosteren
yerfistig1 genotiplerinde ISSR markerlerini kullanarak genetik cesitliligi belirlemisler ve
degerlendirmislerdir. 21 ISSR markerinin yer aldigi bu molekiiler ¢alismada 154
amplikon elde edilmis ve bunlarin 115’inin polimorfik oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla
polimorfizm orani1 % 74.67 olarak hesaplanmistir. Ug bolgelerinde ¢coklu “GA” ve ¢oklu
“AG” motifleri bulunan primerlerin kullanilmasi durumunda ise polimorfizm oram
strastyla % 74.85 ve % 77.27 olarak belirlenmistir. Ward metodu kullanilarak elde edilen
cluster dendogramda dort tane alt grup elde edilmis, A ve D gruplarinda sirasiyla
dayanikli ve hassas genotipler yer almislardir. Kruskal-Wallis tek yonli ANOVA analizi
sonrasinda UBC 810(540) markerinin pas hastaligina dayaniklilik ile iliskili oldugu
arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.

Khedikar vd (2010) pas hastalig: ile iliskili QTL’leri belirleyebilmek amaciyla
268 rekombinant inbred hattin yer aldig1 bir molekiiler ¢alisma ele almiglardir. 1089 SSR
markerin molekiiler tarama i¢in kullanildigi denemede sadece 67 marker polimorfik
bulunmustur. Analizler sonrasi olusturulan linkage haritasinda ise 14 linkage grubu yer
alirken molekiiler ve fenotipik datanin kombinasyonu sonucunda 12 QTL arastirmacilar
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tarafindan belirlenmistir. Ug farkli ¢evreden alian gozlemlerin yer aldigi calismada elde
edilen 12 QTL’in fenotipik varyasyonu % 1.70-55.20 oraninda agikladig1 ortaya
konmustur. Pas hastalig1 ile iliskili ana QTL’in varyasyona % 6.90-55.20 oraninda
katkida bulundugu da bu ¢alisma ile rapor edilmistir.

Mondal ve Badigannavar (2010) pas hastaligi ile iliskili SSR markerleri
tanimlamak aynm1 zamanda molekiiler ¢esitliligi incelemek amaciyla 20 yerfistigi
genotipini molekiiler olarak taramislardir. Yapilan analizler sonrasinda % 76.5’lik bir
polimorfizm orani elde edilmistir. Cluster analizinde ise % 52 benzerlik gosteren iki ana
dal bulunmustur. Arastirmacilar tek yonlii ANOVA ve basit regresyon analizi sonucunda
pas hastalig ile iligkili tic SSR marker gelistirmislerdir.

Mondal vd (2012) pas hastaligina dayanikli genotipleri laboratuar kosullarinda
molekiiler olarak belirleyebilmek adina EST-SSR markerler gelistirmislerdir. Calismada
NCBI veritabaninda yer alan EST’lerden 259 adet EST-SSR marker gelistirilmis ve daha
once gelistirilen 34 marker ile birlikte hastalikla iliskili marker1 bulmak ve dayaniklilik
genini haritalamak amaciyla kullanilmistir. Kruskal-Wallis analizi sonucunda Cer2,
SSR_G0340445, SSR_HO0115759, SSR_GO0341324 ve RGC 2 markerler1 hastaliga
dayaniklilikla iligkili olarak belirlenmistir. Ayrica bazi markerlerin canli strese karsi
ortaya ¢ikan protein aktivitesi ile de iligkili oldugu ifade edilmistir. Haritalama isleminde
ise SSR_G0340445 ve SSR_HO115759 markerlerinin hastaliga dayaniklilik genine
sirasiyla 1.9 ve 3.8 cM uzaklikta oldugu bildirilmistir. Ozellikle SSR_G0340445
markerinin dayanikliligin belirlenmesinde oldukg¢a basarili oldugu ifade edilmistir.

Mondal vd (2012a) kiiltiirii yapilan yerfistigina Arachis cardenasii yabani tiirii ile
yapilan melez sonucu aktarilan pas dayaniklilik genini molekiiler olarak belirlemislerdir.
Dayanikli ebeveyn VG 9514 ile hassas ebeveyn TAG 24 melezlemesinden elde edilen
164 rekombinant inbred hat 109 SSR marker ile taranmis ve olusturulan linkage
haritasinda 24 linkage grubu bulunmustur. Linkage haritasinin toplam uzunlugunun ise
882.8 ¢cM oldugu ifade edilmistir. pPGPseq4A05 ve gi56931710 markerleri dayaniklilik
genine sirasiyla 4.7 ve 4.3 ¢cM uzaklikta olarak arastirmacilar tarafindan hesaplamistir.
Bu iki markerin dayaniklilik geni ile iligkisi yapilan diskriminant analizi ile de
dogrulanmigtir. Markerlerin yer aldigi molekiiler taramada % 99.97 oraninda dayanikli
ve hassas genotiplerin ayirt edilebildigi bildirilmistir. Dolayisiyla yabani melez sonucu
elde edilen bu markerlerin dayanikliligi belirlemede kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Kelly vd (2012) pas hastaligina dayanikli olarak gelistirilen yeni ¢esit (Southern)
tizerinde fungisit etkisini gormek amaciyla bir ilag ¢alismasi ele almiglardir. Southern
¢esidinin Menzies ¢esidiyle kiyaslandigi denemede farkli ilaglama zamanlarinin yer
aldig1 fungisit kullanilan ve kullanilmayan iki farkli ortam olusturulmustur. Yapilan
calisma sonucunda ilagsiz ortamda Southern ¢esidinde daha yavas hastalik gelisimi
goriilmistiir. 14-21 giin araliginin ise fungisit kullanim: bakimindan avantajli oldugu
bildirilmistir.

Jakkeral vd (2013) yerfistiginda pasa dayaniklilik karakterinin kalittmini
belirlemislerdir. Hassas GPBD-5 genotipi ile dayanikli GPBD-4, ICGV 86699 ve ICGV
99005 genotiplerinin melezlendigi calismada tiim F1 genotiplerinin hassas oldugu ifade
edilmistir. Arastirmacilar bu sonuca gore hassaslik karakterinin dayaniklilik karakterine
baskin oldugunu belirtmislerdir. F2 neslinde hem hassas hem de dayanikli genotipler elde
edilmis ve ayrica segilen bazi dayanikli F» bitkileri dayanikli GPBD-5 genotipi ile
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melezlenmistir. A¢ilim sonrasi 3:1 (hassas:dayanikli) orani elde edilmistir. F3 neslinde
elde edilen agilim ile de bu oran desteklenmistir. Sonu¢ olarak yerfistiginda pas
hastaligina dayanikliligin tek genle kontrol edildigi ortaya konmustur.

Mondal vd (2014) vyerfistiginda pas hastaligina dayaniklilik genini
belirleyebilmek adina transposable element marker gelistirdikleri bir molekiiler ¢aligma
yiiriitmuslerdir. VG 9514 (pas dayanikli) ve TAG 24 (pas hassas) melezinden elde edilen
164 genotip bu denemede genetik materyal olarak degerlendirilmistir. Bulk analizinin
kullanildig1 ¢alismada 243 transposable element ¢ifti pas hastalifina dayanmiklilik ile
iligkisi bakimindan test edilmistir. Bu elementlerin i¢inden 40 primer ¢ifti ebeveynler
arasinda polimorfik bulunurken, iki transposable element markerinin (TE 360 ve TE 498)
hastaliga dayaniklilik ile iliskili oldugu belirtilmistir. Yapilan genetik haritalama
sonrasinda ise TE 360’in hastalik dayaniklilik genine 4.4 cM uzaklikta oldugu
hesaplanmistir. Arastirmacilar ¢alismada belirlenen markerlerin yerfistiginda pas igin
marker destekli seleksiyon ¢aligmalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Gajjar vd (2014) yerfistig1 genotiplerinde pas hastaligi ile iliskili SSR markerler
belirlemek amaciyla molekiiler bir deneme yiirlitmiislerdir. Calismada pas hastalig1 ile
iliskili 22 SSR marker ile 95 yerfisti1 genotipi taranmis ve 16 markerin hastalikla uyumlu
oldugu ifade edilmistir. 30 yabani Arachis tiiriinde yapilan molekiiler analizde ise
markerlerin ¢ok diisiik etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Hastalikla iligkili en fazla marker,
linkage grup 3 (sekiz SSR) ve linkage grup 4 (ii¢ SSR)’te yer almigtir. Markerler ile
dayaniklilik arasindaki zayif iliski analizler sonucu elde edilen Cluster analizinde de
gorilmiistir.

Jakkeral vd (2014) rekombinant inbred hatlar1 kullandigi denemelerinde pas
hastaligina dayaniklilig1 saglayan geni marker yoluyla belirlemek amaciyla molekiiler bir
calisma yiiritmiislerdir. Hassas ebeveyn (GPBD-5) ve dayanikli ebeveyn (GPBD-4)
melezinden gelistirilen F¢ mapping popiilasyonu ve ii¢ geri melez popiilasyonu genetik
materyal olarak molekiiler marker gelistirmede kullanilmistir. Calisma sirasinda hastaliga
dayaniklihik bakimindan rekombinantlar arasinda Onemli derecede fark oldugu
arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Fs Ve geri melez populasyonlarinda hastaliga
dayaniklilik karakterinin yiiksek kalitim derecesi ve genetik ilerleme gosterdigi ayrica
belirlenmistir. Molekiiler ¢alismalarda bulk analizi sonrasinda TC5A06 markerinin pas
hastaligina dayaniklilik karakteri ile iligkili oldugu ifade edilmistir.

Yeri vd (2014) pasa dayaniklilik ile iliskili QTL bolgelerini belirleyebilmek
amaciyla heterojenik inbred bitkilerden near isogenic hatlar (NIL) gelistirmislerdir.
Calismada pas hastaligima dayanikli GPBD 4 ¢esidi ile hassas TAG 24 ve TG 26
cesitlerinin yer aldig1 iki ayr1 melez sonucunda elde edilen bitkiler pasa dayaniklilik
bakimindan skorlanmistir. Pasa dayanikli near isogenic hatlarin GPBD tip allel tasirken
hassas near isogenic hatlarin TAG 24 ve TG 26 tip allel tagidig1 belirtilmistir. Bu allellerin
pasa dayaniklilik bolgesi ile iligkili ii¢ SSR lokusta (IPAHM103, GM1536 and GM2301)
yer aldig1 ifade edilmistir. Arastirmacilar gelistirilen NIL populasyonunun pasa
dayaniklilig1 haritalamada ve analiz etmede yarar saglayacagini rapor etmislerdir.

Varshney vd (2014) ii¢ elit hat (ICGV 91114, JL 24 ve TAG 24) ve GPBD 4
genotiplerine, pasa dayaniklilik ile iligkili ve fenotipik varyasyonun %82.62’sini
aciklayan AhXV linkage grubundaki QTL bdlgesini melezleme yoluyla aktarmayi
amaglayan bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Denemede bir dominant (IPAHM103) ve {i¢
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kodominant (GM2079, GM1536, GM2301) markerin kullanilmasi ile marker destekli
seleksiyon yapilmig ve bdoylelikle melezlerin takibi saglanmistir. Yapilan 2-3 geri
melezleme ile li¢ melezlemeden 200 hat gelistirilmis ve bunlardan 81 tanesi tarla
kosullarinda pas hastaligina dayanikli olarak belirlenmistir. Hassas kontrollerle
kiyaslandiginda bu dayanikli hatlarin verim bakimindan % 56-96 oraninda avantaj
sagladig ifade edilmistir. 43 hattin molekiiler olarak 13 marker ile taranmasi soncunda
ise 11 dayanikli hattin hedeflenen QTL bolgesini tagidigi rapor edilmistir.

Sukruth vd (2015) gelistirmis olduklar1 dort RIL ve ti¢ geri melez popiilasyonunu
birgok molekiiler marker ile pas hastaligina dayaniklilik bakimindan analiz etmislerdir.
Aragtirmacilar tarla gézlemlerini marker skorlar1 ile kiyaslayarak marker validasyonu
yaptiklar1 ¢aligmalarinda GMZ2009, GMZ2301, GMZ2079, GM1536, GM1954 ve
IPAHM103 markerlerini hastaliga dayaniklilik ile istatistiki olarak iliskili bulmuslardir.

Sudini vd (2015) ele aldiklar1 dayaniklilik calismasinda ICRISAT mini kor
koleksiyonunu pas hastaligina dayaniklilik bakimindan analiz etmislerdir. Tarla
sartlarinda yiiriitiilen ¢alismada 10 genotip dayanikli, 115 genotip orta derecede dayanikli
ve 59 genotip ise hassas olarak karakterize edilmistir.

2.3. Yerfistiginda Ge¢ Yaprak Beneklenmesi Hastahigina Kars1 Yiiriitiilen
Dayamkhhk Calismalar

Yerfistiginda iki farkli fungus, Cercospora arachidicola (erken yaprak
beneklenmesi) ve Cercosporidium personatum (ge¢ yaprak beneklemesi), yaprak
beneklenmesi hastaligina sebep olmaktadir. Bu iki hastaligin semptomlarini birbirinden
ayirmak ise bazen oldukca zordur. Erken yaprak beneklenmesinde yaprak {izerinde etrafi
sar1 bir halka ile ¢evrili kahverengi lezyonlar goriiliir ve bu semptomlar ekimden yaklasik
30 giin sonra ortaya ¢ikar. Geg yaprak beneklenmesi daha yaygin olmakla birlikte erken
yaprak beneklenmesinden farkli olarak koyu kahverengi-siyah sporlar meydana getirir ve
cogunlukla yapragin alt kisminda olusur. Geg yaprak beneklenmesine neden olan patojen
Cercosporidium personatum (Berk. & M.A. Curtis) Deighton (1967) olmakla birlikte
Cercospora personata (Berk. & M.A. Curtis) Ellis (1885), Cercosporiopsis personata
(Berk. & M.A. Curtis) Miura (1928), Cladosporium personatum Berk. & M.A. Curtis
(1875), Passalora personata (Berk. & M.A. Curtis) S.A. Khan & M. Kamal (1961),
Phaeoisariopsis personata (Berk. & M.A. Curtis) Arx (1983), Septogloeum arachidis
Racib. (1898) ve Mycosphaerella berkeleyi W.A. Jenkins (1938) tiir isimleri de sinonim
olarak literatiirde yer almaktadir. Erken yaprak beneklenmesinde oldugu gibi ge¢ yaprak
beneklenmesi de yaprak dokiilmesine ve verim kaybina neden olmaktadir. Ancak hastalik
etkisi ge¢ yaprak beneklenmesinde daha yikicidir (Liao ve Holbrook 2007). Sicakligin
25-30 °C oldugu ve yiiksek nem fungus enfeksiyonu ve hastaligin gelismesi i¢in olduk¢a
uygun ortamlardir (McDonald vd 1985). Ilk lezyonlar normal olarak toprak yiizeyine
yakin en yagh yaprak iizerinde goriiliir ve olusan conidialar riizgar, yagmur ve bdcekler
ile yakindaki yapraklara tasinirlar. Uygun kosullar oldugu siirece hastaligin ilerlemesi
tiim yetistirme sezonu boyunca devam eder ve yapraklarin tamaminin dokiilmesine kadar
ilerleyebilir (McDonald vd 1985). Hastalikla miicadelede fungisit kullanimi yaygindir ve
bu sekilde hastalik etkisi % 10’a kadar indirilebilmektedir. Ancak fungisit kullaniminin
yaygin olmadig1 bolgelerde kayiplar % 50’lere ulasabilmektedir. Hastalikla miicadelede
bir diger yontem ise ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikli genotiplerin gelistirilmesidir.
Cin’de yapilan ¢alismalarda 5700 genotip icerisinden sadece 53 genotip gec¢ yaprak
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beneklenmesine dayanikli olarak belirlenmistir (Liao 2003). Peru’da ise calisilan
koleksiyondan 69 genotipin hastaligin dayanikli oldugu ifade edilmistir (Singh vd 1997).
Bu karakterizasyonlara ilaveten hastalikla miicadele etmek ve dayanikli yeni genetik
kaynaklart belirlenmek amaciyla farkli genotiplerin yer aldigi ¢ok sayida geleneksel ve
molekiiler dayaniklilik ¢caligmast yiiriitiilmistiir.

Kornegay vd (1980) yerfistiginda ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikliligin
kalitimu {izerine yaptiklar1 calismada alt1 farkli Virginia tipi yerfistig1 genotipini genetik
materyal olarak kullanmislardir. Melezleme sonucu elde edilen F1, F2 ve ebeveyn hatlar
tarla kosullarinda denemeye alinmistir. Genel kombinasyon yetenegi 6zelliginin
kullanildig1 ¢calismada minimal yaprak dokiilme karakterinin eklemeli gen etkisi altinda
oldugu ifade edilmistir. Ebeveyn hatlardan NC-GP 343 ve NC 5 ge¢ yaprak
beneklenmesine dayaniklt NC 3033 ise hastaliga kars1 hassas olarak belirlenmistir.

Subrahmanyam vd (1982) belirlemis olduklar1 yerfistigi genotiplerinde geg
yaprak beneklenmesi hastaligina karsi dayanikliligi hem tarla hem sera kosullarinda bir
calisma ile test etmislerdir. Arastirmacilar ¢aligmalari sonunda bitkileri hastalifa
dayaniklilik bakimindan karakterize etmede kullanilan lezyon ¢api, yaprak dokiilme orani
ve sporulasyon karakterlerinin tarla kosullarinda hastalik skorlar1 ile énemli derecede
korelasyon gosterdigini ifade etmislerdir. Ayrica 6n gozlem ile segilen genotipler daha
sonraki asamalarda takip edilmis ve ¢ok sayida ge¢ genotip yaprak beneklenmesine
dayanikli olarak raporlanmistir.

Jogloy vd (1987) yerfistiginda ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikliligin ve bazi
agronomik karakterlerin kalitimi iizerine bir caligma yiiritmiiglerdir. 5 adet hastalik
dayanikli ana ve 4 adet babanin yer aldigi melez programindan elde edilen 20 F»
popiilasyonu bu denemede genetik materyal olarak kullanilmistir. Yapilan analizler
sonucunda agronomik karakterler ve hastalifa dayaniklilik bakimindan genel
kombinasyon yeteneginin istatistiki olarak yiiksek oldugu ifade edilmistir. Tohum kabugu
ve tohum boyu karakterlerinin ise yiliksek 6zel kombinasyon yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir. Baba ebeveynler arasindan NC 6 ve NC 7 genotipleri agronomik 6zellikler
ve gec yaprak beneklenmesine dayaniklilik bakimindan 6ne ¢ikmiglardir. Ana ebeveynler
arasinda ise dayaniklilik bakimindan istatistiki olarak fark bulunamamistir. Korealasyon
analizi sonrasinda hastaliga dayaniklilik karakterinin azalan lezyon sayisi, azalan lezyon
genisligi ve azalan spor iretimi ile dogru orantili oldugu ifade edilmistir. Hastaliga
dayaniklilik bakimindan genis anlamli kalitim derecesi en yiiksek 0.68 olarak
belirlenirken, dar anlamli kalittm derecesi en yiiksek 0.128 olarak arastirmacilar
tarafindan ortaya konmustur. Calisma sonunda hastaliga dayaniklilik bakimindan F»
popiilasyonunda seleksiyonun efektif olmadigi belirtilmistir.

Bourgeois vd (1991) gelisim, verim ve tohum Xkalitesi gibi karakterlerin geg
yaprak beneklenmesi hastaligindan ne derecede etkilendigini arastirmak amaciyla bir
calisma yiirtitmislerdir. Yapilan denemede kuru madde birikimi, yaprak alan indeksi ve
kapsiil iiretimi karakterleri fungisit uygulanan ve uygulanmayan tarlalarda
degerlendirilmislerdir. Denemenin ilk yilinda kuru yaprak agirligi, yaprak alan indeksi ve
toplam kuru agirlik karakterleri ekimden 93 giin sonrasinda genotipler arasinda istatistiki
olarak fark gosterirken, ikinci yilda ise ekimden 78 giin sonra bu karakterler adina 6nemli
farklilik goriilmistiir. Verim bakimindan ise Florunner genotipinde ilk yil % 37, ikinci
yil ise % 46 oraninda azalma oldugu bildirilmistir.
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Ouedraogo vd (1994) tiirler aras1 melezleme ile elde edilen 19 yerfistigi
genotipinde hem ge¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilig1 belirlemek hem de agronomik
performans1 degerlendirmek {iizere bir ¢alisma ele almislardir. Ug yil boyunca tarla
kosullarinda yiiriitilen bu denemede gozlem olarak her iki haftada bir hastalik skoru
alinmistir. Alinan gozlemler ile hastalik ilerleme egrisi (AUDPC) ve verim kayiplari
hesaplanmistir. Analizler sonucunda hastaliga dayaniklilik bakimindan genotipler
arasinda istatiski olarak fark gozlenmis olup verim bakimindan fungisit uygulanmayan
genotiplerin yaklasik % 50 daha az verime sahip oldugu rapor edilmistir.

Smith vd (1995) Georgia kentinde 1slah edilen ileri hatlarda ve Runner pazar tipine
ait ¢esitlerde verim ve geg yaprak beneklenmesine dayaniklilik bakimindan {i¢ ayr1 1slah
programi yiiriitmiislerdir. 9 ileri hat ve Florunner, Georgia Runner, GK-7, Southern
Runner ve Sunrunner ¢esitlerinin genetik materyal olarak yer aldig1 calismada fungisitin
kullanilmadigi deneme ile birlikte iki farkli zaman araliginda (14 giinve 28 giin)
diniconazole fungisiti kullanilmigtir. Hastalik skorlamasi 1-10 seklinde arastirmacilar
tarafindan yapilmistir. Fungisitin kullanilmadigi denemede Southern Runner ve GaT-
2566 genotipleri onemli derecede ge¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilik gostermistir.
Fungisit kullanilan denemelerde Georgia Runner ¢esidi istatistiki olarak diger genotiplere
kiyasla yiiksek verime sahip olarak bulunmustur. Georga Runner, Southern Runner, GK-
7, GaT-2566, Sunrunner ve Florunner genotiplerine ait ortalama verimin ise sirasiyla
5111, 4497, 4433, 4404, 4377 ve 4022 kg/ha oldugu arastirmacilar tarafindan ifade
edilmistir.

Motagi vd (1996) gec yaprak beneklenmesi hastaligina dayanikli genotipleri elde
etmek amaciyla mutasyon islahi metodunu kullanmiglardir. Caligmada Valencia 1
genotipine EMS uygulanmis ve ¢cok sayida mutat hat belirlenmistir. Bu mutantlardan 28-
2,45 ve 110 numaral1 genotipler hastaliga dayanikli ve yiiksek verimli olarak karakterize
edilmistir. Arastirmacilar caligmalar1 sonucunda ge¢ yaprak beneklenmesi ile miicadelede
dayanikliligin verim ve kalite gibi fakorleri siirladigini ancak en iyi miicadele
yonteminin dayanikli genotiplerin gelistirilmesi oldugunu ifade etmislerdir.

Grichar vd (1998) dort farkli hastalikla miicadele programini farkli yerfistig
genotiplerini kullanarak uygulamiglar ve en uygun fungisit ve uygulama zamanini
belirlemeye ¢alismislardir. Denemede tebuconazole ve chlorothalonil fungisitleri 14, 21
ve 28 giinde bir kullanilmigtir. Ayrica fungisitlerin kullanilmadigi bir programda
uygulanmistir. Agir hastalik kosullar1 altinda fungisit uygulanmadiginda Southern
Runner ve Georgia Browne gesitlerinin Florunner, GK-7 ve Georgia Runner ¢esitlerine
oranla hastaliga kars1 daha hassas oldugu bildirilmistir. 14 giinde bir uygulamada ise 21
ve 28 giinde bir uygulamaya goére daha az hastalik belirtisine rastlanmis ancak her {i¢
uygulama tarihi arasinda verim bakimindan bir fark olmadig1 arastirmacilar tarafindan
rapor edilmistir.

Motagi vd (2000) mutant yerfistig1 genotiplerini kullandig1 ¢aligmalarinda geg
yaprak beneklenmesine dayanikliligin kalitimini ele almislardir. Metot olarak hastaliga
dayanikli mutant genotip VL 1-45, hassas genotip VL 1 ve ebeveyn hat DER ile {iglii
kombinasyon seklinde melezlenmistir (VL 1-45x VL I, VL 1-45 x DER ve VL 1 x DER).
Calismada elde edilen tiim F1’lerin orta derecede dayaniklilik degerlerine sahip oldugu
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Ac¢ilim sonrasi F2’de DER ile melezlenen
genotiplerin mutasyon etkisinden dolay1 elemine oldugu ifade edilmis olup dayaniklilik
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karakterinin resesif genler tarafindan kontrol edildigi bu ¢alisma sonucunda
raporlanmistir.

Pande vd (2001) yabani Arachis tiirlerinde gec¢ yaprak beneklenmesine karsi
dayaniklilig1 test etmek amaciyla bir sera ¢alismasi yiirlitmiislerdir. 74 yabani genotipin
yer aldigi bu denemede hastaliga hassas olan TMV 2 genotipi kontrol olarak
kullanilmistir. Genotipler yapraklarinda meydana gelen hasar bakimindan 1-9 skalasina
gore skorlanmig ve degerlendirilmistir. A. hoehmei ve A. duranensis tiirlerine ait sirasiyla
ICG 8190 ve ICG 13199 genotipleri iki tekerriirlii yapilan bu ¢alismada higbir semptom
gostermemiglerdir. Buna ilaveten, 26 genotip dayanikli olarak siniflandirilirken, 10
genotip orta derecede dayanikli ve geriye kalan 36 genotip hassas olarak belirlenmistir.
Denemede A. monticola tiiriine ait 4 genotipinde hassas olarak karakterize edildigi
bildirilmistir.

Dwivedi vd (2002) tiirleraras1 melezleme sonucu elde edilen 15 genotipi geg
yaprak beneklenmesine dayaniklilik bakimindan tesadiif bloklar1 deneme desenine gore
iic tekerriirlii olarak test etmislerdir. Yaprak basina lezyon sayisi, lezyon c¢ap,
sporulasyon indeksi, hasarli yaprak alam1 ve hastalik skoru denemede kullanilan
genotipleri karakterize etmede kullanilmislardir. Alinan gézlemler sonucunda ICGV
99006, ICGV 99013, ICGV 99004, ICGV 99003 ve 99001 genotipleri hastaliga dayanikli
olarak belirlenmis ve yiiriitiilecek 1slah ¢alismalarinda ebeveyn olarak kullanilabilecegi
ifade edilmistir.

Culbreath vd (2002) benomyl ve chlorothalonil fungisitlerinin yerfistiginda geg
yaprak hastalig1 {izerinde etkilerini incelemek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. iki
yil boyunca tarla kosullarinda yiiriitiilen denemede fungisitler sira ile direk uygulama,
karigtirarak uygulama ve sira ile bloklara uygulama gibi 3 farkl tarzda bitkilere
uygulanmis ve elde edilen sonuglar tam sezon uygulama ile karsilastirilmistir. Yapilan
caligma sonucunda karisim uygulamasi ile sira ile uygulamanin tiim sezon uygulamaya
gore ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligi tizerinde daha etkin oldugu sonucu elde
edilmistir. Arastirmacilar ayrica yaptiklari ¢alismada tiim sezon boyunca sadece benomyl
fungisitinin uygulanmast durumunda hastalikla miicadelenin miimkiin olmadigimi da
ifade etmislerdir.

Pande vd (2002) ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikliligi belirlemede hangi
karakterlerin kullanilmas1 gerektigi ile ilgili bir arastirma yapmiglardir. Bes adet tiirler
arast melezin ve iki hassas ¢esidin kullanildigi denemede hem tarla hem de sera
kosullarinda testleme islemleri yapilmistir. Tiirler arast melez sonucu elde edilen tiim
genotiplerin hem tarla hem de sera ortaminda istatistiki olarak daha uzun inkiibasyon ve
latent siiresine, diisiik lezyon sayisina, lezyon sikligina, kii¢lik lezyon ¢apina ve daha az
hasarl1 yaprak alanmma sahip oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.
Korelasyon analizi sonucunda ise inkiibasyon siiresi ve latent periyot arasinda 6nemli bir
pozitif korelasyon goriiliirken, bu karakterler lezyon sayisi, lezyon sikligi, lezyon c¢api,
sporulasyon indeksi, hasarli yaprak alani ve yaprak dokiilmesi karakterleri ile negatif
korelasyon gostermistir. Arastirma sonucunda latent periyot, lezyon ¢api, sporulasyon
indeksi ve yaprak dokiilme orani karakterleri ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikliligt
belirlemede ana bilesenler olarak belirlenmistir.

Kishore vd (2005) ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligi ile miicadelede chitinolytic
bakterisini kullanarak hastalik patojenini biyolojik olarak kontrol altina almay1
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amaglayan bir deneme yiiritmiislerdir. Calismada bakteri koleksiyonundan segilen ve
antifungal etkiye sahip Bacillus circulans GRS 243 ve Serratia marcescens GPS 5
bakterileri sprey seklinde hastaliga yakalanmis bitki yapraklarina uygulanmustir.
Arastirma sonucunda kitin eklemeli uygulamalarda bakterilerin hastaligin biyolojik
kontroliinii saglamada basarili oldugu ifade edilmistir. Buna ilaveten GRS 243 ve GPS 5
bakterilerinin tarla kosullarinda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla % 62 ve % 75 oraninda
verim artigini sagladigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Mace vd (2006) ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikliligi molekiiler seviyede
karakterize edebilmek amaciyla SSR analizi yiiriitmiislerdir. Metot olarak, 23 SSR
marker gec¢ yaprak beneklenmesine farkli derecelerde dayaniklilik gosteren 22 yerfistigi
genotipini taramada kullanilmigtir. 23 lokusun gozlendigi bu tarama sonrasinda 12 SSR
marker (% 52) polimorfizim gostermistir. Bu ¢alismada elde edilen polimorfizim orani
ise yerfistiginda ilk ¢alisma olarak raporlanmistir. Caligmada ayrica ¢ok yonlii skala ve
cluster analizleri yiiriitiilmiis ve li¢ farkli grup elde edilmistir. Kullanillan AMOVA ve
Kruskal-Wallis  analizleri belirlenen SSR  markerlerin  hastaligi  haritalamada
kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Kishore vd (2007) esansiyel yaglarin ve bilesenlerinin ge¢ yaprak beneklenmesi
hastalig1 lizerindeki anti-fungal aktivitelerini degerlendirmislerdir. Karanfil yagi, tar¢in
yagl ve bes temel yag bileseninin (citral, eugenol, geraniol, limonene ve linalool)
kullanildig1 calismada targin yagi, karanfil yagi ve citral kullaniminda (0.01 % vol/vol)
Phaeoisariopsis personata patojenine ait sporlarin inhibe oldugu bildirilmisir. Temel yag
bilesenlerinden limonene ve linalool ise ¢ok az antifungal etki gostermislerdir. Karanfil
yaginin (% 1 vol/vol) inokiilasyondan 10 dakika once sprey seklinde kullaniminda
hastalik etkisinin yaklasik % 58 oraninda azaldig1 da ¢alismada raporlanmistir.

Nobile vd (2008) ge¢c yaprak beneklenmesine neden olan patojenin ilk
enfeksiyonu sirasinda bitki savunmasinda gorev alan genleri belirleyebilmek adina
molekiiler bir caligma yiiriitmiislerdir. Hastalia dayanikli iki genotipin yer aldigi
denemede cDNA macroarray teknigi kullanilmistir. Yapilan gen ekspresyon analizleri
sonrasinda 700’den fazla EST’nin patojenin ilk enfeksiyonunda gorev aldigi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Woodward vd (2008) hem ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikli genotipleri
belirleyebilmek hem de fungisitin kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikabilecek farkliliklar:
saptamak amaciyla sulanan ve sulanmayan tarlalarda bir deneme yiiriitmiislerdir.
Pyraclostrobin, tebuconazole, azoxystrobin gibi farkl fungisitlerle yapilan ¢alismada tiim
fungisitlerin hem sulanmis hem de sulanmamuis tarlalarda benzer seviyede etkili oldugu
ifade edilmistir. Azaltilmis fungisit uygulanmasinin ise ekonomik olarak daha az katki
verdigi belirtilmistir. Kullanilan genotipler kiyaslandiginda Georgia-03L ve Georgia-01R
cesitlerinde en diisiik yaprak lekesi semptomu goriilmiistiir.

Mondal vd (2008) yerfistiginda ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayanikli
genotipleri belirleyebilmek adina molekiiler bir ¢calisma ele almiglardir. Arastirmacilar
ayrica en etkin marker yontemini tespit edebilmek amaciyla RAPD ve ISSR marker
yontemlerini karsilastirmislardir. Hastaliga kars1 farkli reaksiyonlara sahip 19 yerfistigi
genotipinin yer aldig1 denemede 17 RAPD ve 21 ISSR primeri kullanilmis ve sirasiyla
119 ve 153 amplikon elde edilmistir. RAPD marker ile edilen amplikonlardan 56 tanesi
polimorfik iken bu say1 ISSR i¢in 114 olarak bulunmustur. Polimorfizm orani bakimindan
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ise ISSR (% 74.5) markerin, RAPD markere (% 47.1) kiyasla daha yiiksek bir degere
sahip oldugu ifade edilmistir. Beklenen heterozigotluk, efektif multipleks oran1 (EMR)
ve marker indeksi (MI) bakimindan ISSR markerin RAPD markere gére 6nemli derecede
yiiksek degere sahip oldugu belirlenmistir. RAPD ve ISSR matrisi diisiik bir korelasyon
gosterirken (r=-0.125), RAPD+ISSR matriksi ile RAPD (r=0.71) ve ISSR (r=0.75)
arasinda 6nemli bir korelasyon gozlenmistir. Kiimeleme analizi bakimindan ise RAPD
ile edilen dendogramin geg yaprak beneklenmesine dayaniklilik karakteri ile daha uyumlu
oldugu arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Defensinler kiiglik pozitif yiiklii mikrobial peptidlerdir ve bir¢cogu antifungal
aktivite gosterirler. Anuradha vd (2008) yaptiklar1 biyoteknolojik ¢alismada hardal
bitkisinde defensin sentezinden sorumlu gen bolgesini klonlamislar ve yerfistig1 bitkisine
aktarmiglardir. Bu gen bolgesinin Raphanus sativus bitkisine ait defensin sentezinden
sorumlu genler (RSAFP-1 ve RsAFP-2) ile % 90 oraninda benzerlik gosterdigi
aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir. Klonlanan gen bdlgesinin yerfistigina aktarilmasi
sonrasinda transjenik yerfisti§i genotiplerinin ge¢ yaprak beneklenmesine karsi
dayaniklilik gosterdigi ifade edilmistir.

Favero vd (2009) sahip olduklar1 yabani ve kiiltiir yerfistig1 genotiplerinde ge¢
yaprak beneklenmesi hastaligina dayanikli bireyleri belirleyebilmek amaciyla laboratuar
kosullarina bir ¢aligma yiiriitmislerdir. Sicakligin 25 °C ve fotoperiyodun 10 saat 151k /
14 saat karanlik oldugu deneme ortaminda 20-42 giin boyunca yabani ve kiiltiir yerfistig
genotiplerine inokiilasyon islemi arastirmacilar tarafindan uygulanmistir. Calisma
sonrasinda ¢ogu yabani tiiriin A. hypogaea tiiriine ait genotiplerden daha dayanikli oldugu
ifade edilmistir. A. hypogaea tiiriiniin muhtemel atasi oldugu iddia edilen Arachis
monticola tiirti ise diger yabani tiirlere kiyasla ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina daha
hassas olarak belirlenmistir. Calisma sonunda yabani genotiplerin dayanikliligin
aktarilmasinda birer ebeveyn olarak kullanabilecegi arastirmacilar tarafindan bu ¢alisma
ile raporlanmustir.

Culbreath vd (2009) ge¢ yaprak hastaligi ile miicadelede yeni kullanilmaya
baslanilan penthiopyrad fungisitinin hastalik tizerinde etkisini belirleyebilmek amaciyla
ti¢ y1l boyunca tarla kosullarinda farkli dozlarda ilag uygulama denemesi yiirlitmiislerdir.
Calismada elde edilen sonuglar ise standart fungistler olan chlorothalonil, tebuconazole
ve azoxystrobin ile kiyaslanmigtir. Arastirmacilar hektara 0.2 kg Al penthiopyrad
kullanilmas1 durumunda hastalik etkisinin diger standart fungisitlerle ayni1 oldugunu
belirtmislerdir. Benzer sekilde elde edilen verimin standartlar ile benzer ya da daha
yiiksek oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.

Chapin vd (2010) sahip olduklar1 Virginia tipi yerfistiklarini tarla kosullarinda geg
yaprak beneklenmesine dayaniklilik bakimindan ele almisladir. Ug yil boyunca yiiriitiilen
denemede 47 Virginia tipi 1slah hatt1 ve 8 ticari ¢esit genetik materyal olarak
kullanilmustir. ik y1l elde edilen verilerde toplamda 4 hat ve cesidin (Bailey, NO3088T,
GA-03L ve N03090T) kontrolden (NC-V 11) daha az yaprak dokiilmesi gosterdigi ifade
edilmistir. Denemenin ikinci yilinda 3 hattin (GA-03L, Bailey ve NO3088T) ge¢ yaprak
beneklenmesi hastaligina kontrolden daha dayanikli oldugu arastirmacilar tarafindan
tespit edilmistir. Son yilda ise higbir genotip ¢ok dayanikli olarak belirlenememistir.
Sonug olarak, arastirmacilar yaptiklar1 denemede sahip olduklar1 hatlarin ge¢ yaprak
beneklenmesine kars1 istenen derecede dayaniklilik gostermedigini bildirmislerdir.
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Mondal ve Badigannavar (2010) molekiiler gesitliligi belirleyebilmek ve ge¢
yaprak beneklenmesine dayaniklilik ile iligkili SSR markerleri gelistirebilmek amaciyla
20 yerfistig1 genotipini kullanarak bir molekiiler ¢alisma yiirtitmiislerdir. Denemede 26
primerin kullanilmas1 sonucunda 136 bant elde edilirken bunlardan 104 tanesi polimorfik
olarak bulunmustur. Cluster analizi (UPGMA) sonrasinda % 52’lik benzerlik oranina
sahip iki ana grup elde edilmistir. Kruskal-Wallis, ANOVA ve regresyon analizleri
sonucunda ise dort adet SSR markerin geg¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilik ile iliskili
oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.

Bitki boyu, verim ve verim unsurlari, kalite, baz1 hastalik ve zararlilara karsi
dayaniklilik gibi bir¢cok karakter kantitatif olarak kontrol edilmektedir. Kantitatif
Ozelliklerin gen bolgeleri ise QTL (quantitative trait loci) olarak adlandirilmaktadirlar.
Bu genlerin genom igerisinde nerede olduklarini bilmek bitki 1slah1 ¢alismalar1 agisindan
oldukca énemlidir (Is¢i 2008). Geg yaprak beneklenmesine dayaniklilik bircok gen
tarafindan kontrol edilmektedir. Khedikar vd (2010) yaptiklari molekiiler analiz ile geg
yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik karakteri ile iliskili QTL bolgelerini
belirlemeye ¢alismislardir. TAG 24 X GPBD 4 melezine ait 268 rekombinant inbred
hattin genetik materyal olarak kullanildigi ¢alismada genotipler 1089 SSR markeri ile
taranmis ve % 6.15 oraninda bir polimorfizm elde edilmistir. Bu markerlerin kullanilmasi
ile 56 SSR lokusun yer aldigi 14 linkage grubunun bulundugu bir linkage haritasi
olusturulmustur. Genotipik ve 3 farkli ¢evreden aliman fenotipik data kullanilmasi
sonucunda ise ge¢ yaprak beneklenmesi i¢in 11 QTL (fenotipik varyasyonu % 1.7-6.5
oraninda agikliyor) belirlenmistir.

Singh vd (2011) detayli fizyolojik analizin bitki-hastalik etkilesimini anlamada ve
cesit gelistirme siirecinde 6nemli olabilecegini ifade etmislerdir. Arastirmacilar ytliriitmis
olduklar1 deneme ile yerfistigi genotiplerinin ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina
yakalanmasi durumunda biiyiime, fotosentez ve verim gibi komponentlerin degisimlerini
incelemislerdir. York ve Carver ¢esitlerinin yer aldigi ¢caligmada fungisit uygulanan ve
uygulanmayan iki farkli ortam olusturulmustur. Hastalik etkisi (1-10 skalas1), lezyon
alani, yaprak yasam siiresi, toplam fotosentez, bitki biiylime ve kapsiil verimi karakterleri
hastaligin etkilerini belirleme siirecinde kullanilmistir. Olusan lezyon bakimindan York
cesidinde Carver ¢esidinde kiyasla % 30 daha az etki gdzlenmistir. Fungisitin kullanildig:
bloklarda verim her iki genotip adina da artmistir. Toplam fotosentez dl¢iimlerinde York
cesidinde daha fazla negatif etki goriilmistiir. Arastirmacilar, hastalik siirecinde
fizyolojik 6zelliklerin siirdiiriilmesi durumunda verimin artabilecegini sonug olarak rapor
etmislerdir.

Singh vd (2011a) ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina karsi farkli dayaniklilik
seviyesi gosteren iki yerfistifi genotipinde hastaliga yakalanma durumunda meydana
gelebilecek fotosentetik degisimleri ele almislardir. iki yil boyunca yiiriitiilen denemede
CO asimilasyon oran1 ve yaprak dokiilme hiz1 karakterleri hastalik etkisinde
incelenmistir. Calisma sonunda hastalik durumunda York cesidinde Carver cesidine
kiyasla daha yavas yaprak yaslanmasi goriilmesine ragmen, her iki cesitte benzer CO2
asimilasyon orani1 gozlenmistir. Aragtirmacilar bu karisik durumun her iki genotipteki
lezyon farkliliklarindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.

Gremillion vd (2011) ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayanikli, yiiksek
verimli yerfistig1 genotiplerini belirleyebilmek amaciyla hem Bolivya hem ABD’de tarla
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calismalan yiiriitmiislerdir. Iki {ilkede alt1 lokasyonda yapilan denemelerde Bayo Grande,
MDR-98, ii¢ 1slah hatt1, C-99R ve Georgia Green genotipleri split-blok diizeninde tarlaya
ekilmistir. Metot olarak fungisit kullanilmayan ve iki tebuconazole fungisiti kullanilan {i¢
farkli uygulama gergeklestirilmistir. Calisma Ol¢limleri sonunda yaprak dokiilme
ylizdesine ait hastalik ilerleme egrisi (AUDPC) Bolivya’da yiiriitilen denemelerde
ABD’de yiiriitiilen denemelere gore daha diisiik bir deger gostermistir. Hastalik olus
sikligr karakteri adina olusturulan AUDPC igin ise her iki bolgede benzer degerler
kaydedilmistir. Genotipler degerlendirildiginde Bolivya’da yetistirilen 1slah hatlarinin iyi
dayaniklilik gosterdigine dair bir bulgu elde edilememistir. Verim bakimindan ise
ABD’de yapilan denemede 1slah hatlar1 diger genotiplere kiyasla daha yiiksek degerler
gostermislerdir. Kullanilan fungisitin etkinligi bakimindan Bolivaya’da fungisitin daha
baskilayici oldugu ayrica rapor edilmistir.

Shoba vd (2012) yiiriitmiis olduklar1 molekiiler ¢alismada yerfistiginda ge¢ yaprak
beneklenmesine dayaniklilik ile iligskili SSR markerleri gelistirmislerdir. Aragtirmacilar
denemelerinde ge¢ yaprak beneklenmesine hassas genotip TMV 2 ile dayanikli genotip
COG 0437°yi melezlemisler ve elde ettikleri F2 popiildssyonunu marker analizi i¢in
kullanmiglardir. F2:3 generasyonu ise fenotipik veri almak amaciyla degerlendirilmistir.
Ebeveynler 77 SSR marker ile taranmig ve polimorfik markerler belirlenmeye
calisilmigtir. Kullanilan bu markerler igerisinden dokuz primer TMV 2 ve COG 0437
genotipleri arasinda polimorfik bulunmustur. Yapilan bulk isleminin ardindan ise se¢ilen
ti¢c primerin (PM 375162, pPPGPseq5D5220 ve PM 384100) dayanikli ve hassas bulklari ve
genotipleri ayirabildigi ifade edilmistir. Bu markerler ile fenotipik varyasyonun % 32-59
oraninda agiklandig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Livd (2012) ABD ve Cin’den almis olduklar: yerfisti§1 genotiplerini ge¢ yaprak
beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan iki yi1l boyunca tarla kosullarinda
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar her iki deneme yilinda genotipler arasinda yaprak
dokiilme karakteri bakimindan % 10-% 97 oraninda bir varyasyon elde etmislerdir. C689-
2, Georgia-01R, C12-3-114-58, C11-154-61, Tifguard and Georganic genotipleri
hastaliga kars1 dayanikli olarak belirlenirken, NC-6, Spancross, GT-C9, GTC20 ve PE-2
genotipleri ise ¢calismada hassas olarak karakterize edilmistir. Cin kdkenli {i¢ genotip ise
hastaliga kars1 hassas olarak belirlenmistir.

PR proteinleri, PR-5 ve defensins fungal patojenleri i¢in antifungal proteinlerdir.
Vasavirama ve Kirti (2012) yiiriitmiis olduklar1 biyoteknolojik ¢alisma ile bu proteini
kodlayan genler olan SniOLP (Solanum nigrum osmotin-like protein) and Rs-AFP2
(Raphanus sativus antifungal protein-2) genlerini 35S promotorii kullanarak yerfistigi
genotipine aktarmislardir. Yapilmis olan PCR, RT-PCR ve Southern hybridization
teknikleri ile de genlerin basarili sekilde aktarildigi ortaya konmustur. Boylelikle
transjenik yerfistig1 genotiplerinde patojene dayaniklilik saglanmistir. Transjenik bitkide
aktarilan genlerin eksprese oldugu durumda ise yapraktaki lezyon genisliklerinde azalma
ve hastalik olusumunda yavaslama arastirmacilar tarafindan goézlenmistir.

Kelly vd (2012) Avustralya’da yeni gelistirilen yerfistig1 ¢esidinin (Sutherland)
gec yaprak beneklenmesine dayanikliligini yiiriitmiis olduklar1 fungisit denemesiyle ele
almiglardir. Queensland bolgesindeki iki bolgede yiiriitiilen ¢alismada ¢esidin diger bir
ticari ¢esit ile kiyaslamasi1 yapilmis ve ayrica ilk fungisit kullanim tarihi, kullanim aralig
gibi hastalikla miicadele programlarinin etkileri izlenmistir. Deneme sonunda fungisitin
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kullanilmadig1 kontrol grubunda Sutherland ¢esidi diger ticari ¢eside gore daha diisiik
hastalik orani géstermistir. Fungisit kullanim tarihi bakimindan genellikle 14 veya 21 giin
sonra kullanim en uygun zaman olarak belirlenirken iki ¢esit arasinda zaman bakimindan
Oonemli bir fark olmadig1 bildirilmistir.

Pasupuleti vd (2013) yiirtitmiis olduklar1 melezleme calismasi ile dayaniklilik
mekanizmasi ve hastaligin kalitimi iizerine bir ¢alisma ele almislardir. Ug ayr1 melez ve
dayanikli tiirler arasi iki melezin respirokal melezleri bu ¢aligmada hastaligin kalitimini
belirlemede kullanilmistir. Hem tarla hem de kontrollii kosullarda ge¢ yaprak
beneklenmesine dayaniklilik ile iligkili karakterlere ait gozlemler alinmistir. Yapilan
analizler hastaliga dayanikliligin hem ¢ekirdekteki genetik materyal tarafindan hem de
maternal olarak kontrol edildigini gostermistir. Nuklear gen etkisi olarak eklemeli gen
etkisinin olusan varyasyonda ana katkiyr yaptigi ifade edilmistir. JL 24 X ICG 11337
melezi ve respirokalinde sadece eklemeli gen etkisi onemliyken JL 24 X ICG 13919
melezi ve respirokalinde hem eklemeli hem de dominant gen etkisinin varyasyona katkida
bulundugu bildirilmistir. JL 24 ve ICG 13919 genotiplerine ait dominant maternal
etkininde varyasyona katkida bulundugu ifade edilmekle birlikte her iki melezde eklemeli
maternal etki 6nemli bulunmustur.

Sukruth vd (2015) gelistirmis olduklar1 73 ileri hatt1 birgok molekiiler marker ile
gec yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan analiz etmislerdir. Tarla
gozlemlerininde kullanildigi ¢alismada hastalik skorlar1 ile marker skorlari
kiyaslanmistir. Calisma sonucunda GM1954, GM1009 and GM1573 markerleri geg
yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik karakteri ile iligkili olarak ortaya
konmustur.

2.4. Yerfistiginda Nematod Zararhsina Kars Yiiriitiilen Dayamkhilik Calismalari

Nematodlar (yuvarlak solucanlar) yuvarlak yapida, ¢ok hiicreli, bilateral simetrili
ve segmentsiz omurgasiz hayvanlardir. Genis bir yayilma alanina sahip olan bu canlilar
toprak, su ve ¢iiriimekte olan organik maddelerde yasarlar (Imren ve Elek¢ioglu 2008).
Nematodlar igerisinde yer alan bazi bitki paraziti nematodlar bitki koklerinde ve vejetatif
organlarda 6nemli zararlara neden olurlar. Bitki paraziti nematodlar adindan anlasilacag:
gibi bitkilerden beslenirler ancak boylarinin 0,25 mm - 3 mm ve ¢aplarinin yaklagik 1-20
u olmasindan dolay1 ¢iplak gozle goriilemezler. Kok-ur nematodlart (Meloidogyne spp)
tiim diinyada dagilim gostermekte ve bilhassa gevsek yapili kumlu topraklarda yetigen
bitkilerde 6nemli ekonomik zararlara yol agmaktadir (Yiiksel 1974). Yagmur ve sulama
sulari, riizgar, bitki artiklari, tarim makineleri ile fidan ve tohumlarla yayilan bu obligat
parazitler kokiin derinligine bagli olarak 3-6 metreye kadar inebilirler. Kok bolgesine
yerlesen nematodlarda eseysiz lireme sonrast yumurtadan ¢ikan larvalar kok dokusuna
girerek korteks bolgesinde beslenirler ve koklerde larva sayisina bagli olarak degisen
biiyiikliikklerde gallerin olusmasina sebep olurlar (Kati ve Mennan 2006). Kokte olusan
bu galler, kok-ur nematodunun en tipik zarar seklidir ve biiylik verim kayiplarina neden
olurlar. Ayrica kapsiillerde olusan ciddi sekil bozukluklar1 ve kahverengi lezyonlar diger
onemli zararli etkileridir (Rich vd Kinloch 2009). Meloidogyne arenaria, M. hapla ve M.
javanica yerfistiginda etkili olan kok-ur nematodlaridir. M. hapla genellikle serin
bolgelerde yaygin olup ABD’de Virginia ve Oklahoma eyaletlerinin kuzeyi, Hindistan’da
Punjab boélgesi ve Cin’de Shandong vilayeti parazitin spesifik olarak gortildiigii
bolgelerden bazilaridir (Bridge ve Starr 2007). M. javanica ABD’de ¢ok yaygin
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olmamakla birlikte Misir ve Hindistan’da yerfistiginin yetistirildigi bolgelerde bu tiire
rastlanmistir. M. arenaria ise diger tiirlere goére daha yaygin olup Meloidogyne arenaria
(Neal) Chitwood 1k 1 yerfistiginda en ciddi parazitik etkiye sahiptir (Rich ve Kinloch
2009). Bu parazitin sebep oldugu kayiplar1 azaltmak amaciyla ekim ndbeti ve
nematisitlerin kullanilmasi ¢ok yaygin bir yontemdir. Ayrica M. arenaria’nin konukgu
olmadig: bir bitki ile yapilacak olan rotasyon toprakta zararli popiilasyonunun azalmasini
saglamaktadir (Johnson vd 1999). Nematoda dayanikli yerfistig1 tiplerinin kullanilmasi
durumunda ise ekstra rotasyona ve nematisit kullanimina gerek kalmadan verim
kayiplarini 6nlemenin miimkiin oldugu da ifade edilmistir (Simpson 2001). Ancak
kiiltiirti yapilan yerfistiginda sadece orta derecede dayanikliliga rastlanmistir (Holbrook
ve Noe 1992). Yerfistiginda nematoda dayanikli genotipleri tarla ve laboratuar
caligmalar1 ile belirleyebilmek, yabani tiirlerde bulunan dayanikliligi aktarmak ve
nematisit gelistirmek amaciyla basta ABD’de olmak {izere bircok iilkede farkl
aragtirmacilar tarafindan ¢ok sayida ¢alisma ele alinmustir.

Holbrook vd (1983) Meloidogyne arenaria ile enfekte olmus yerfistigi
genotiplerinde kokteki gal sayisinin ve yumurta olusum oranlarinin belirlenebilmesi
amaciyla pratik bir yontem gelistirmislerdir. Arastirmacilar phloxine B ile yapilacak kok
boyamasinin yumurtalarin gézlenmesini kolaylastirdigin1  bildirmislerdir. Ayrica
calismada 293 yerfistigi genotipi nematoda dayaniklilik bakimindan ele alinmis ve
koleksiyonda yiiksek dayaniklilik gosteren genotip olmadigi ifade etmislerdir.

Baltensperger vd (1986) ¢ok yillik ve yem bitkisi olma potansiyeline sahip yabani
Arachis glabrata tiiriinde nematod dayanikliligini ele almiglardir. M. arenaria irk 1, M.
javanica, ve M. incognita irk 1 ve 3 nematod tiirlerinin enfeksiyon olusturmada
kullanildig1 calismada her bir bitki 3000 nematod yumurtas: ile inokulasyona maruz
birakilmistir. Bu islemden {i¢ ay sonra ise gal sayisi1 ve yumurta birikimi karakterleri ile
her bir bitki karakterize edilmistir. Caligma sonunda bu yabani genotipe ait bitkilerin
nematod tiirlerine dayanikli oldugu ifade edilmistir. Arastirmacilar denemede
kullandiklar1 A. hypogaea tiiriinde nematod dayanikliligina rastlamamis ancak yapilacak
melezlemelerle  Arachis glabrata tirindeki  dayanikliligin  aktarabilecegini
bildirmislerdir.

Wheeler ve Starr (1987) Teksas eyaletindeki 5 ayri ilde yerfistigini enfekte eden
nematod tiirlerini belirleyebilmek amaciyla bir sorvey calismast yiritmiislerdir.
Aragtirmacilar toplanan 6rneklerde en fazla Criconemella tiiriine rastlamis ancak bu
nematodlarin bitkilere zarar vermedigini ifade etmislerdir. Toplanan 6rneklerin yaklasik
% 15’inde ise Meloidogyne arenaria tiirline rastlanmistir. Mikro alanlarda yiiriitiilen
denemelerde M. arenaria popiilasyonlar: ile kapsiil verimi arasinda negatif iliski not
edilmistir. Yapilan linear modelde 500 cm?® toprakta yer alan 44-83 M. arenaria
popiilasyonunun yerfistiginda % 10 verim kaybina neden oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir. Ayrica ¢ok diisiik yogunlukta da olsa Pratylenchus ve Belonolaimus
cinslerine ait nematod tiirleri bu sorvey ¢alismasinda rapor edilmistir.

Holbrook ve Noe (1990) Arachis cinsinde nematod dayanikliligini1 karakterize
etmek ve dayanikli gesitleri gelistirebilmek amaciyla sera testlemeleri yapmuslardir. 36
adet yabani genotipin hassas ¢esit Florunner ile kiyaslandigi denemede gal sayisi
karakteri dayanikliligi belirlemede kullanilmigtir. Deneme sonras1t A. monticola ve A.
hypogaea genotipleri arasinda kokteki yumurta sayis1 bakimindan istatistiki olarak fark
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gbzlenmemistir. Buna ilaveten A. monticola tiiriindeki konukgu etkinligi 3.46 olarak
kaydedilmistir. Bu deger bu tiiriin nematoda kars1 yiiksek derecede hassas oldugunu
gostermektedir. A. cardenesii Krap. et Greg. nom. nud., A. duranensis Krap. et Greg.
nom. nud., A. helodes Martius ex Krap. et Rig. ve A. villosa Benth. yabani tiirlerinde ise
A. hypogaea tiiriine kiyasla 6nemli derecede az hasar ve nematod liremesi bildirilmistir.
Bir genotip hari¢ A. villosa Benth. tiirline ait yabani tiirler M. arenaria’ya yiiksek
dayaniklilik g6stermis ve konukgu etkinligi 1.00 altinda hesaplanmustir. A. burkartii
Handro, A. glabrata Benth. ve A. hagenbeckii Harms. yabani tiirlerinde de benzer sekilde
nematoda yiiksek derecede dayaniklilik bildirilmistir.

Starr vd (1990) tiirler arasi melezleme ile elde edilen TP-135 genotipinin
Meloidogyne arenaria irk 1 nematod tiirtine dayanikliligini inokiilasyon iglemi ile test
etmisler ve hassas c¢esit Tamrun 74 ile kiyaslamislardir. Calismada ilk asamada bitkiler
inokiilasyondan 7, 14, 21 ve 35 giin sonra hasat edilmis ve enfekte olmus kokler
boyanarak nematod gelisimi belirlenmistir. Inokiilasyondan 21 giin sonra Tamnut 74
¢esidinin koklerinde yumurtalar goriilmiis, 35. giiniin sonunda kok basina 1395 yumurta
saytlmistir. TP-135 genotipinin kdklerinde ise nematod gelisimi goriilmemistir. Yapilan
bagka bir denemede TP-135 ve Tamrun 74 ayr1 olarak Meloidogyne arenaria irk 1 tiiriine
ait 3000 yumurta ile inokille edilmis ve Tamrun 74 genotipinde nematod
popiilasyonlarinin istatistiki olarak daha fazla gelistigi ifade edilmistir. Yapilan ¢alisma
sonucunda TP-135 genotipinde goriilen dayanikliligin yabani A. cardenasii tiiriinde
goriilen dayaniklilik ile oldukca benzer oldugu rapor edilmistir.

Holbrook ve Noe (1992) yerfistiginda kok-ur nematoduna dayanikli genotipleri
belirleyebilmek amaciyla olusan yumurta sayisi karakterini kullanarak iki agamali bir
testleme galismast yiiriitmiiglerdir. Ik asamada 1321 yerfistig1 genotipi sera kosullarinda
yogun bir sekilde hastaliga dayaniklilik bakimindan taranmistir. Bu asamadan sonra
diisiik yumurta sayisina sahip 27 genotip ve yiiksek yumurta oranina sahip 8 genotip
selekte edilmis ve serada tekrar degerlendirilmistir. Calisma sonucunda 17 genotipin
koklerinde istatistiki olarak daha az yumurta olusumuna izin verdigi belirtilmistir.

Hirunsalee vd (1995) Meloidogyne arenaria irk 1 ve M. hapla nematodlarinin bes
yerfistig1 genotipi lizerindeki etkilerini ele almislardir. Florigiant, NC 7, NC 6, NC Ac
18416 ve NC Ac 18016 genotiplerinin genetik materyal olarak yer aldigi ¢alismada kok
basina toplam parazitik yapi, her bir nematodun {lireme potansiyeli ve bitki zarari
karakterleri degerlendirilmistir. Caligma sonunda tek bir popiilasyonda Meloidogyne
arenaria irk 1 nematodunun M. hapla’ya gére daha yiiksek enfeksiyon kapasitesine ve
bitki zararina neden oldugu, ancak her iki nematodunun da benzer iireme potansiyeline
sahip oldugu bildirilmistir. Karisik istilada, enfeksiyon olus siklig1 karakteri Meloidogyne
arenaria itk 1 nematodunun M. hapla’ya oranla daha rekabetci oldugunu gostermistir.
Karisik populasyonlarda enfeksiyon ve iireme potansiyeli ve bitki zarar1 bakimindan her
iki nematodunun etkisinin sadece Meloidogyne arenaria irk 1 etkisiyle benzer oldugu
bildirilmistir. Genotipler dikkate alindiginda ise NC 6 genotipinin diger genetik
kaynaklara oranla daha az hassas oldugu ifade edilmistir. Caligmada ayrica kok
enfeksiyonu ve bitki zarar1 karakterleri bakimimdan nematod uygulamasi ve genotip
interaksiyonunun énemli oldugu bildirilmistir.

Starr vd (1995) sahip olduklar1 ileri 1slah hatlarin1 nematoda dayaniklilik
bakimindan karakterize etmislerdir. Calismada F» generasyonu ve ikinci, {igiincii ve
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dordiincti geri melez popiilasyonlari yedi farkli test ile hastaliga dayaniklilik bakimindan
incelenmis ve nematod dayanikl1 genotip TxAG-7 genotipi ile karsilastirilmistir. Ug tarla
denemesinde BC> genotipi TP223’iin hassas ebeveyn olan Florunner ile kiyaslandiginda
cok az sayida nematod popiilasyonunun gelismesine imkan verdigi bildirilmistir. BC4F2
populasyonundan alinan bitkilerin kokleri kesilip incelendiginde de dayanikli ve hassas
genotiplerin ayirt edilebildigi ifade edilmistir. Arastirmacilar sonu¢ olarak
koleksiyonlarinda yer alan dokuz genotipten bir tanesinin hassas, bir tanesinin orta
derecede dayanikli ve digerlerinin dayanikli oldugunu rapor etmislerdir.

Burow vd (1996) kok-ur nematoduna (Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood)
dayaniklilik karakterini markerler ile olarak belirleyebilmek amaciyla molekiiler bir
calisma yiriitimiislerdir. Arastirmacilar yabani diploid yerfistigi genotiplerini, K9484
(Arachis batizocoi Krapov. & W. C. Gregory), GKP10017, (A. cardenasii Krapov & W.
C. Gregory) ve GKP10602 (A. diogoi Hoehne), nematoda dayaniklilik genlerini
barindiran genotipler olarak bu ¢alismada kullanmislardir. Hassas genotip Florunner ile
yapilan melez sonras1 dayanikli hibrid TxAg-7 elde edilmis ve BCsF2 populasyonunun
gelistirilmesinde donor ebeveyn olarak kullanilmistir. Bulk analizi sonrasi nematoda
dayaniklilikla iligkili ic RAPD marker gelistirilmis ve 21 BC4F, ve 63 BCsF2 tek
bitkisinde yapilan tarama ile test edilmistir. Calismada dayaniklilik ile marker RKN410
ve marker RKN440 arasindaki rekombinasyon oranlari sirasiyla % 5.4+1.9 ve % 5.8+2.1
olarak belirlenmistir. Ugiincii marker olan RKN229’a ait rekombinasyon orani ise nesil
basina % 9.043.2 olarak kaydedilmistir.

Koenning vd (1998) North Carolina eyaletinde yiiriitmiis olduklar1 ilag
denemesinde se¢mis olduklar1 nematisitlerin nematod zararlis1 ile miicadelede etkilerini
incelemislerdir. iki y1l boyunca yiiriitiilen ¢alismada gaz ya da siv1 haldeki nematisitler
yerfistig1 genotiplerine uygulanmis ve verim tiizerindeki degisimler izlenmistir. Gaz
haldeki uygulamada Meloidogyne arenaria, M. hapla ve Mesocriconema ornatum
nematodlarinin etkisi baskilanmis ve dort ayri testlemede verim artisi saglanmistir.
Kontrolle kiyaslandiginda ise verimin yaklasik % 20-100 oraninda arttig1 ifade edilmistir.
Denemenin ikinci yilinda ilk yila gore daha az nematod yogunlugu yasanmasina ragmen
daha fazla bitkinin nematodlardan etkilendigi bildirilmistir. Ancak gaz haldeki fungisit
uygulamasinda verim bakimindan bir artis olmadigi arastirmacilar tarafindan
gbzlenmistir. Gaz halindeki nematisite chloropicrin eklendigi diger bir denemede ise daha
yiiksek verim elde edildigi rapor edilmistir.

Starr vd (1998) alt1 Runner, iki Spanish ve bir Virginia tipi yerfistig1 genotipini
hem verim hem de kok-ur nematoduna dayaniklilik bakimindan ele almislardir.
Calismada nematodla enfekte olmus ve olmamis tarlalarda denemeler kurulmus ve
nematod hassas genotiplerle kiyaslamalar yapilmistir. Kapsiil verimi bakimindan
nematodla enfekte olmus tarlalarda nematod dayanikli Runner, Virginia ve Spanish tip
yerfistig1 genotipleri hassas genotiplere oranla (Florunne, NC-7 ve Tamspan 90) 1.5-4 kat
daha yliksek deger gostermislerdir. Nematod popiilasyon yogunlugu bakimindan ise
istatistiki olarak nematod dayanikli genotiplerin daha az nematod yogunluguna sahip
oldugu kaydedilmistir. Nematodla enfekte olmamis tarlalarda bir Runner ve iki Spanish
tipt yerfistigt (nematod dayanikli) genotipinin hassas genotiplerle benzer verim
degerlerine sahip oldugu ifade edilmistir. Bu tarlalarda verim 3890 ile 5152 kg/ha
araliginda hesaplanmistir. Denemenin ikinci yilinda ise {i¢ Runner tipi yerfistigi ve hassas
genotipler (Florunner ve Tamrun 96) nematodla enfekte olmamis ii¢ farkli tarlada
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kiyaslanmis ve dayanikli ve hassas genotipler arasinda verim bakimindan bir fark
gbozlenmemistir.

Holbrook vd (1998) sahip olduklar1 10 yerfistig1 1slah hattin1 nematoda
dayanikliliklar1 bakimindan incelemislerdir. iki y1l boyunca tarla ve sera kosullarinda
yiiriitiilen denemede genotipler M. arenaria ile muamele edilmislerdir. Olciimler ise
kokte meydana gelen nematod gelisimi karakteri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Calisma sonunda UF81206-Q4, UF81206 ve UF93111 hatlar tarla kosullarinda verim
bakimindan hassas genotip Florunner ile benzerlik gosterirken nematod olusumu
bakimindan daha dayanikli olarak belirlenmistir. Bu genotipler benzer sekilde sera
kosullarinda daha az nematod ¢ogalmasina imkan vermisler ve orta derecede dayanikli
olarak karakterize edilmislerdir.

Choi vd (1999) Meloidogyne arenaria nematoduna dayaniklilik mekanizmasini
ve dayanikliligin genetigini calismak {izere BCsF2 yerfistigi popiilasyonunu sera
kosullarinda test etmislerdir. Ag¢ilim sonrast yapilan ki-kare analizinde tii¢ 1slah
popiilasyonunda (TP259-3, TP262-3 ve TP271-2) dayanikliligin tek gen tarafindan
kontrol edildigi ifade edilirken, baz1 popiilasyonlarda (TP259-2, TP263-2 ve TP268-3)
ise dayanikliligin iki gen tarafindan kontrol edildigi ifade edilmistir. Nematod dayanikli
olarak gelistirilen hatlar, TP262-3 ve TP263-2, nematod hassas genotip Florunner ile
kiyaslanmis ve nematodlarin hassas olan genotipte daha hizli ¢ogaldiklar1 gézlenmistir.
Calismada ayrica molekiiler analizler yiiriitiilmiis ve hastalikla iligkili olarak belirlenen
tic RFLP lokusunun dayaniklilik bdlgesine 4.2-11.0 ¢cM uzaklikta oldugu bildirilmistir.

Holbrook vd (2000) Amerikan yerfistigi kor koleksiyonunu nematoda
dayaniklilik bakimindan ele almislardir. iki asamada yiiriitiilen ¢alismada genotipler sera
kosullarinda hastaliga karsi test edilmisledir. On seleksiyonun ardindan secilen 259
genotipin nematod yumurtast olusumu bakimindan 2.5 ve alt1 skor aldig1 ifade edilmis
olup 28 genotipte 1.0 ve altinda skor gozlemlenmistir. Dayanikli genotiplerin bir¢ogunun
ise Cin ve Japonya kokenli oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar ayrica yapmis olduklari
iki asamali seleksiyon isleminin hastaligi taramada oldukg¢a etkin oldugunu ifade
etmislerdir.

Kepenekci ve Oztiirk (2002) Akdeniz bdlgesinde yer alan yerfistigi tarlalarinda
bitki parazitik nematodlar1 belirlemek amaciyla bir sorvey calismasi ylriitmislerdir.
Arastirmacilar ¢alismalari sonucunda 15 tiir belirlemis olup, bu nematodlarin 8 familyaya
ait 10 cins i¢inde yer aldigini ifade etmislerdir. Familyalar i¢inde siliper familyalarinda
(Tylenchoidea, Dolichodoroidea, Hoplolaimoidea ve Anguinoidea) oldugu ayrica
bildirilmistir. Belirlenen bu nematodlar yerfistig1 i¢in iilkemizde ilk kez raporlanmaistir.

Osei vd (2005) Giiney Gana’da yerfistiginda zarara neden olan nematod tiirlerini
belirlemek ve dayanikli genotipleri gelistirmek amaciyla ii¢ y1l boyunca sorvey galismasi
yuriitmiiglerdir. Calismada ele aliman her bdlgede Helicotylenchus, Meloidogyne
(juveniles), Paratrichodorus, Pratylenchus, Rotylenchulus, and Xiphinema nematodlar
goriilmiis ancak Hoplolaimus tiirii sadece dogu bolgesinde kaydedilmistir. Trichodorus
ve Tylenchorhynchus nematodlarina da yine bu bolgede rastlanmistir. 21 yerfistiginin yer
aldig1 dayanikli genotip belirleme ¢alismasinda ise deneme yapilan alanda sekiz farkl
nematod tiiriine rastlanmistir. Deneme sonucunda genotiplerin nematod popiilasyonlarina
kars1 farkli reaksiyonlar gosterdigi ifade edilmis ve 11 genotip nematoda kars1 potansiyel
dayanikli olarak belirlenmistir. 6 farkli ot tiiriiniin de nematoda dayaniklilik bakimindan
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incelendigi c¢alismada Verona cinerea zararlidan en fazla etkilenen tiir olarak
belirlenmistir.

Muitia vd (2006) nematod dayanikli yerfistigi genotiplerine yiiksek oleik asit
karakterini aktarmak amaciyla ele aldiklar1 c¢alismada bir melezleme programi
yirtiitmislerdir. Melezleme ile gelistirilen genotipler hem yag asidi karakteri hem de
nematoda dayaniklilik bakimindan test edilmistir. Yapilan analizler sonucunda daha
onceden de rapor edildigi gibi yiiksek oleik asit karakterinin iki gen tarafindan kontrol
edildigi bildirilmistir. Ancak baz1 melezlerde orta derecede oleik asite sahip genotiplere
rastlanmis ve dolayisiyla eklemeli ve epistatik etkinin goriildiigi ifade edilmistir.
Nematod dayaniklilig1 karakterinin de daha 6nceden bildirildigi gibi tek dominant genle
kontrol edildigi raporlanmstir.

Chu vd (2007) nematod dayanikli yerfistigi genotiplerini marker yardimiyla
belirleyebilmek amaciyla molekiiler bir ¢alisma ele almiglardir. Arastirmacilar daha 6nce
gelistirilen RAPD markerlerdan (RKN440 ve Z3/265) RKN440’1 daha etkin olabilmesi
amaciyla modifiye etmisler ve yeni bir dominant marker (197/909) gelistirmislerdir. Bu
marker ile elde edilen PCR sonuglart ise fenotipik veri ile yiiksek korelasyon gostermistir.
197/909 markerinin hem dayanikli hem de hassas genotiplerde bant verdigi de ifade
edilmistir.

Proite vd (2008) A. duranensis (nematod dayanikli) ve A. stenosperma (nematod
hassas) yabani tiirlerini ve kiiltiir yerfistigini Meloidogyne arenaria irk 1 enfeksiyonu
sonrast gelisimleri bakimindan kiyaslamislardir. Arastirmacilar ¢aligmalar1 sonucunda
nematodun bitkiye penetrasyonunda dayanikli genotipin bu duruma daha az imkéan
verdigini belirlemislerdir. Enfeksiyon sonrasi ise dayanikli genotipte meydana gelen koyu
mavi sitoplazma ve degisen organel yapisi, zarar gormiis dokularda asir1 duyarl
(hypersensitive-like response (HR)) bir savunma mekanizmasi oldugunu géstermistir. A.
duranensis nematod hassas olmasina ragmen kokteki nematod gelisiminin A.hypogaea
tirtine gore olduk¢a yavas oldugu da ifade edilmistir. Arastirmacilar iki yabani tiiriin
genetik haritalama ¢aligmalarinda kullanilabilecegini de c¢alismalar1 sonucunda
raporlamislardir.

Holbrook vd (2008) yapmis olduklari 1slah ¢alismalari sonrasinda nematoda hem
dayanikli hem de hassas yakin izogenik yerfistigi hatlarmi gelistirmislerdir.
Aragtirmacilar nematod dayanikli ¢esit olan COAN ile domates lekeli solgunluk viriisiine
dayanikli cesit C-99R’yi melezlemisler ve gelistirdikleri hatlar1 hastaliga dayaniklilik
bakimindan taramislardir. Tarama islemi nematod i¢in sera kosullarinda, domates lekeli
solgunluk viriisii i¢in tarla kosullarinda gerceklestirilmistir. Melezleme sonucu elde
edilen ve skorlanan 1slah hatti, C724-19-15, hem viriise hem de nematoda dayanikli
olarak sec¢ilmistir. Calismada aymi zamanda yakin izogenik hat (c724-19-15)
gelistirilmistir. Her iki 1slah hattinin virlise dayaniklilik gosterdigi ve standart hatlara
oranla daha fazla verime sahip oldugu ifade edilmistir.

Dong vd (2008) ii¢ yerfistig1 ¢esidi ve 1slah hatlarini {i¢ farkli nematod tiiriine
dayaniklilik bakimindan degerlendirmislerdir. Arastirmacilar Meloidogyne arenaria irk
1, M. hapla ve M. javanica irk 3 nematodlarinin etkilerini hem sera hem de laboratuvar
kosullarinda kokteki ortalama yumurta sayist ve gal indeksi karakterleri ile
incelemiglerdir. 60 1slah hattinin yer aldig1 denemede 36 hat kontrole kiyasla farkli
seviyelerde Meloidogyne arenaria ik 1, M.hapla ve M. javanica nematodlara
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dayaniklilik gostermistir. Bu genotipler igerisinden 14 tanesi orta-yiiksek derecede
belirtilen ii¢ nematoda dayaniklilik gosterirken, 5 genotip Meloidogyne arenaria irk 1 ve
M. javanica tiirlerine, 2 genotip M. javanica ve M. hapla tiirlerine, bir genotip ise sadece
Meloidogyne arenaria ik 1 tiiriine dayaniklilik gostermistir. NR 0817, C724-19-11 ve
D108 hatlar1 M. arenaria nematoduna kars1 farkli seviyelerde dayanikliliga sahip
olmasindan  dolay1  dayaniklilik  karakteri  bakimindan  heterojen  olarak
nitelendirilmislerdir. Molekiiler olarak ise COAN, NemaTAM, C724-25-8 ve C724-19-
11 genotipleri 197/909 markeri ile analiz edildiginde beklenen bolgede bant vermislerdir.
Buna ilaveten arastirmacilar GP-NC WS 6 genotipindeki dayanikliligin COAN,
NemaTAM ve C724-25-8 genotiplerindeki dayanikliliktan farklt oldugunu ifade
etmislerdir. Calismada ayrica korelasyon analizi yapilmis ve yerfistiginda M. arenaria
tiirtine kars1 sahip olunan nematoda dayanikliliginin M. javanica tiiriindeki dayaniklilik
ile pozitif korelasyona sahip oldugu bildirilmistir.

Carvalho ve Quesenberry (2009) otsu, ¢ok yillik ve Brezilya’da dogal olarak
yetisen yabani Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory tiiriinii Meloidogyne arenaria, M.
javanica ve M. incognita nematodlarina karsi dayaniklilik bakimindan karakterize
etmislerdir. Gal indeksi, gal boyutu ve ortalama gal karakterlerinin kullanildigr denemede
sahip olunan genotiplerin belirtilen nematod tiirlerine dayaniklilik bakimindan yiiksek bir
varyasyon gosterdigi rapor edilmistir.

Rma, allotetraploid yerfistigina melezleme sonucu aktarilan kok-ur nematoduna
dayaniklilik saglayan dominant gendir. TxAG-6 genotipinden NemaTAM c¢esidine
aktarilan bu gen, Nagy vd (2010) tarafindan genetik olarak haritalanmis ve Rma’nin
belirlenmesine imkan veren gen boélgeleri (resistance gene candidates (RGCs)) bu ¢alisma
ile ortaya konmustur. 2847 SSR ve 380 SSCP markeri ile yapilan tarama sonrasi1 202
niikleotid baglanma bolgesi (nucleotide binding site (NBS)), tekrarlanan leucine bolgesi
(leucine-rich repeat (LRR)) ve diger dayanikli gen homologlar1 ((R) gene homologs)
arastirmacilar tarafindan belirlenmistir. SSR, NBS-LRR, and Ser/Thr receptor-like
protein lokusu ile Rma geninin agilan F4 ve Fs populasyonlarinda beraber hareket ettikleri
de bildirilmistir. Kiltiirii yapilan yerfistiginin A-genom donoru olan A. duranensis yabani
tiirlinde Rma geni kesfedilmis ve yer olarak 9A kromozomunun iigte birlik alani ile yar1
alan1 arasinda oldugu raporlanmustir.

Guimaraes vd (2010) nematoda dayanikli yabani A. stenosperma tiiriinde
dayaniklilig1r saglayan genleri belirleyebilmek amaciyla molekiiler bir ¢alisma ele
almigladir. Arastirmacilar EST’lerin kullanilmasi ve makro array analizi sonrasinda
yabani bitkinin kok bolgesinde nematod enfeksiyonu ile eksprese olan genleri
belirlemislerdir. Bu genler, [(Auxin Repressed Protein (AsARP), Cytokinin Oxidase
(AsCKX) ve Metallothionein Type 2 (ASMETZ2)], daha sonra northern-blot ile analiz
edilmis ve dayanikli A. stenosperma ve hassas A. hypogaea tiirleri arasinda farkli
ekspresyonlar goriilmiistiir. Hassas ile dayanikli genotiplerde farkli eksprese olan AsARP
ve AsSCKX genlerinin ayrica hormonal dengeyi saglama potansiyeli oldugu da
bildirilmistir.

Tirumalaraju vd (2011) kok-ur nematodunun (Meloidogyne arenaria) erken
donemde enfeksiyonu sonrasi hassas ve dayanikli genotiplerin kdklerinde meydana gelen
gen ekspresyonlarini incelemislerdir. Arastirmacilar erken enfeksiyon agsamasinda yakin
izogenik dayanikli (NemaTAM) ve hassas (Florunner) ¢esitlerin kok bolgelerinden
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aldiklar1 dokular1 suppression subtractive hibridizasyon (SSH), cDNA kiitiiphane ve
farkli eksprese olan EST’leri kullanarak taramislardir. Yapilan tarama islemi sonras1 yedi
farkl1 kategoride (stres, metabolizma, transkripsiyonel diizenleme, protein sentezi ve/vya
modifikasyonu, taginma fonksiyonlari, hiicresel yap1 ve bilinmeyen fonksiyonlara sahip
proteinler) fonksiyonel olan 70 EST tanimlanmistir. Calismada ayrica kokte meydana
gelen dayaniklilikta birgok proteinin gorev aldigi bildirilmistir.

Chu vd (2011) melezleme kombinasyonlari ile hem yiiksek oleik asit karakterine
sahip hem de nematoda dayanikli genotipler gelistirmeyi amaglamiglardir. Arastirmacilar
nematod dayanikli ¢esit Tifguard’t melezlemede tekrarlanan ebeveyn, yiiksek oleik asite
sahip Georgia-02C ve Florida-07 ¢esitlerini ise dénor ebeveyn olarak kullanmislardir.
Calisma da yiiksek oleik asitli nematod dayanikli genotipin yapilan F1 geri melezlemeleri
ile elde edilmesi planlanmistir. Tim melezleme siireci ise molekiiler markerler
kullanilarak kontrol edilmistir. Melezlemeler sonucunda kendilenen BCsF> bitkilerinden
homozigot bireyler hem nematoda dayanikli hem de yiiksek oleik asitli olarak
belirlenmistir. Marker destekli seleksiyon o6zellikle F2:3 generasyonunda yapilan
seleksiyonda arastirmacilara biiyiik fayda saglamistir.

Morgante vd (2013) yabani Arachis stenosperma tiiriinde Meloidogyne arenaria
itk 1 nematoduna dayanikliligi saglayan genleri belirleyebilmek adina molekiiler bir
arastirma yiriitmiiglerdir. Calismada Arachis tiirlerine ait 19 genden segilen
transkripsiyon profilleri erken donemdeki A. stenosperma—M. arenaria interaksiyonunu
aciklayabilmek amaciyla QRT-PCR (quantitative real time PCR) analizinde
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar 16 genin enfekte olan ve olmayan koklerde 6nemli
derecede farkli eksprese oldugunu gostermistir. Bu genlerin patojen savunmasinda yer
alan hipersensetif yanit ve sekonder metabolitlerin iretimi ile ilgili oldugu da ifade
edilmistir. Belirlenen 7 genin dayaniklilik proteini MG13°, helix-loop helix proteinini,
ubiquitin protein ligazi, patatin-like proteinini, katalazi, DUF538 proteinini, ve
resveratrol sentezini kodladig: bildirilmis ve analizler sirasinda tiim agsamalarda farkli
eksprese olduklar1 raporlanmistir.

Korayem ve Bondok (2013) farkli ekim tarihleri ve sulama sistemlerinde kok-ur
nematodunun bitki {izerinde olusturdugu zarar1 ele almisladir. Verim ve kalite
karakterlerindeki degisimlerin izlendigi caligmada farkli ekim tarihleri ve sulama
sistemleri altinda nematod etkisi ve kapsiil verimi arasinda negatif korelasyon
gbzlenmistir. Bu iliski ge¢ ekim sezonunda hem salma hem de yagmurlama sulamada
istatistiki olarak 6nemli iken, erken ekim sezonunda 6nemsiz olarak belirlenmistir. Geg
sezonda salma ve yagmurlama sulamada sirasiyla % 19.7 ve % 8.3 oraninda bir verim
azalmas1 goriiliirken bu oran erken ekim sezonunda % 1.7 olarak kaydedilmistir. Olusan
hasar ise quadratic regresyon ile belirlenmis ve en yiliksek deger erken ekimde yapilan
damlama sulama da goriilmiistiir.

Burow vd (2014) yiritmiis olduklar1 molekiiler calismada ileri geri melez
popiilasyonlarinda nematoda dayaniklilikla ilgili QTL’leri belirlemiglerdir. Nematoda
dayanikli TxAG-6 [Arachis batizocoi x (A. cardenasii X A. diogoi)] ile hassas genotip
Florunner melezinden elde edilen geri melez populasyonlart hem hastaligi taramada hem
de molekiiler islemlerde genetik materyal olarak kullanilmiglardir. Analizler sonucunda
hastaliga dayaniklilikla ilgili 7 QTL belirlenmistir. Ana dayaniklilik genine ait QTL,
LG1’de; potansiyel B genomuna ait QTL, LG11’de tanimlanmistir. Buna ilaveten LG8
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ve LG18’de potansiyel homologlar saptanmistir. Caligmada ayrica 3 adet putative (farz
edilen) QTL belirlenmis ve bahsedilen potansiyel homologlara ait putative QTL’lerin
LGY9.1 ve LG19°da yer aldig1 ifade edilmistir. LG15°de tanimlanan QTL’in ise
dayaniklilikla iligkili olmadigi agiklanmistir. Caligmada ayrica beklenenin aksine
hassaslikla ilgili iki QTL belirlenmistir.

Branch vd (2014) hem tarla gozlemlerini hem de molekiiler markerleri kullanarak
12 ileri Georgia yerfistig1 hattini nematoda dayaniklilik bakimindan incelemislerdir.
Calismada kullanilan tiim hatlarin nematoda dayanikli ¢esit (“COAN”) melezinden elde
edildigi ve sonuglarin ii¢ cesit ile kiyaslandigr belirtilmistir. Toplamda 15 hat tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak iki yil boyunca tarla denemesine
alinmis, molekiiler ¢aligmalarda ise iki molekiiler marker, SCAR 197/909 ve SSR-
GM565, marker destekli seleksiyon i¢in kullanilmistir. Calisma sonunda dort genotipin
diisiik gal oranina ve verime sahip oldugu ancak bu sonuglarin molekiiler analizler ile
uyumlu olmadigi ifade edilmistir. Respirokal melez kombinasyonlar1 sonucunda elde
edilen F1 ve F2 popiilasyonlarinda ise dayanikli ve hassas genotiplerin arasinda sadece bir
gen farki oldugu ifade edilmistir. Arastirmacilar ayrica ortaya ¢ikan yanlis sonuglardan
dolay1 daha ileri bir marker teknolojisine ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Deneme Yeri

Arastirmada kullanilan bitki materyallerinin yetistirilmesinde Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisiine (BATEM) ait deneme arazisi kullanilmistir (Sekil 3.1.a).
Deneme yerinin denizden yiiksekligi yaklasik 15 m olup, 36° 52” kuzey enlemi ve 30°
50’ dogu boylaminda yer almaktadir. Melezleme islemleri Akdeniz Universitesi
Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Gelistirme Merkezi’nde
ve BATEM’de yiiriitiilmiistiir. Tiim molekiiler calismalar ise Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Molekiiler Bitki Islah1 Laboratuvarinda yapilmistir
(Sekil 3.1.b).

(b)

Sekil 3.1. (a) Tarla denemelerinin yiiriitiildiigii alan, (b) Molekiiler Bitki Islahi
Laboratuvari

3.1.2. Deneme Yerinin Toprak Analiz Sonuclari

Tarla denemesinin kuruldugu Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi’'ndeki
alanin farkli yerlerinden alinan toprak Orneklerinin enstitiiniin toprak analiz
laboratuvarinda yapilan analiz sonuglart Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Deneme yeri topraginin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Toprak analizi Deger Sinifi

pH (1:2,5) 7.8 Alkali
Kireg (%) 26.7 Cok yiiksek
ECX10% (259 168 Tuzsuz
Kum (%) 8

Kil (%) 24 Milli Killi Tin
Mil (%) 68

Organik Madde (%) 2.1 Az

P, ppm 31 Yiiksek

K, ppm 218 Orta

Ca, ppm 4125 Yiiksek
Mg, ppm 376 Yiiksek
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Toprak analiz sonuglarindan da anlasilacagi gibi topragin pH’s1 7.8 olup alkali
toprak sinifina girmektedir. Kire¢ degeri % 26.7 dir ve iist sinifta yer almaktadir. Arazinin
toprak yapis1 ayrica milli, killi ve tinli yapidadir; organik madde % 2.1, P, 31 ppm, K,
218 ppm, Ca, 4125 ppm ve Mg, 376 ppm diizeylerindedir.

3.1.3. Genetik Materyal

Degisik tip ve ozellikteki toplam 256 adet yerfistigi genotipinden olusan bitki
materyali tez ¢alismasinda genetik kaynak olarak kullanilmistir. Germplasm biinyesinde
186 adet genotipten olusan diinya yerfistig1 mini-kor koleksiyonu (Upadhyaya vd 2002)
ve 70 adet kendi 1slah materyallerimiz yer almaktadir. Koleksiyon igerisinde yer alan tim
genotipler Arachis hypogaea tiiriine aittir. Materyal hakkinda detayl bilgi Cizelge 3.2°de
verilmistir. Ayrica molekiiler tarama ve melezleme c¢aligmalarinda kullanilmak {izere
COAN (Simpson ve Starr 2001) ve NemaTAM (Simpson vd 2003) gesitleri ile Amerikan
Yerfistig1 Mini Kor Koleksiyonuna (Holbrook ve Dong 2005) ait baz1 genetik materyaller
tez calismasinda degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.2. Tez gcalismasinda yer alan genotipler ve ait olduklar1 taksonomik gruplar

Sira Aksesyon No ICRISAT Genbank Kodu Alttiir Botanik
No. " (ICG) / Genotip Adi varyete
1 ACG 1* ICG 36 fastigiata  vulgaris
2 ACG 2 ICG 76 hypogaea  hypogaea
3 ACG 3 ICG 81 fastigiata  vulgaris
4 ACG 4 ICG 111 hypogaea  hypogaea
5 ACG5 ICG 115 fastigiata  fastigiata
6 ACG 6 ICG 118 fastigiata  vulgaris
7 ACG 7 ICG 156 hypogaea  hypogaea
8 ACG 8 ICG 163 hypogaea  hypogaea
9 ACG9 ICG 188 hypogaea  hypogaea
10 ACG 10 ICG 297 fastigiata  fastigiata
11 ACG 11 ICG 332 fastigiata  fastigiata
12 ACG 12 ICG 334 fastigiata  vulgaris
13 ACG 13 ICG 397 fastigiata  fastigiata
14 ACG 14 ICG 434 fastigiata  vulgaris
15 ACG 15 ICG 442 fastigiata  vulgaris
16 ACG 16 ICG 513 hypogaea  hypogaea
17 ACG 17 ICG 532 hypogaea  hypogaea
18 ACG 18 ICG 721 hypogaea  hypogaea
19 ACG 19 ICG 862 hypogaea  hypogaea
20 ACG 20 ICG 875 hypogaea  hypogaea
21 ACG 21 ICG 928 hypogaea  hypogaea
22 ACG 22 ICG 1137 fastigiata  vulgaris
23 ACG 23 ICG 1142 fastigiata  fastigiata
24 ACG 24 ICG 1274 fastigiata  fastigiata
25 ACG 25 ICG 1399 fastigiata  fastigiata
26 ACG 26 ICG 1415 fastigiata  vulgaris
27 ACG 27 ICG 1519 fastigiata  vulgaris
28 ACG 28 ICG 1668 hypogaea  hypogaea
29 ACG 29 ICG 1711 fastigiata  vulgaris
30 ACG 30 ICG 1973 fastigiata  vulgaris
31 ACG 31 ICG 2019 fastigiata  vulgaris
32 ACG 32 ICG 2106 fastigiata  vulgaris
33 ACG 33 ICG 2381 hypogaea hypogaea
34 ACG 34 ICG 2511 hypogaea  hypogaea
35 ACG 35 ICG 2738 fastigiata  fastigiata
36 ACG 36 ICG 2772 hypogaea  hypogaea
37 ACG 37 ICG 2773 hypogaea hypogaea
38 ACG 38 ICG 2777 hypogaea  hypogaea
39 ACG 39 ICG 2857 hypogaea hypogaea
40 ACG 40 ICG 2925 hypogaea  hypogaea
41 ACG 41 ICG 3027 hypogaea hypogaea

36



Cizelge 3.2 nin Devamu

Sira ICRISAT Genbank Kodu , Botanik
No.  AksesyonNo. o6 Genotip Ads AT ovete
42 ACG 42 ICG 3053 hypogaea  hypogaea
43 ACG 43 ICG 3102 fastigiata  vulgaris
44 ACG 44 ICG 3240 fastigiata  vulgaris
45 ACG 45 ICG 3343 fastigiata  vulgaris
46 ACG 46 ICG 3421 fastigiata  vulgaris
47 ACG 47 ICG 3584 fastigiata  vulgaris
48 ACG 48 ICG 3673 fastigiata  fastigiata
49 ACG 49 ICG 3681 fastigiata  fastigiata
50 ACG 50 ICG 3746 fastigiata  vulgaris
51 ACG 51 ICG 3775 fastigiata ~ vulgaris
52 ACG 52 ICG 3992 hypogaea  hypogaea
53 ACG 53 ICG 4156 hypogaea  hypogaea
54 ACG 54 ICG 4343 hypogaea hypogaea
55 ACG 55 ICG 4389 hypogaea  hypogaea
56 ACG 56 ICG 4412 hypogaea hypogaea
57 ACG 57 ICG 4527 hypogaea  hypogaea
58 ACG 58 ICG 4538 hypogaea  hypogaea
59 ACG 59 ICG 4543 fastigiata ~ vulgaris
60 ACG 60 ICG 4598 hypogaea  hypogaea
61 ACG 61 ICG 4670 fastigiata  fastigiata
62 ACG 62 ICG 4684 fastigiata  vulgaris
63 ACG 63 ICG 4729 fastigiata  vulgaris
64 ACG 64 ICG 4746 hypogaea  hypogaea
65 ACG 65 ICG 4750 fastigiata  vulgaris
66 ACG 66 ICG 4911 fastigiata  vulgaris
67 ACG 67 ICG 4955 fastigiata  vulgaris
68 ACG 68 ICG 4998 hypogaea  hypogaea
69 ACG 69 ICG 5016 hypogaea  hypogaea
70 ACG 70 ICG 5195 fastigiata  vulgaris
71 ACG 71 ICG 5221 fastigiata  fastigiata
72 ACG 72 ICG 5236 fastigiata  vulgaris
73 ACG 73 ICG 5286 hypogaea  hypogaea
74 ACG 74 ICG 5327 hypogaea hypogaea
75 ACG 75 ICG 5475 fastigiata  fastigiata
76 ACG 76 ICG 5494 fastigiata  vulgaris
77 ACG 77 ICG 5609 fastigiata  fastigiata
78 ACG 78 ICG 5662 hypogaea hypogaea
79 ACG 79 ICG 5663 hypogaea  hypogaea
80 ACG 80 ICG 5745 hypogaea hypogaea
81 ACG 81 ICG 5779 fastigiata  vulgaris
82 ACG 82 ICG 5827 hypogaea hypogaea
Devami Arkada
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Cizelge 3.2 nin Devami

Sira Aksesyon No ICRISAT Genbank Kodu Alttiir Botanik
No. " (ICG) / Genotip Adi varyete
83 ACG 83 ICG 5891 hypogaea  hypogaea
84 ACG 84 ICG 6022 fastigiata  fastigiata
85 ACG 85 ICG 6057 hypogaea  hypogaea
86 ACG 86 ICG 6201 fastigiata  fastigiata
87 ACG 87 ICG 6263 fastigiata  vulgaris
88 ACG 88 ICG 6375 fastigiata  vulgaris
89 ACG 89 ICG 6402 hypogaea  hypogaea
90 ACG 90 ICG 6407 fastigiata  vulgaris
91 ACG 91 ICG 6646 fastigiata  fastigiata
92 ACG 92 ICG 6654 fastigiata  vulgaris
93 ACG 93 ICG 6667 hypogaea  hypogaea
94 ACG 94 ICG 6703 hypogaea  hypogaea
95 ACG 95 ICG 6766 hypogaea  hypogaea
96 ACG 96 ICG 6813 hypogaea  hypogaea
97 ACG 97 ICG 6888 fastigiata  fastigiata
98 ACG 98 ICG 6892 hypogaea  hypogaea
99 ACG 99 ICG 6993 hypogaea  hypogaea
100 ACG 100 ICG 7000 hypogaea  hypogaea
101 ACG 101 ICG 7153 hypogaea  hypogaea
102 ACG 102 ICG 7181 fastigiata  fastigiata
103 ACG 103 ICG 7190 fastigiata  vulgaris
104 ACG 104 ICG 7243 hypogaea  hypogaea
105 ACG 105 ICG 7906 fastigiata  vulgaris
106 ACG 106 ICG 7963 hypogaea  hypogaea
107 ACG 107 ICG 7969 fastigiata  vulgaris
108 ACG 108 ICG 8083 fastigiata  vulgaris
109 ACG 109 ICG 8106 fastigiata  fastigiata
110 ACG 110 ICG 8285 hypogaea  hypogaea
111 ACG 111 ICG 8490 hypogaea  hypogaea
112 ACG 112 ICG 8517 fastigiata  fastigiata
113 ACG 113 ICG 8567 fastigiata  vulgaris
114 ACG 114 ICG 8760 hypogaea  hypogaea
115 ACG 115 ICG 9037 hypogaea hypogaea
116 ACG 116 ICG 9157 fastigiata  vulgaris
117 ACG 117 ICG 9249 fastigiata  vulgaris
118 ACG 118 ICG 9315 fastigiata  fastigiata
119 ACG 119 ICG 9418 fastigiata  vulgaris
120 ACG 120 ICG 9507 fastigiata  vulgaris
121 ACG 121 ICG 9666 hypogaea hypogaea
122 ACG 122 ICG 9777 hypogaea  hypogaea
123 ACG 123 ICG 9809 fastigiata  vulgaris
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Cizelge 3.2 nin Devamu

Sira Aksesyon No ICRISAT Genbank Kodu Alttiir Botanik
No. " (ICG) / Genotip Adi varyete
124 ACG 124 ICG 9842 hypogaea  hypogaea
125 ACG 125 ICG 9905 hypogaea hypogaea
126 ACG 126 ICG 9961 hypogaea  hypogaea
127 ACG 127 ICG 10036 fastigiata  peruviana
128 ACG 128 ICG 10092 fastigiata  fastigiata
129 ACG 129 ICG 10185 hypogaea  hypogaea
130 ACG 130 ICG 10384 fastigiata  vulgaris
131 ACG 131 ICG 10474 fastigiata  fastigiata
132 ACG 132 ICG 10479 hypogaea hypogaea
133 ACG 133 ICG 10554 fastigiata  fastigiata
134 ACG 134 ICG 10566 fastigiata  fastigiata
135 ACG 135 ICG 10890 fastigiata  fastigiata
136 ACG 136 ICG 11088 fastigiata  peruviana
137 ACG 137 ICG 11109 hypogaea  hypogaea
138 ACG 138 ICG 11144 fastigiata  fastigiata
139 ACG 139 ICG 11219 hypogaea  hypogaea
140 ACG 140 ICG 11249 fastigiata  vulgaris
141 ACG 141 ICG 11322 hypogaea  hypogaea
142 ACG 142 ICG 11426 hypogaea  hypogaea
143 ACG 143 ICG 11457 hypogaea  hypogaea
144 ACG 144 ICG 11515 fastigiata  vulgaris
145 ACG 145 ICG 11651 fastigiata  vulgaris
146 ACG 146 ICG 11687 fastigiata  vulgaris
147 ACG 147 ICG 11855 hypogaea  hypogaea
148 ACG 148 ICG 11862 hypogaea hypogaea
149 ACG 149 ICG 12000 hypogaea  hypogaea
150 ACG 150 ICG 12189 fastigiata  vulgaris
151 ACG 151 ICG 12276 hypogaea  hypogaea
152 ACG 152 ICG 12370 hypogaea  hypogaea
153 ACG 153 ICG 12625 fastigiata  aequatoriana
154 ACG 154 ICG 12672 hypogaea hypogaea
155 ACG 155 ICG 12682 fastigiata  vulgaris
156 ACG 156 ICG 12697 fastigiata  vulgaris
157 ACG 157 ICG 12879 fastigiata  vulgaris
158 ACG 158 ICG 12921 fastigiata  vulgaris
159 ACG 159 ICG 12988 fastigiata  vulgaris
160 ACG 160 ICG 13099 hypogaea hypogaea
161 ACG 161 ICG 13491 fastigiata  vulgaris
162 ACG 162 ICG 13603 fastigiata  vulgaris
163 ACG 163 ICG 13723 hypogaea  hypogaea
164 ACG 164 ICG 13787 hypogaea hypogaea
Devami Arkada
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Cizelge 3.2 nin Devami

Sira Aksesyon No ICRISAT Genbank Kodu Alttiir Botanik
No. " (ICG) / Genotip Adi varyete
165 ACG 165 ICG 13856 fastigiata  fastigiata
166 ACG 166 ICG 13858 fastigiata  fastigiata
167 ACG 167 ICG 13941 fastigiata  vulgaris
168 ACG 168 ICG 13942 hypogaea  hypogaea
169 ACG 169 ICG 13982 hypogaea  hypogaea
170 ACG 170 ICG 14008 hypogaea  hypogaea
171 ACG 171 ICG 14106 fastigiata  fastigiata
172 ACG 172 ICG 14118 fastigiata  vulgaris
173 ACG 173 ICG 14127 fastigiata  fastigiata
174 ACG 174 ICG 14466 hypogaea  hypogaea
175 ACG 175 ICG 14475 hypogaea  hypogaea
176 ACG 176 ICG 14482 hypogaea  hypogaea
177 ACG 177 ICG 14523 hypogaea  hypogaea
178 ACG 178 ICG 14630 fastigiata  fastigiata
179 ACG 179 ICG 14705 hypogaea  hypogaea
180 ACG 180 ICG 14710 fastigiata  fastigiata
181 ACG 181 ICG 14985 fastigiata  vulgaris
182 ACG 182 ICG 15042 fastigiata  fastigiata
183 ACG 183 ICG 15190 hypogaea  hypogaea
184 ACG 184 ICG 15287 fastigiata  vulgaris
185 ACG 185 ICG 15309 fastigiata  fastigiata
186 ACG 186 ICG 15419 hypogaea  hirsuta
187 ACG 187 NC-7 hypogaea  hypogaea
188 ACG 188 PF-259860 hypogaea  hypogaea
189 ACG 189 NC-3033 hypogaea  hypogaea
190 ACG 190 5015 hypogaea  hypogaea
191 ACG 191 5026 hypogaea  hypogaea
192 ACG 192 5030 hypogaea  hypogaea
193 ACG 193 5067 hypogaea  hypogaea
194 ACG 194 88/3 hypogaea  hypogaea
195 ACG 195 Ant-92/1 hypogaea  hypogaea
196 ACG 196 427-24 hypogaea  hypogaea
197 ACG 197 437-3-4(1-2)B-2 hypogaea hypogaea
198 ACG 198 393-2-1-2-2 hypogaea  hypogaea
199 ACG 199 70/1145-1/03 hypogaea hypogaea
200 ACG 200 75/1073-A hypogaea  hypogaea
201 ACG 201 75/1073-B hypogaea hypogaea
202 ACG 202 Bari-89 hypogaea  hypogaea
203 ACG 203 Best Dagar hypogaea hypogaea
204 ACG 204 V.Banbim P. hypogaea  hypogaea
205 ACG 205 88 Bocounba hypogaea hypogaea

40



Cizelge 3.2 nin Devamu

Sira ICRISAT Genbank Kodu , Botanik

No.  AksesyonNo- "7 oG Genotip A AT varyete

206 ACG 206 Home bay hypogaea  hypogaea
207 ACG 207 Florigiant hypogaea hypogaea
208 ACG 208 Flamingo hypogaea  hypogaea
209 ACG 209 Shulamit hypogaea  hypogaea
210 ACG 210 Sunrunner hypogaea  hypogaea
211 ACG 211 Florunner hypogaea  hypogaea
212 ACG 212 Swallow hypogaea  hypogaea
213 ACG 213 Behirim hypogaea  hypogaea
214 ACG 214 Cine hypogaea hypogaea
215 ACG 215 Kadriye hypogaea hypogaea
216 ACG 216 Osmaniye hypogaea  hypogaea
217 ACG 217 Osmaniye Erzin hypogaea  hypogaea
218 ACG 218 Anamur-B hypogaea hypogaea
219 ACG 219 Anamur-K hypogaea  hypogaea
220 ACG 220 Gazipasa hypogaea  hypogaea
221 ACG 221 Com hypogaea  hypogaea
222 ACG 222 NC-Fla-14 hypogaea  hypogaea
223 ACG 223 NC-10-C hypogaea  hypogaea
224 ACG 224 GP-NC-343 hypogaea  hypogaea
225 ACG 225 88488 hypogaea  hypogaea
226 ACG 226 88121 hypogaea hypogaea
227 ACG 227 P1-315633 hypogaea  hypogaea
228 ACG 228 P1-315621 hypogaea  hypogaea
229 ACG 229 Edirne-9p-53 hypogaea  hypogaea
230 ACG 230 M-44-A hypogaea hypogaea
231 ACG 231 M-44-B hypogaea  hypogaea
232 ACG 232 Anamur-2006 hypogaea  hypogaea
233 ACG 233 97-Vietname fastigiata  fastigiata
234 ACG 234 98-Avusturalya fastigiata  fastigiata
235 ACG 235 Florispan fastigiata  fastigiata
236 ACG 236 Spanish 191-1 fastigiata  fastigiata
237 ACG 237 Spanish 18/38 fastigiata  fastigiata
238 ACG 238 Starr fastigiata  fastigiata
239 ACG 239 Schwarz fastigiata  fastigiata
240 ACG 240 Spancross fastigiata  fastigiata
241 ACG 241 PF-161317 fastigiata  fastigiata
242 ACG 242 PF-248759 fastigiata  fastigiata
243 ACG 243 PF-268771-B fastigiata  fastigiata
244 ACG 244 C1-27 fastigiata  fastigiata
245 ACG 245 AF-2B Grif fastigiata  fastigiata
246 ACG 246 Argentine fastigiata  fastigiata
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Cizelge 3.2 nin Devami

Sira Aksesyon No ICRISAT Genbank Kodu Alttiir Botanik

No. ' (ICG) / Genotip Ad1 varyete

247 ACG 247 Bayramic fastigiata  fastigiata
248 ACG 248 Comet fastigiata  fastigiata
249 ACG 249 New Mexico Valan fastigiata  fastigiata
250 ACG 250 Tryone Power fastigiata  fastigiata
251 ACG 251 96-Avusturalya fastigiata  fastigiata
252 ACG 252 Taianan fastigiata  fastigiata
253 ACG 253 440-B-1-2-5-H fastigiata  fastigiata
254 ACG 254 Early rumir fastigiata  fastigiata
255 ACG 255 Egret fastigiata  fastigiata
256 ACG 256 Dixil Anax fastigiata  fastigiata

*ACG 1 - ACG 186 aras1 genotipler ICRISAT mini kor koleksiyonuna aittir.
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3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

Bitkilerin yeterli olgunluga erismesinin ardindan her bir genotipe ait 3 bitkiden
genc yaprak oOrnekleri almmis (Sekil 3.2) ve bulk edilerek DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Doyle ve Doyle (1990) tarafindan gelistirilen CTAB metodu
izolasyon iglemi i¢in kullanilmistir.

Sekil 3.2. Tarladan yaprak o6rneklerinin alinmasina ait goriintiiler

CTAB metoduna gore (Doyle ve Doyle 1990);

1.

Bulk olarak alinan esit agirliktaki (Her bir bitki i¢in ortalama 0.1 g) yaprak
ornekleri 1,5 ml’lik ependorf tiiplerin igerisine konulmus ve iizerine 0.5 ml
icerisinde binde 5 oraninda merkaptoetanol bulunan CTAB (100 mM Tris-HClI,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, % 2 CTAB) tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Daha sonra yapraklar ependorf tiip igerisinde rahatca hareket ettirilebilen plastik
ezme ¢ubuklari (pestil) ile her tiip igin farkli bir tane kullanilarak iyice ezilmistir.
Ezme isleminin ardindan DNA’larinin siviya gegmesini saglamak amaciyla
onceden sicakligr 65 °C’ye ayarlanmisg olan su banyosunda ornekler 3 saat
inkiibasyona birakilmis ve her 15 dakikada bir hafifce ¢alkalanmistir.
Inkiibasyondan sonra &rneklerden proteinin uzaklastirilmasi igin 600 pul
kloroform-izoamil alkol (24:1) ¢ozeltisi ependorflara konularak 10 saniye kadar
hafifce ters diiz edilerek ¢alkalanmuistir.

Bu islemin ardindan 6rnekler 20 dakika boyunca 14000 rpm hizinda santrifiij
edilmistir. Santrifiij edilen Orneklerde tiipin alt kisminda kloroform, orta
tabakasinda protein ve st fazinda ise DNA’nin bulundugu sivi olmak {izere ii¢
ayr1 faz gortilmistiir. Tipiin icerisinde bulunan siipernatant kisim (st faz) 1.5
ml’lik temiz tliplere alinmistir (yaklagik 300 upl). Bu safha daha temiz DNA
izolasyonu i¢in bir kez daha tekrarlanmis ve ikinci tekrarda yeni tiiplere yaklasik
150 pl st faz ¢ekilmistir.

Bu faz igerisindeki DNA’nin ¢6kmesi igin {lizerine 500 ul hacimde -20 °C’de
bulunan soguk izoproponal konulup 10 saniye kadar hafifge ters diiz edilerek
calkalanmis ve DNA’nin daha iyi ¢okmesini saglamak i¢in 1 gece -20 °C’de
bekletilmistir.

-20 °C’den alinan 6rnekler 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
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8. Bu islemin sonunda tiiplerin dibinde pelet olustugu gézlenmistir. Pelet yerinden
oynatilmadan tiiplin igerisindeki sivi bosaltilmis ve pelet iizerine -20 °C’de
bulunan % 70’lik etanolden 300 pl konularak 14000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij yapilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra santrifiij edilen
tiiplerin dibindeki pelete zarar vermeden sivilar dikkatlice bosaltilmistir.

9. Bos tiipler ters ¢evrilmis ve 30- 40 dakika boyunca agzi agik vaziyette kurumaya
brrakilmistir.

10. Kuruma igleminin sonunda tiiplerin igerisine 150 ul saf su ilave edilmis ve
DNA’larin siviya gegmesi i¢in drnekler +4 °C’de bir gece bekletilmistir. Daha
sonrasinda ise bozulmamalari i¢in -20 °C’de saklanmuistir.

DNA izolasyonu yapilan Orneklerin DNA konsantrasyonu yiiklenen standart
DNA (A) kullanilarak belirlenmis ve konsantrasyonlar esitlenmistir. Bu islemin ardindan
orneklerin DNA kalitelerine bakmak amaci ile her bir genotipten elde edilen 1 pl
hacminde DNA 1 pl yiikleme boyast ile karistirilarak %1°1ik agaroz jele yiiklenmistir.
Elektroforez cihazinda 65 voltta 15 dakika kosan ornekler ultraviyole 1sik altinda
goriintiilenmistir (Sekil 3.3).

W W we— s — P— S— —

.

Sekil 3.3. Genotiplerin bir boliimiine ait izolasyon sonrasi agaroz jel
goruntust

3.2.2. Markerlerin Belirlenmesi

Yumusak ciirtikliik, pas ve ge¢ yaprak beneklenmesi hastaliklarina ve nematod
zararhisina karsi dayanikli genotipleri belirlemek amaciyla daha 6nceden gelistirilen
molekiiler markerler PCR analizlerinde kullanilmiglardir. Yumusak ¢iirtikliik hastaligina
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dayanikli genotipleri belirleyebilmek i¢in Chenault vd (2009), pas ve ge¢ Yyaprak
beneklenmesi hastaliklarina dayanikli genotipleri belirleyebilmek i¢in Sukruth vd (2015)
tarafindan kullanilan SSR markerler bu tez ¢alismasinda degerlendirilmistir. Nematod
zararlisina dayanikli genotipleri belirleyebilmek ve melezlerin molekiiler takibini yapmak
icin ise Nagy vd (2010) tarafindan gelistirilen SSR marker kullanilmigtir (Cizelge 3.3)

Cizelge 3.3. Geg yaprak beneklenmesi, pas ve yumusak (beyaz) ¢iiriikliik hastaliklarina
ve nematod zararlisina dayanikli genotipleri belirleyebilmek amaciyla
calismada kullanilan molekiiler markerler

Sukruth vd (2015) — Geg¢ yaprak beneklenmesi- (SSR)

Marker adi Forward sekans* Reverse sekans

GM1573 GAGACCGGAGACGGAGAGTAT ACGCCCATAGATTAACCCAGT
Sukruth vd (2015) — Pas (SSR)

Marker adi Forward sekans Reverse sekans

GM1954 GAGGAGTGTGAGGTTCTGACG TGGTTCATTGCATTTGCATAC
Chenault vd (2009) — Yumusak (beyaz) ciiriikliik (SSR)

Marker ad1 Forward sekans Reverse sekans

pPGPseq2E6R CCTGGGCTGGGGTATTATTT TACAGCATTGCCTTCTGGTG
Marker 3 GCACACCATGGCTCAGTTATT

Nagy vd (2010) — Nematod (SSR)

Marker ad1 Forward sekans Reverse sekans

GM 565 TTTCCTTTCAACCCTTCGTG AATGAGACCAGCCAAAATGC

* Tiim markerlar 5°-3” yontindedir.

3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) analizleri

PCR, ayrilma (denaturasyon: DNA iplik¢iklerinin ayrilmasi), yapigsma (annealing:
primerlerin DNA zincirindeki komplementer olan bdlgelere yapismasi) ve uzama veya
sentez (extention: DNA’ ya yapismis olan primer ile Taq polimeraz yardimiyla DNA
zincirinin sentezlenmesi) asamalarindan olugmaktadir. Genel olarak denaturasyon
sicakligi 90-95 °C, annealing sicakligi 30-60 °C ve extention sicaklig1 70-75 °C arasinda
degismektedir. Belirlenen kosullar, miktar ve oranlar her ¢alismaya gore
farklilasmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda daha dnceden gelistirilen markerler kullanilarak istenen gen
bolgelerinde amplifikasyonu saglamak amaciyla PCR analizleri yapilmistir. Daha 6nceki
arastirmalarda uygulanmis olan PCR teknikleri (protokolleri) (Chenault vd 2009, Sukruth
vd 2015, Nagy vd 2010) bu ¢alismada optimize edilerek en iyi sonucu veren soliisyon
miktar ve oranlar belirlenmistir (Cizelge 3.4, Cizelge 3.5, Cizelge 3.6, Cizelge 3.7,
Cizelge 3.8). PCR uygulamalari i¢in MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler marka cihaz
kullanilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. PCR analizlerinin yapildig: cihaza ait goriintiiler

Cizelge 3.4. Yumusak (beyaz) ciiriikliik hastaligina dayaniklilig1 belirlemek amaciyla
kullanilan PCR sartlar1 ve programi

PCR sartlar1

PCR ?nix Miktar Oran PCR program

10X buffer 2 ul 1/10 94°C | 2 dakika
Forward primer 0.3 ul 10 pmol 94°C | 45 saniye |
Reverse primer 0.3 ul 10 pmol 60°C | 60 saniye — 35 dongii
Tag DNA polimeraz | 0.2 pl 5 Unite 72°C | 90 saniye |
dNTP 0.4 ul 0.2mM 72°C | 10 dakika
MgCl> 2 ul 2.5 mM

Kalip DNA 1l 50 ng

ddH20 13.8 ul

Toplam 20 ul

Cizelge 3.5. Pas hastaligina dayaniklilig1 belirlemek amaciyla kullanilan PCR sartlar:

Ve programi
PCR sartlari PCR programi
PCR mix Miktar Oran
10X buffer 2 ul 1/10 94°C | 5 dakika
Forward primer 1pul 10 pmol 94°C | 30 saniye )
Reverse primer 1pul 10 pmol 65°C | 30 saniye* — 35 dongi
Tag DNA polimeraz | 0.2 ul 5 Unite 72°C | 30 saniye
dNTP 1l 0.2 mM 72°C | 10 dakika
MgCl2 2 ul 1.5mM
Kalip DNA 1l 50 ng
ddH20 11.8 ul
Toplam 20 ul *lk bes dongiide 1°C azalma
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Cizelge 3.6. Geg yaprak beneklenmesi hastaligina dayanikliligi belirlemek amaciyla

kullanilan PCR sartlar1 ve programi

PCR sartlari PCR programi

PCR mix Miktar Oran

10X buffer 2 ul 1/10 94°C | 5 dakika
Forward primer 1ul 10 pmol 94°C | 30 saniye |
Reverse primer 1ul 10 pmol 65°C | 30 saniye* — 35 dongii
Tag DNA polimeraz | 0.2 pl 5 Unite 72°C | 30 saniye |
dNTP 1l 0.2mM 72°C | 10 dakika
MgCl> 2 ul 1.5mM

Kalip DNA 1l 50 ng

ddH20 11.8 ul

Toplam 20 pl *Her dongiide 1°C azalma

Cizelge 3.7. Nematod zararlisina dayaniklilig1 belirlemek amaciyla kullanilan
PCR sartlar1 ve programi

PCR sartlar1 PCR programi

PCR mix Miktar Oran 94°C | 3 dakika

10X buffer 1ul 1/10 94°C | 30 saniye |

Forward primer 0.3 ul 10 pmol 64°C | 30 saniye* — 6 dongii
Reverse primer 0.3 ul 10 pmol 72°C | 30 saniye |

Tag DNA polimeraz | 0.2 pl 5 Unite 94°C | 30 saniye |

dNTP 0.4 ul 0.2mM 58°C | 30 saniye — 30 dongi
MgCl> 2 ul 2.5 mM 72°C | 30 saniye |

Kalip DNA 1pl 50 ng *Dongii basina 1°C azalma

ddH20 14.8 ul

Toplam 20 pl

Yukaridaki cizelgelerde belirtildigi gibi dongiiler tamamlanmis ve PCR analizleri
bitirilmistir. PCR’dan tiriinleri elektroforez islemine kadar +4 °C’de kapaklar1 parafilm
ile sarilarak saklanmustir.

3.2.4. Elektroforez Tampon Cozeltisi

Elektroforezde tampon ¢ozeltisi olarak Tris/Borate/EDTA (TBE) kullanilmustir.
Bu ¢ozelti pH 8.3 olacak sekilde ve 10x yogunlugunda hazirlanarak 1 It suda
¢Ozdiriilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden 100 ml alip saf su ile 1 It’ye tamamlanmis ve bdylece

elektroforez

icin 1x’lik TBE tamponu hazirlanmistir.

Asagida

hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 verilmistir;

- 54 g/L Tris base
- 27.5 g/L Boric asit
-40 ml EDTA (0.5 M, pH: 8.3)
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3.2.5. Jelin Hazirlanmasi

PCR’da elde edilen DNA pargalarinin birbirlerinden ayirt edilebilmesi ve gorsel
olarak incelenebilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinden yararlanilmistir. % 2.5°lik
olarak bu tez caligmasinda kullanilan agaroz jel, TBE tampon c¢ozeltisi ile bir erlen
mayerde mikrodalgada 2-3 dakika isitilarak homojen bir karisim olacak sekilde
hazirlanmistir. Sogutulan 100 ml jel i¢ine bantlarin UV 1s1k altinda goriilebilmesini
saglayan 3.5 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenmis ve jel kalibinda hava
kabarciklarinin olusmasina imkan vermeden hazirlanan jel dokiilmistiir. Jel kalibina
DNA orneklerinin  yiiklenebilmesi i¢in ise gerekli olan kuyucuklar taraklarin
yerlestirilmesiyle olusturulmustur. Jel tamamen donduktan sonra tarak yavase¢a ¢ikarilmis
ve elektroforez tankinin (Sekil 3.5) igine, jelin iist kismin1 kapatacak kadar elektrolit
cozeltisi (1x TBE) dokiilmiistiir.

(a (b)

Sekil 3.5. Tez ¢alismasi boyunca kullanilan i-MyRun (a) ve Bio-Rad (b) marka
elektroforez tanklar1 ve gii¢ kaynaklari

3.2.6. PCR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez Islemi

15 pl PCR iiriinlerine 2 pl yiikleme boyasi eklenerek (bromophenylblue) toplamda
17 ul’lik PCR iirtin+yiikleme boyas1 karisim1 % 2.5'luk agaroz jele yiiklenmis ve 1 saat
boyunca 60 voltta kosturulmustur. Elde edilen bantlarin molekiil agirliklarinin
belirlenmesinde marker olarak GeneRuler 100 bp kullanilmistir. Olusan bantlar UV 11k
altinda DNR-Minilumi cihaziyla goriintiilenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. PCR analizi sonrasi kullanilan goriintiileme sistemi
3.2.7. Fragment Analyzer™ fle PCR Sonras1 Analizlerin Yapilmasi

Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies GmbH, Heidelberg,
Germany) Advanced Analytical firmasi tarafindan gelistirilen otomatik kapiller
elektroforez sistemidir. Cihaz sayesinde PCR {iriinleri agaroz jele gerek kalmadan yiiksek
hassasiyet ve ¢oziiniirliikte hem sanal jel ortaminda hem de kromatogramlarla
degerlendirilebilmektedir (Sekil 3.7)

Sekil 3.7. Fragment Analyzer™ cihazi
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Bu yiiksek c¢oziniirliikkli goriintilleme sistemi dis boliimde ii¢ ana mekanik
kisimdan olusmaktadir. Bunlar plakalarin konuldugu 6n kisim, tiiplerin oldugu yan kisim
ve kapiller sistemin yer aldig1 iist kisimdir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Fragment Analyzer™ cihazinda dis kisimda yer alan mekanik bolgeler

Cihazin 6n tarafinda yer alan plaka bolgesinde 6 adet b6lme bulunmaktadir. En
iist bolmede inlet bufferin yer aldigi 1 ml’lik kuyucuklara sahip 96’lik plaka, ikinci
bdlmede atik iiriinlerin oldugu bos kutu ve tiglincli bolmede ise 96’lik marker plaka yer
almaktadir (Sekil 3.9). PCR iiriinleri dort ve besinci bélmede 96’lik plakalar halinde
bulunurken en alt bolmede ise storage buffer olarak adlandirilan ve kapiller sistemin
kullanim disinda uygun sartlarda korunmasini saglayan kimyasali barindiran 96’lik plaka
yer almaktadir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Fragment Analyzer™ cihazinin plakalar bolgesi

Cihazin yan bolgesinde ise jel ve conditioning buffer tiipleri ve atik triinlerin
toplandig sise yer almaktadir (Sekil 3.10).

Capillary conditioning
solution

Sekil 3.10. Fragment Analyzer™ cihazinin yan bolgesinde yer alan tiipler

Fragment Analyzer™ cihazinda analizlerin yapilabilmesi igin 6ncelikle PCR
iirtinlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tez asamasinda yumusak ciiriikliik, pas ve ge¢ yaprak
beneklenmesi hastaliklarina ve nematod zararlisina dayanikliligin belirlenmesinde
kullanilan markerler ile PCR’lar kurulmus ve 15 ul’lik PCR firiinleri agaroz jelde
goriintiilemede kullanilmigtir. PCR iiriinlerinin geri kalan boliimii (en az 3 pl) Fragment
Analyzer™ ile yapilan analiz islemlerinde degerlendirilmistir. Cihazda ise analizlerin
yiriitiilebilmesi i¢cin DNF-900-K0500 kodlu kit igerisinde yer alan ve yetkili firma
tarafindan saglanan kimyasallar (Sekil 3.11) kullanilmistir.
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Sekil 3.11. Fragment Analyzer™’da analiz igin gerekli kimyasallar

Fragment Analyzer™ cihazinda analiz Oncesi hazirhik siirecine ihtiyag

duyulmaktadir. Bu siiregte kit igerisinde yer alan kimyasallar ve PCR 6rnekleri cihazda
uygun bolgelere yerlestirilmektedir. Tez analizleri sirasinda yapilan hazirlik islemleri ise
asagidaki sekilde siralanmustir.

1.

Cihazin ¢alistig1 siire boyunca kapiller sistem {lizerinde tampon gorevi goren Inlet
Buffer (930 dsDNA Inlet Buffer) 1X olarak hazirlanmis (kod: DNF-355-0125)
(Sekil 3.11) ve Fisherbrand® marka 96°lik plakaya her bir kuyucuga 1000 pl
olacak sekilde aktarilmistir. Ardindan plaka cihazdaki en {ist bdlmeye
yerlestirilmistir.

Ikinci bolmede ise analiz atiklarnin biriktirildigi kutu yer almakta olup analiz
oncesi bu kutu temizlenmistir.

Cihazin tgiincii bolmesine marker plaka konulmustur. Tim analizlerde S-
SMK900-0003 kodlu 35-500 bp marker kullanilmstir.

Cihazin 6n bolgesinde en son yapilan islem ise PCR iiriinlerinin konulmasidir. +4
°C’de 96’lik plakalarda yer alan PCR iiriinlerine 25 pl dilution buffer eklenmis
(kod: DNF-495-0060) (Sekil 3.11) ve yapilan santrifiijden sonra dordiinci
bolmeye yerlestirilmistir.

Cihazin yan bolgesinde yer alan ve baglanti bolgesinde “COND” yazan biiytlik
tiipe (Sekil 3.10) 200 ml 1X Capillary Conditioning Solution (kod:DNF-475-
0050) (Sekil 3.11) eklenmistir.

Hacmi 50 ml olan kiigiik tiipe (Sekil 3.10) ise igerisinde 15 ul Intercalating Dye
(kod: DNF-600-U030) bulunan 50 ml jel (kod: DNF-800-0240) konulmustur. Bu
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jel sanal ortamda jel goriintiisiiniin olugsmasina imkan vermekte olup iiretici firma
tarafindan hazirlanmaktadir.

7. Buislemlerin ardindan analizin baglatilabilmesi i¢in bilgisayarda bulunan yazilim
ac¢ilmustir.

Cihazin analize hazir hale getirilmesinin ardindan cihaz ile bilgisayar arasinda
baglantiy1 saglayan Fragment Analyzer (Active)™ yazilimi agilmistir. Cihazda analizin
bagslatilabilmesi i¢in istenen ayarlarin yapilmasina imkan veren bu yazilim ayni zamanda
cithazin ¢aligma siirecinin takip edilmesini de saglamaktadir. Tez siirecinde yazilimda
yapilan ayarlar ise su sekildedir;

1. Fragment Analyzer (Active)™ yaziliminin agilmasi i¢in dncelikle masaiistiinde
yer alan yazilim logosu tiklanmis ve ekrana gelen kullanici ad1 ve sifre kutusuna
gerekli bilgiler girilmistir (Sekil 3.12).

_— R -
romaeanser o S,

~A)

ADVANCED
Z ANALYTICAL

User ID:
Password:

Database: FS96-DB.sdf

Sekil 3.12. Fragment Analyzer (Active)™ yaziliminin agilmasi ve kullanict girisi

2. Yazilima girisin ardindan yazilima ait arayiiz agilmistir. Burada {ist kisimda
sollisyonlarin ayarlanabilmesine ve dosyalarin kontrol edilebilmesine imkan
veren durum ¢ubugu, onun alt kisminda 96’lik plakada 6rnekleri takip etmemizi
saglayan temsili plaka yer almaktadir. Sag tarafta ise 6rneklerde yapilan islemler
hakkinda data veren genis bilgi ekran1 vardir (Sekil 3.13)
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A Fragment /
File Admin Utilities Help

| Operation | un Status
4
- 1  : _ ’ Capilary Well Sample ID
A000000000000
8000000000000
c|l000000000000
PI000000000000
E[QOOOOO0O00000
FIOO0000000000
¢ [000000000000
HO00000000000
123 456 7 8 910 1112
Tray name:  Tray-1
Load From Fie... Save To File... Reset
B
Run Entire Tray
Addto queue Edit method...
Capillary Array - Conditioning
Add to queue Edit method...

Sekil 3.13. Fragment Analyzer (Active)™ yazilimina ait arayiiz

3. Yazilim agildiktan sonra ilk iglem olarak iist gubukta yer alan “Utilities” sekmesi
tiklanmis ve ardindan gelen meniiden “Solution Levels” se¢ilmistir (Sekil 3.14)
Wiy

File  Admin | Utilities l Help

W Optical Alignment...
- Hardware I/O...

Prime...

Solution Levels Gapltary wel Sample ID
AIQOOOOOOO00000
8 QOO0O000000000
c Q00000000000
DQOOOOOOOO0O00
EIQOOOOOOO0000
FIOOOOO0OOO00O00
c Q00000000000
HOOOOO0OOO00O00

1 2 3 45 6 7 8 910 1112
Tray name: Tray-1

Sekil 3.14. Solusyon seviyelerini belirleme iglemine girilmesi

4. Agcilan pencereye cihazda yer alan kimyasallarin seviyeleri girilmistir (Sekil
3.15). Tiim tez asamasinda soliisyon degerlerimiz sabit tutulmus, Gel 2 yazan
kutucuga 50 ml, Condition solution kutucuguna ise 200 ml’lik degerler girilmistir.
Bu degerlerin ise cihaza konulan degerlerle ayni olmasi1 gerekmektedir. Waste
yazan kutucuga ise atik sisesi bosaltildiktan sonra 0 yazilmistir.
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File ~Admin Utilities Help

Operation | Run Status

I Check Solution Volumes el e Sample ID
I

Check the fluid volumes before proceeding. Ensure that the
waste is empty and that the gel and conditioning solutions are
full.

Record the solution volumes here:

Volume {mL) Solution name
Gel 1 0.0f 910

Gel 2 50.01%{ 900
Conditioning Solution 200.01%

Waste th—_]

[ ok J[ cancel |

Sekil 3.15. Solusyon seviyelerinin belirlenmesi

5. Bu islemin ardindan yine “Utilities” sekmesi acilarak “Prime” tiklanmistir.
Burada “Fluid selected” sekmesinden kullanacak oldugumuz jel (Gel 2)
secilmistir. “Fill Rate”, “Cycles” ve “Emply Rate” degerleri ise tiim tez boyunca
sabit tutulmustur (Sekil 3.16)

File Admin Utilities Help
Operation | Run Status

A
8 Q00
c
P O®®
EQOO
FIOOO
- 900®
HO0O

1 2 3

Tray name: Tray-1

Load From File... Save To File... Reset

Sekil 3.16. Kullanilacak olan jelin se¢ilmesi

55



6. Analizde hangi kite ait metodun kullanilacagi “Run Entire Tray” baslig: altindaki
“Aqq to queue” linkinde yer alan “Method” sekmesinde belirlenmistir (Sekil
3.17). Yiiriitmiis oldugumuz tez boyunca “96-Capillary-55-80 Array-DNF-900
Reagent Kit” metodu kullanilmistir. Se¢imin ardindan Ok butonuna tiklanmistir.

a Fragment Ana
File  Admin Utilities Help
Operation | Run Status
» (000000000000
B
c 000000000000
DIOQOOOOOOO o5l Separation Setup Em
EO o
G (.1 RS6-Capillary - 55-80 Aray - DNF-300 Reagent Kit Method mthds
d g 2 O 8 2 2 2 s 96-Capillary - 33-55 Array - DNF-431 mRNA - High Sensttivity RNA
¢ 3 - 96LCapillary - 33-55 Aray - DNF-491 Total RNA - High Sensitivity |
00 0000 Folder Prefix: 96-Capillary - 33-55 Array - DNF-4592 Standard Sensitivity Large Fr
128 4 56 7 8 ey * 96Capillary - 33-55 Aray - DNF-493 High Sensitivity Large Fragme
D b 96-Capillary - 33-55 Aray - DNF-300 Reagent Kit Method mthds
Tray name:  Tray-1 ata path: 96 Capillary - 3355 Amay - DNF-910 Reagent Kit Method mthds
Nasaoll | 96-Capillary - 33-55 Array - DNF-915 Reagent Kit Method.mthds
otes: 96-Capillary - 33-55 Array - DNF-920 Reagert Kit Method mthds
96-Capillary - 33-55 Array - DNF-930 Reagent Kit Method.mthds
96-Capillary - 33-55 Aray - Operation Qualffication 810 100bp Lad
96-Capillary - 55-80 Amay - 910 Mutation Detection Kit Method mitt
96-Capillary - 55-80 Array - 520 Mutation Detection Kit Method mtt|
96-Capillary - 55-80 Array - DNF-473 Standard Sensttivity NGS Fra
96-Capillary - 55-80 Array - DNF-474 High Sensitivity NGS Fragme|
L 96Capillary - 55-80 Amay - DNF-473 Standard Sensitivity NGS Fra
_BGCapiIary - 55-80 Amay - DNF-486 High Sensitivity NGS Fragme|
96-Capillary - 55-80 Array - DNF-487 Standard Sensttivity Genomic|
Tray 96-Capillary - 55-80 Aray - DNF-488 High Sensitivity Genomic DN| _
) 96-Capillary - 55-80 Amay - DNF-489 Standard Sensitivity Total RN =
Addlo gueue Edt method... 96Capillary - 55-80 Amay - DNF-491 mRNA - High Senstivity RN2
] 5 s 3 96-Capillary - 55-80 Array - DNF-491 Total RNA - High Sensttivity |
Capillary Array - Conditioning 96-Capillary - 55-80 Aray - DNF-492 Standard Sensitivity Large Fr
. 96-Capillary - 55-80 Array - DNF-493 High Sensttivity Large Fragm¢
A [ /- /- DNF-500 Reagent Kit Method.mthds
96-Capillary - 55-80 Array - DNF-310 Reagent Kit Method.mthds
96-Capillary - 55-80 Aray - DNF-315 Reagent Kit Method mthds
96-Capillary - 55-80 Aray - DNF-320 Reagent Kit Method.mthds
96-Capillary - 55-80 Aray - DNF-930 Reagent Kit Method mthds
96-Capillary - 55-80 Array - Operation Qualfication 810 100bp Lad'—
Default Separation.mthds i

Sekil 3.17. Kullanilacak kite ait metodun secilmesi

7. Tim bu islemler ile yazilima analiz bilgileri girilmistir. Son sathada ise alt
kisimda bulunan ok isareti tiklanmig ve Fragment Analyzer™ cihazi ile PCR
iirlinlerimizin analizi baslamistir (3.18)

File...

Save To File...

Reset

Sekil 3.18. Analiz isleminin baslatilmasi
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Analiz sonrasi elde edilen sonuglar tiretici firma tarafindan gelistirilen PROSize
2.0 (Version 1.2.1.1) (Advanced Analytical Technologies, AMES, IA, USA) yazilimu ile
gorlntiilenmis ve degerlendirilmistir. Elde edilen jel goriintiilerinde ise alt (lower) marker
35 bp, list (upper) maker ise 500 bp olarak belirlenmistir. Elde edilen tiim bant goriintiileri
bu aralikta gézlenmistir.

3.2.8. Melezleme Islemleri

Bu tez c¢aligmasi Ozelinde ¢esitli yazigsmalarla Amerikan Gen Bankasindan
(USDA, ARS Plant Genetic Resources Conservation Unit, Griffin, GA, United States)
nematod dayanikli ¢esitler olan COAN (Simpson ve Starr 2001) ve NemaTAM (Simpson
vd 2003) ilkemize kazandirilmistir. Bu gesitler iilkemizde deger géren cesitler ile
melezlenmis ve nematod dayanikli genetik materyal olusturma amaciyla bir melezleme
programi olusturulmustur. Virginia tipi ve iilkemizde en ¢ok ekilen ¢esit olan NC7 ile
tilkemizde ihtiyag duyulan Runner tipi ¢esit, Florunner, melezlemeler de yer almistir
(Cizelge 3.8)

Cizelge 3.8. Melezlemede kullanilan genotipler ve ¢aprazlamalar (9 x &)

Florunner x COAN
COAN x Florunner
COAN x NC7

NC7 x COAN
NemaTAM x Florunner
Florunner x NemaTAM
NC7 x NemaTAM
NemaTAM x NC7

ONoGa~WNE

Melez igin kullanilacak olan genotipler Akdeniz Universitesi Tohumculuk ve
Tarimsal Biyoteknoloji Aragtirma ve Uygulama Gelistirme Merkezi ile Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisiindeki arastirma alanlarinda 35x52 boyutundaki saksilara
ekilmistir. Saksilara torf-perlit-vermikiilit karsimi 3:1:1 oraninda hazirlanmis ve kirmizi
toprakla 1:1 oraninda karistirilarak kullanilmistir. Ekim islemi ise 16-17 Mayis 2013
tarihlerinde belirtilen alanlarda yapilmistir (Sekil 3.19). Bu islemin ardindan kug zararini
onlemek amaciyla cikisa kadar saksilarin iistii tiil bir parga ile kapatilmistir (Sekil 3.19).

(@) | (b)
Sekil 3.19. (a) Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama

Gelistirme Merkezi (b) Bati  Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisiinde melezlemede kullanilacak genotiplerin saksilara ekilmesi
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Saksilara ekim isleminin ardindan normal yetistirme paketi icerisinde yer alan
sulama ve yabanci otlarin temizlenmesi islemleri belirli araliklarla gergeklestirilmistir.
Ekimden bir hafta sonra bitki ¢ikislar1 goriilmiis, yaklasik bir ay sonra ise genotiplerde
ciceklenmeler baglamistir. Tiim genotiplerde ¢igeklenmenin ardindan Nigam vd (1990)
tarafindan uygulanan melezleme teknigi kullanilarak melezleme islemlerine gecilmistir.
Yerfistiginda, ¢i¢ekler agilmadan dnce tozlasma basladig icin bitki ¢cogunlukla kendine
tozlanir. Bunu Onlemek amaciyla saat 17:00’dan sonra c¢igeklerdeki anterler pens
yardimiyla uzaklastirilarak bitkiler emaskule edilmistir. Emaskiilasyon isleminin
ardindan ¢igekleri takip etmek amaciyla uygun etiketleme kullanilmistir. Tozlama islemi
bir giin sonra sabah saat 7.00-10.00 arasinda yapilmis olup anterler topluca g¢ekilerek,
tozlanacak c¢igcegin stigmasi lizerine firgalama yapar gibi siirlilmiistiir. Bu islemin
ardindan yapilan her bir melez her giin takip edilmis ve ayni bolgeden ¢igek ¢cikmamasina
dikkat edilmistir. Yapilan melez eger tutmus yani ¢i¢eklerde dollenme basarili olmus ise
dollenmeden 10-12 gilin sonra yumurtaligin altindaki doku hizla ¢ogalir ve zamanla
yumurtaligl ¢evreleyen doku ile birleserek bir uzanti (ginefor) meydana getirir. Eger
dollenme olmamissa melezleme yapilan ¢icek kurur ve kopar. Yapmis oldugumuz
melezlemelerde genellikle basarili saglanmis ve gineforlar olusmustur (Sekil 3.20).
Gineforlar uzayarak topraga girmisler ve 8-10 giin sonra kapsiilleri olusturmaya
baslamislardir.

Sekil 3.20. Dollenme sonras1 melezlerde gineforlarin olusumu

Agustos ayi itibari ile bitkilerde ¢iceklenme durmus ve boylelikle melezleme
islemi sona ermistir. Eyliil aymin sonlarma dogru bitkilerin yapraklarinda sararmalar
meydana gelmis ve yapraklar dokiilmeye baslamistir. Ekim aymin basinda ise hasat
islemi gergeklestirilmistir. Hasat i¢in her saksi tek tek once ters ¢evrilmis ve ardindan ¢ok
yavas akan bir su ile bitki kokii topraktan ayrilmistir (Sekil 3.21). Tutan melezlerin
etiketlerinin ¢ikmamasina 6zen gosterilmistir.
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Sekil 3.21. Hasat sirasinda bitkilerin saksidan ayrilmasi ve topraktan ayrigtirilmasi

Hasada gelmis bitkilerin kdklerinin topraktan ayrilmasinin daha once etiketlenmis
olan F1 tohumlar: bitkilerden alinmstir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. Hasat isleminde daha 6nceden etiketlenmis melezlerin alinmasi

Tim bitkiler hasat edildikten sonra kapsiiller kurutulmak iizere giines 15181na
maruz birakilmis (Sekil 3.23) ve gelecek yetistirme sezonuna hazir hale getirilmislerdir.

Sekil 3.23. Hasat sonrasi bitkilerin ve melezlerin kurutulmasi
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Bir sonraki yil (2014) Fi tohumlar1 ve ebeveynleri Akdeniz Universitesi
Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Gelistirme Merkezi’nde
yetistirilmistir. Tohumlar 6nce 14x13 boyutundaki saksilara ekilmis ve c¢ikislarin
ardindan 35x52 boyutundaki saksilara aktarilmislardir (Sekil 3.24). Toprak olarak torf
perlit-vermikiilit karsimi1 3:1:1 oraninda hazirlanmis ve kirmizi toprakla 1:1 oraninda
karistirilarak kullanilmastir.

Sekil 3.24. F1 tohumlar1 ve ebeveynlerinin saksilarda yetistirilmesi

F1 bitkilerinin yetistirilmesinin yaninda geri melezleme islemi de bu dénemki
yetistirme amaclarindan biri olmustur. F1 bitkileri ebeveynleri ile yan yana bulunan
saksilara ekilmis ve geri melezleme yapilmistir (Sekil 3.25)

@ )

Sekil 3.25. (a) Geri melezleme yapilacak genotipler (b) Geri melez sonrasi olusan
gineforlar

Melezleme islemleri 15 Agustos 2014 tarihi ile sona erdirilmis ve ekim ayi
baginda tiim bitkiler hasat edilmislerdir. Kurutmaya birakilan tiim tohumlar 2015
yetistirme sezonuna hazir hale getirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Yerfistig1 Koleksiyonunda Yumusak (Beyaz) Ciiriikliik Hastahgmma Kars1
Dayaniklihigin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

Yiirtitiilen bu tez ¢aligmasinda sahip oldugumuz yerfistig1 koleksiyonu (Cizelge
3.1) tarla kosullarinda yetistirilmis ve molekiiler analizlerde kullanilmak iizere tiim
genotiplerden yaprak ornekleri alinmistir. Her bir genotipe ait {i¢ bitkiden alinan yaprak
orneklerinin bulk edilmesinin ardindan molekiiler bitki 1slahi laboratuvarinda DNA
izolasyon islemi gerceklestirilmis ve koleksiyonun fungal (yumusak ciiriikliik, pas, gec
yaprak beneklenmesi) hastaliklara ve nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan
molekiiler olarak karakterizasyonuna baslanmistir. Bu ¢alismada ilk olarak yumusak
cuiriikliik hastaligi ele alinmis ve Chenault vd (2009) tarafindan gelistirilen SSR marker
kullanilarak koleksiyonumuz molekiiler olarak taranmistir.

Chenault vd (2009) yiiriitmiis olduklar1 molekiiler ¢alismada agaroz jel {izerinde
140 bp’de bant veren genotipleri yumusak ¢iiriikliik hastaligina dayanikli, 100 bp’de bant
veren genotipleri ise hassas olarak karakterize etmislerdir. Ylriitmiis oldugumuz
molekiiler calismada belirtilen PCR kosullar1 ile analizler yapilmis ve elde edilen PCR
tirtinleri hem agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiileme cihazinda hem de Fragment
Analyzer™ cihaz1 ile yapilan analizler sonrast ProSize 2.0™ yaziliminda
goriintiilenmistir. Jel iizerinde dogru bir skorlama igin ise Chamberlin vd (2010)
tarafindan hastaliga dayanikli (P1482189) ve hassas (Pl 496448) olarak karakterize edilen
iki genotip kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 4.1). Bu islemlerin ardindan elde edilen
sanal ve agaroz jel goriintiileri degerlendirilmis ve sonug olarak koleksiyonumuzda yer
alan 142 genotip yumusak ciirtikliik hastaligina dayanikli, 108 genotip ise hassas olarak
karakterize edilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil
4.7)(Cizelge 4.1). Geri kalan 6 genotipte ise yapilan bir¢ok tekrara ragmen jel sistemleri
tizerinde bant elde edilememistir.

Arachis hypogaea L. iki alt tiire ayrilmaktadir. hypogaea alttiirii hypogaea ve
hirsuta, botanik varyetelerini, fastiagata alttiirii ise fastigiata, vulgaris, peruviana ve
aequuatoriana botanik varyetelerini igermektedir. Koleksiyonumuzda hypogaea botanik
varyetesine ait 131 genotip, vulgaris botanik varyetesine ait 61 genotip ve fastigiata
botanik varyetesine ait 60 genotip bulunmaktadir. Ayrica peruviana botanik varyetesinde
iki genotip, hirsuta ve aequuatoriana botanik varyetelerinde ise birer genotip yer
almaktadir. Koleksiyonda yumusak ciirtikliik hastaligina dayanikli olarak belirlenen 142
genotip farkli botanik varyetelerden gelmektedir. vulgaris botanik varyetesine ait 56
genotip, fastigiata botanik varyetesine ait 54 genotip ve hypogaea botanik varyetesine
ait 28 genotip bu tez ¢alismasinda yumusak ciiriikliilk hastaligina dayanikli olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Oransal olarak ise vulgaris botanik varyetesine ait genotipler
tiim dayanikli genotiplerin % 39.4’{inii, fastigiata botanik varyetesine ait genotipler %
38.0’ini ve hypogaea botanik varyetesine ait genotipler ise % 19.7’sini olusturmustur.
Koleksiyonda ¢ok az sayida genotip bulunduran hirsuta (1), aequuatoriana (1) ve
peruviana (2) botanik varyetelerinde ise tiim genotipler hastaliga dayanikli olarak
karakterize edilmistir. Jel elektroforezi sonrasi bant goriintiisii elde edilemeyen 6
genotipin varyete hypogaea (3 genotip), varyete vulgaris (2 genotip) ve varyete fastigiata
(1 genotip) botanik varyetelerine ait oldugu belirlenmistir.
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Koleksiyonumuz igerisinde genetik materyal olarak 186 genotipten olusan diinya
yerfistigi mini kor koleksiyonu yer almaktadir. Molekiiler analizler sonrasi kor
koleksiyonda toplam 115 genotip hastaliga dayanikli olarak karakterize edilirken 68
genotip hassas olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Ug genotipte ise jel sistemleri iizerinde
bant goriintiisii elde edilememistir. Taksonomik olarak dayanikli genotiplerin 36
tanesinin varyete fastigiata’ya, 56 tanesinin varyete vulgaris’e ve 20 tanesinin ise varyete
hypogaea’ya ait oldugu belirlenmistir. Dayanikli genotiplerin ise % 48.6’simnin varyete
vulgaris’e, % 31.3’liniin varyete fastigiata'ya ve % 17.3’liniin varyete hypogaea’ya ait
oldugu da bu ¢alisma ile ortaya konmustur.
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100 bp ladder

Sekil 4.1. Yumusak ciiriikliik hastaligina dayaniklilik ile iliskili markerin kullanilmast
sonucunda PCR sonrasi elde edilen agaroz jel goriintiisii. Dayanikli kontrol,
P1482189 ve hassas kontrol, P1 496448. Genotipler sirastile 1: ACG 1, 2: ACG
2,3: ACG 3,4: ACG 4,5: ACG5,6: ACG 6, 7: ACG 7,8: ACG 8,9: ACG 9,
10: ACG 10, 11: ACG 11, 12: ACG 12, 13: ACG 13, 14: ACG 14, 15: ACG
15,16: ACG 16,17: ACG 17,18: ACG 18, 19: ACG 19, 20: ACG 20, 21: ACG
21 ve 22: ACG 22
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Cizelge 4.1. Yumusak (beyaz) ¢iiriikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan yerfistigi
koleksiyonunun molekiiler karakterizasyonu

Aksesyon  Genotip Botanik ~ Marker Aksesyon Genotip Botanik ~ Marker
No. adi varyete Skoru* No. adi varyete Skoru
ACG 1 ICG 36 vulgaris D ACG 46 ICG 3421 vulgaris D
ACG 2 ICG 76 hypogaea H ACG 47 ICG 3584  vulgaris D
ACG3 ICG 81 vulgaris D ACG48 ICG3673 fastigiata D
ACG 4 ICG 111 hypogaea H ACG49 ICG 3681 fastigiata D
ACG5 ICG 115 fastigiata D ACG50 ICG3746 vulgaris D
ACG 6 ICG 118 vulgaris H ACG51 ICG 3775 wulgaris D
ACG7 ICG 156 hypogaea H ACG52 ICG 3992 hypogaea H
ACG 8 ICG 163 hypogaea H ACG53 ICG4156 hypogaea H
ACG9 ICG 188 hypogaea D ACG54 ICG 4343 hypogaea H
ACG 10 ICG297 fastigiata D ACG55 ICG 4389 hypogaea H
ACG1ll ICG332 fastigiata D ACG56 ICG4412 hypogaea H
ACG12 ICG334 vulgaris D ACG57 ICG 4527 hypogaea H
ACG 13 ICG 397 fastigiata D ACG58 ICG 4538 hypogaea H
ACG1l4 ICG434 vulgaris D ACG59 ICG 4543 vulgaris D
ACG15 ICG 442 vulgaris D ACG 60 ICG4598 hypogaea H
ACG 16 ICG513 hypogaea H ACG 61 ICG4670 fastigiata D
ACG 17 ICG532 hypogaea H ACG62 ICG 4684 vulgaris D
ACG18 ICGT721 hypogaea H ACG 63 ICG 4729 vulgaris D
ACG19 ICG 862 hypogaea H ACG64 ICG4746 hypogaea D
ACG20 ICG875 hypogaea H ACG65 ICG4750 vulgaris D
ACG21 1CG928 hypogaea H ACG66 ICG4911 wulgaris D
ACG 22 ICG 1137 vulgaris D ACG 67 ICG 4955 vulgaris D
ACG 23 ICG 1142 fastigiata D ACG 68 ICG 4998 hypogaea H
ACG24 ICG 1274 fastigiata D ACG69 ICG5016 hypogaea H
ACG25 ICG 1399 fastigiata D ACG70 ICG5195 vulgaris D
ACG 26 ICG 1415 vulgaris D ACG71 ICG5221 fastigiata D
ACG 27 ICG 1519 vulgaris D ACG72 ICG5236  vulgaris D
ACG28 ICG 1668 hypogaea H ACG73 ICG5286 hypogaea D
ACG29 ICG1711  vulgaris D ACG74 ICG5327 hypogaea H
ACG 30 ICG1973 vulgaris D ACG75 ICG5475 fastigiata D
ACG31 ICG2019 wvulgaris D ACG76 ICG5494 vulgaris D
ACG 32 ICG2106 vulgaris D ACG77 ICG5609 fastigiata D
ACG 33 ICG2381 hypogaea D ACG78 ICG5662 hypogaea H
ACG34 ICG 2511 hypogaea H ACG79 ICG5663 hypogaea H
ACG35 ICG 2738 fastigiata D ACG80 ICG5745 hypogaea H
ACG36 ICG2772 hypogaea H ACG81 ICG5779 wulgaris D
ACG37 ICG2773 hypogaea D ACG 82 ICG5827  hypogaea D
ACG 38 ICG 2777 hypogaea H ACG83 ICG5891 hypogaea H
ACG39 ICG 2857 hypogaea D ACG84 ICG6022 fastigiata D
ACG40 ICG 2925 hypogaea H ACG85 ICG 6057 hypogaea H
ACG 41 ICG 3027 hypogaea H ACG86 ICG6201 fastigiata D
ACG42 ICG 3053 hypogaea H ACG87 ICG6263 vulgaris D
ACG43 ICG 3102  vulgaris D ACG88 ICG6375 wvulgaris D
ACG44 ICG 3240  vulgaris D ACG89 ICG6402 hypogaea D
ACG45 ICG 3343  vulgaris D ACG90 ICG 6407 vulgaris D
Devami Arkada
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Cizelge 4.1°in Devam

Aksesyon  Genotip Botanik Marker  Aksesyon Genotip adi Botanik Marker
No. adi varyete Skoru*  No. P varyete Skoru
ACG 91 ICG 6646  fastigiata N/A° ACG136 ICG 11088 peruviana D
ACG 92 ICG 6654  vulgaris N/A ACG 137 ICG 11109 hypogaea D
ACG 93 ICG 6667  hypogaea H ACG 138 ICG 11144 fastigiata D
ACG 94 ICG 6703  hypogaea D ACG 139 ICG 11219 hypogaea H
ACG 95 ICG 6766  hypogaea H ACG 140 ICG 11249 vulgaris D
ACG 96 ICG 6813  hypogaea H ACG 141 ICG 11322 hypogaea H
ACG 97 ICG 6888 fastigiata D ACG 142 ICG 11426 hypogaea D
ACG 98 ICG 6892  hypogaea H ACG 143 ICG 11457 hypogaea H
ACG 99 ICG 6993  hypogaea D ACG 144 ICG 11515 vulgaris D
ACG 100 ICG7000 hypogaea D ACG 145 ICG 11651 vulgaris D
ACG 101 ICG 7153 hypogaea H ACG 146 ICG 11687 vulgaris D
ACG 102 ICG 7181 fastigiata D ACG 147 ICG 11855 hypogaea H
ACG 103 ICG 7190 vulgaris D ACG 148 ICG 11862 hypogaea H
ACG 104 ICG 7243 hypogaea H ACG 149 ICG 12000 hypogaea H
ACG 105 ICG 7906 vulgaris D ACG 150 ICG 12189 vulgaris D
ACG 106 ICG 7963 hypogaea D ACG 151 ICG 12276 hypogaea D
ACG 107 ICG 7969 vulgaris D ACG 152 ICG 12370 hypogaea H
ACG 108 ICG 8083 vulgaris D ACG 153 ICG 12625 aequatoriana D
ACG 109 ICG 8106 fastigiata D ACG 154 ICG 12672 hypogaea H
ACG 110 ICG 8285 hypogaea H ACG 155 ICG 12682 vulgaris D
ACG 111 ICG 8490 hypogaea H ACG 156 ICG 12697 vulgaris N/A
ACG 112 ICG 8517 fastigiata D ACG 157 ICG 12879 vulgaris D
ACG 113 ICG 8567  vulgaris D ACG 158 ICG 12921 vulgaris D
ACG 114 I1CG 8760 hypogaea H ACG 159 ICG 12988 wvulgaris D
ACG 115 ICG 9037 hypogaea H ACG 160 ICG 13099 hypogaea H
ACG 116 ICG 9157  wulgaris D ACG 161 ICG 13491 ulgaris D
ACG 117 ICG 9249  vulgaris D ACG 162 ICG 13603 vulgaris D
ACG 118 ICG 9315 fastigiata D ACG 163 ICG 13723 hypogaea H
ACG 119 ICG 9418 wulgaris D ACG 164 ICG 13787 hypogaea H
ACG 120 ICG 9507  vulgaris H ACG 165 ICG 13856 fastigiata D
ACG 121 ICG 9666  hypogaea H ACG 166 ICG 13858 fastigiata D
ACG 122 ICG 9777 hypogaea H ACG 167 ICG 13941 vulgaris H
ACG 123 ICG 9809  wvulgaris D ACG 168 ICG 13942 hypogaea H
ACG 124 1CG 9842  hypogaea H ACG 169 ICG 13982 hypogaea D
ACG 125 ICG 9905 hypogaea H ACG 170 ICG 14008 hypogaea H
ACG 126 ICG 9961 hypogaea H ACG 171 ICG 14106 fastigiata D
ACG 127 ICG 10036 peruviana D ACG 172 I1CG 14118 vulgaris D
ACG 128 ICG 10092 fastigiata D ACG 173 ICG 14127 fastigiata D
ACG 129 ICG 10185 hypogaea H ACG 174 ICG 14466 hypogaea H
ACG 130 ICG 10384 vulgaris D ACG 175 ICG 14475 hypogaea D
ACG 131 ICG 10474 fastigiata D ACG 176 ICG 14482 hypogaea D
ACG 132 ICG 10479 hypogaea D ACG 177 ICG 14523 hypogaea H
ACG 133 ICG 10554 fastigiata D ACG 178 ICG 14630 fastigiata D
ACG 134 ICG 10566 fastigiata D ACG 179 ICG 14705 hypogaea D
ACG 135 ICG 10890 fastigiata D ACG 180 ICG 14710 fastigiata D
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Cizelge 4.1’in Devami

Aksesyon Genotin adi Botanik ~ Marker Aksesyon Genotin ady Botanik ~ Marker
No. P varyete Skoru*  No. P varyete Skoru
ACG 181 ICG 14985  vulgaris D ACG 226 88121 hypogaea H
ACG 182 ICG 15042 fastigiata D ACG 227 PI-315633  hypogaea H
ACG 183 ICG 15190  hypogaea H ACG 228 PI-315621  hypogaea H
ACG 184 ICG 15287  vulgaris D ACG 229 Edirne-9p-53 hypogaea H
ACG 185 ICG 15309 fastigiata D ACG 230 M-44-A hypogaea H
ACG 186 ICG 15419  hirsuta D ACG 231 M-44-B hypogaea D
ACG 187 NC-7 hypogaea D ACG 232 Anamur-2006  hypogaea D
ACG 188 PF-259860 hypogaea H ACG 233 97-Vietname fastigiata D
ACG 189 NC-3033 hypogaea H ACG 234 98-Australia  fastigiata H
ACG 190 5015 hypogaea H ACG 235 Florispan fastigiata D
ACG 191 5026 hypogaea H ACG 236 Spanish191-1  fastigiata D
ACG 192 5030 hypogaea D ACG 237 Spanish 18/38  fastigiata D
ACG 193 5067 hypogaea D ACG 238 Starr fastigiata D
ACG 194 88/3 hypogaea H ACG 239 Schwarz fastigiata D
ACG 195 Ant-92/1 hypogaea H ACG 240 Spancross fastigiata D
ACG 196 427-24 hypogaea H ACG 241 PF-161317 fastigiata D
ACG 197 437-3-4-B-2  hypogaea D ACG 242 PF-248759 fastigiata D
ACG 198 393-2-1-2-2 hypogaea N/A  ACG 243 PF-268771-B fastigiata D
ACG 199 70/1145-1/03  hypogaea D ACG 244 C1-27 fastigiata D
ACG 200 75/1073-A  hypogaea H ACG 245 AF-2B Grif fastigiata D
ACG 201 75/1073-B  hypogaea H ACG 246  Argentine fastigiata D
ACG 202 Bari-89 hypogaea H ACG 247 Bayramic fastigiata D
ACG 203 Best Dagar hypogaea N/A  ACG 248 Comet fastigiata D
ACG 204 V.BanbimP.  hypogaea H ACG 249 N.M.Valan fastigiata D
ACG 205 88 Bocounba  hypogaea H ACG 250 T. Power fastigiata D
ACG 206 Home bay hypogaea H ACG 251 96-Australia  fastigiata D
ACG 207 Florigiant hypogaea D ACG 252 Taianan fastigiata H
ACG 208 Flamingo hypogaea H ACG 253 440-B-1-2-5-H  fastigiata H
ACG 209 Shulamit hypogaea H ACG 254 Early rumir fastigiata D
ACG 210 Sunrunner  hypogaea H ACG 255 Egret fastigiata H
ACG 211 Florunner hypogaea H ACG 256 Dixil Anax fastigiata H
ACG 212 Swallow hypogaea H

ACG 213 Behirim hypogaea D

ACG 214 Cine hypogaea H

ACG 215 Kadriye hypogaea H

ACG 216 Osmaniye hypogaea  N/A

ACG 217 Osm. Erzin  hypogaea H

ACG 218 Anamur-B  hypogaea H

ACG 219 Anamur-K  hypogaea H

ACG 220 Gazipasa hypogaea H

ACG 221 Com hypogaea H

ACG 222 NC-Fla-14  hypogaea H

ACG 223 NC-10-C hypogaea H

ACG 224 GP-NC-343 hypogaea H

ACG 225 88488 hypogaea H

D,dayanikli; H, hassas; N/A, amplifikasyon yok.
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arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.3. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda yumusak ciiriikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 49 - ACG 96
arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.4. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda yumusak ciiriikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 97 - ACG 144
arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.5. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonras1 yumusak ¢iirtikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 145 - ACG 192

arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.6. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonras1 yumusak ¢iirtikliik hastaligina dayaniklilik bakimimdan ACG 193 - ACG 240
arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.7. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasi yumusak ¢iirtikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 241 - ACG 256

arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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4.2. Yerfisti@1 Koleksiyonunda Pas Hastahigina Karsi Dayamkhh@in Molekiiler
Olarak Belirlenmesi

Sukruth vd (2015) yiiriitmiis olduklar1 molekiiler caligmada dort popiilasyondan
gelen RIL genotiplerini GM1954 markeri dahil bircok marker ile pas hastaligina
dayaniklilik bakimindan taramislardir. Arastirmacilar GM1954 markerinin hassas ve
dayanikli genotipleri ayirt etmede oldukca basarili oldugunu ifade etmisler ve bu
markerin seleksiyon islahinda kullanilabilecegi raporlamiglardir (Sukruth vd 2015).

Koleksiyonumuzun pas hastaligina dayaniklililk bakimindan molekiiler
karakterizasyonu Sukruth vd (2015) tarafindan kullanilan SSR marker (GM1954) ile
yapilmistir. Tiim genotiplerin yer aldigi molekiiler calismada belirtilen PCR kosullar ile
analizler yiiriitiilmiis ve elde edilen PCR iiriinleri hem agaroz jel elektroforezi sonrasi
goriintiileme cihazinda hem de Fragment Analyzer™ sisteminde yer alan ProSize 2.0™
yaziliminda goriintiilenmis ve degerlendirilmistir. Elde ettigimiz jel goriintiilerinin
dogrulugunu teyit etmek amaciyla Sudini vd (2015) tarafindan dayanikli (ICG 4389) ve
hassas (ICG 4750) olarak belirlenen iki genotip kontrol olarak kullanilmistir. Bu
genotipler ayn1 zamanda sahip oldugumuz koleksiyonda sirasiyla ACG 55 ve ACG 65
aksesyon numaralari ile de yer almaktadir.

Sukruth vd (2015), GM1954 markerinin yer aldigi PCR analizi sonrasinda
genotiplerin 120 ve 123 bp’de olmak iizere iki bant verdiklerini, dayanikli genotiplerin
120 bp, hassas genotiplerin ise 123 bp de bant goriintiisiine sahip olduklarini ifade
etmiglerdir. Yapmis oldugumuz PCR analizleri sonrasinda Fragment Analyzer™
cihazinda beklenen bolgelerde bantlar elde edilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10,
Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13). Ancak agaroz jel sisteminde bantlarin birbirine ¢ok
yakin olmasindan dolay1 ¢cok net bant goriintii elde edilememistir (Sekil 4.14). Fragment
Analyzer™ sisteminden elde edilen sonuglar dikkate alindiginda ise koleksiyonumuzda
yer alan 9 genotip hastaliga dayanikli olarak belirlenirken 243 genotip ise hassas olarak
karakterize edilmistir (Cizelge 4.2). 4 genotipte (ACG 170, ACG 201, ACG 218, ACG
256) ise yapilan tekrarlara ragmen bant goriintiisii elde edilememistir.

Taksonomik simniflandirma dikkate alindiginda ise koleksiyonda yer alan 9
genotipinden 8 tanesinin varyete hypogaea botanik varyetesine ait oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Diger dayanikli genotip olan ACG 61 ise varyete fastigiata botanik
varyetesine aittir. Tez ¢alismasi kapsaminda degerlendirilen diinya yerfistigi mini kor
koleksiyonu da pas hastaligina dayaniklilik bakimindan karakterize edilmistir. Dayanikli
olarak belirlenen 7 genotipte (ACG 55, ACG 58, ACG 61, ACG 79, ACG 93, ACG 95,
ACG 160) bu koleksiyon igerisinde yer almistir.
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Cizelge 4.2. Pas hastaligina dayaniklilik bakimindan yerfistig1 koleksiyonunun molekiiler
karakterizasyonu

Aksesyon  Genotip Botanik ~ Marker Aksesyon Genotip Botanik ~ Marker
No. adi varyete Skoru* No. adi varyete Skoru
ACG 1 ICG 36 vulgaris H ACG 46 ICG 3421 vulgaris H
ACG 2 ICG 76 hypogaea H ACG 47 ICG 3584  vulgaris H
ACG3 ICG 81 vulgaris H ACG48 ICG3673 fastigiata H
ACG 4 ICG 111 hypogaea H ACG49 ICG 3681 fastigiata H
ACG5 ICG 115 fastigiata H ACG50 ICG3746 vulgaris H
ACG 6 ICG 118 vulgaris H ACG51 ICG 3775 wulgaris H
ACG7 ICG 156 hypogaea H ACG52 ICG 3992 hypogaea H
ACG 8 ICG 163 hypogaea H ACG53 ICG4156 hypogaea H
ACG9 ICG 188 hypogaea H ACG54 ICG 4343 hypogaea H
ACG 10 ICG 297 fastigiata H ACG55 ICG4389 hypogaea D
ACG1ll ICG332 fastigiata H ACG56 ICG4412 hypogaea H
ACG12 ICG334 vulgaris H ACG57 ICG 4527 hypogaea H
ACG 13 ICG 397 fastigiata H ACG58 ICG 4538 hypogaea D
ACG1l4 ICG434 vulgaris H ACG59 ICG 4543 vulgaris H
ACG15 ICG 442 vulgaris H ACG 60 ICG4598 hypogaea H
ACG 16 ICG513 hypogaea H ACG 61 ICG4670 fastigiata D
ACG 17 ICG532 hypogaea H ACG62 ICG 4684 vulgaris H
ACG18 ICGT721 hypogaea H ACG 63 ICG 4729 vulgaris H
ACG19 ICG 862 hypogaea H ACG64 ICG4746 hypogaea H
ACG20 ICG875 hypogaea H ACG65 ICG4750 vulgaris H
ACG21 1CG928 hypogaea H ACG66 ICG4911 wulgaris H
ACG 22 ICG 1137 vulgaris H ACG 67 ICG 4955 vulgaris H
ACG 23 ICG 1142 fastigiata H ACG 68 ICG 4998 hypogaea H
ACG24 ICG 1274 fastigiata H ACG69 ICG5016 hypogaea H
ACG25 ICG 1399 fastigiata H ACG70 ICG5195 vulgaris H
ACG 26 ICG 1415 vulgaris H ACG71 ICG5221 fastigiata H
ACG 27 ICG 1519 vulgaris H ACG72 ICG5236  vulgaris H
ACG28 ICG 1668 hypogaea H ACG73 ICG5286 hypogaea H
ACG29 ICG1711  vulgaris H ACG74 ICG5327 hypogaea H
ACG 30 ICG1973 vulgaris H ACG75 ICG5475 fastigiata H
ACG31 ICG2019 wvulgaris H ACG76 ICG5494 vulgaris H
ACG 32 ICG2106 vulgaris H ACG77 ICG5609 fastigiata H
ACG 33 ICG2381 hypogaea H ACG78 ICG5662 hypogaea H
ACG34 ICG 2511 hypogaea H ACG79 ICG5663 hypogaea D
ACG35 ICG 2738 fastigiata H ACG80 ICG5745 hypogaea H
ACG36 ICG2772 hypogaea H ACG81 ICG5779  wulgaris H
ACG37 ICG2773 hypogaea H ACG 82 ICG5827  hypogaea H
ACG 38 ICG 2777 hypogaea H ACG83 ICG5891 hypogaea H
ACG39 ICG 2857 hypogaea H ACG84 ICG6022 fastigiata H
ACG40 ICG 2925 hypogaea H ACG85 ICG 6057 hypogaea H
ACG 41 ICG 3027 hypogaea H ACG86 ICG6201 fastigiata H
ACG42 ICG 3053 hypogaea H ACG87 ICG6263 vulgaris H
ACG43 ICG 3102 wulgaris H ACG88 ICG6375 vulgaris H
ACG 44 ICG 3240 wulgaris H ACG89 ICG6402 hypogaea H
ACG45 ICG 3343  vulgaris H ACG90 ICG 6407 vulgaris H
Devami Arkada
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Cizelge 4.2°in devami

Aksesyon Genotin adi Botanik Marker Aksesyon Genotip Botanik Marker
No. P varyete Skoru*  No. adi varyete Skoru
ACG91 ICG6646  fastigiata H ACG 136 1CG 11088 peruviana H
ACG92 ICG 6654 vulgaris H ACG 137 ICG 11109 hypogaea H
ACG 93 ICG 6667 hypogaea D ACG 138 ICG 11144 fastigiata H
ACG94 ICG 6703 hypogaea H ACG 139 ICG 11219 hypogaea H
ACG95 ICG 6766 hypogaea D ACG 140 ICG 11249 vulgaris H
ACG96 ICG 6813 hypogaea H ACG 141 ICG 11322 hypogaea H
ACG 97 ICG 6888 fastigiata H ACG 142 ICG 11426 hypogaea H
ACG98 ICG 6892 hypogaea H ACG 143 ICG 11457 hypogaea H
ACG99 ICG 6993 hypogaea H ACG 144 1CG 11515 vulgaris H
ACG 100 ICG 7000 hypogaea H ACG 145 ICG 11651 vulgaris H
ACG 101 ICG 7153 hypogaea H ACG 146 ICG 11687 vulgaris H
ACG 102 ICG 7181  fastigiata H ACG 147 1CG 11855 hypogaea H
ACG 103 ICG 7190 vulgaris H ACG 148 ICG 11862 hypogaea H
ACG 104 1CG 7243 hypogaea H ACG 149 ICG 12000 hypogaea H
ACG 105 ICG 7906 vulgaris H ACG 150 ICG 12189 vulgaris H
ACG 106 ICG 7963 hypogaea H ACG 151 ICG 12276 hypogaea H
ACG 107 1CG 7969 vulgaris H ACG 152 1CG 12370 hypogaea H
ACG 108 1CG 8083  wvulgaris H ACG 153 ICG 12625 aequatoriana H
ACG 109 ICG8106  fastigiata H ACG 154 ICG 12672 hypogaea H
ACG 110 ICG 8285 hypogaea H ACG 155 ICG 12682 vulgaris H
ACG 111 I1CG 8490 hypogaea H ACG 156 ICG 12697 vulgaris H
ACG 112 ICG 8517  fastigiata H ACG 157 1CG 12879 vulgaris H
ACG 113 ICG 8567 vulgaris H ACG 158 1CG 12921 vulgaris H
ACG 114 ICG 8760 hypogaea H ACG 159 ICG 12988 vulgaris H
ACG 115 1CG 9037 hypogaea H ACG 160 ICG 13099 hypogaea D
ACG 116 ICG 9157 vulgaris H ACG 161 ICG 13491 vulgaris H
ACG 117 1CG 9249 vulgaris H ACG 162 1CG 13603 vulgaris H
ACG 118 1CG 9315 fastigiata H ACG 163 ICG 13723 hypogaea H
ACG 119 1CG 9418 vulgaris H ACG 164 ICG 13787 hypogaea H
ACG 120 ICG 9507 vulgaris H ACG 165 ICG 13856 fastigiata H
ACG 121 I1CG 9666 hypogaea H ACG 166 ICG 13858 fastigiata H
ACG 122 ICG 9777 hypogaea H ACG 167 ICG 13941 vulgaris H
ACG 123 1CG 9809 vulgaris H ACG 168 ICG 13942 hypogaea H
ACG 124 1CG 9842 hypogaea H ACG 169 ICG 13982 hypogaea H
ACG 125 1CG 9905 hypogaea H ACG 170 ICG 14008 hypogaea H
ACG 126 1CG 9961 hypogaea H ACG 171 ICG 14106 fastigiata H
ACG 127 1CG 10036  peruviana H ACG 172 ICG 14118 vulgaris H
ACG 128 ICG 10092 fastigiata H ACG 173 ICG 14127 fastigiata H
ACG 129 ICG 10185 hypogaea H ACG 174 1CG 14466 hypogaea H
ACG 130 ICG 10384 vulgaris H ACG 175 ICG 14475 hypogaea H
ACG 131 ICG 10474 fastigiata H ACG 176 ICG 14482 hypogaea H
ACG 132 ICG 10479 hypogaea H ACG 177 1CG 14523 hypogaea H
ACG 133 ICG 10554 fastigiata H ACG 178 ICG 14630 fastigiata H
ACG 134 ICG 10566 fastigiata H ACG 179 ICG 14705 hypogaea H
ACG 135 ICG 10890 fastigiata H ACG 180 ICG 14710 fastigiata H
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Cizelge 4.2°in devamu

Aksesyon Genotin adi Botanik Marker Aksesyon Genotin ady Botanik Marker
No. P varyete Skoru*  No. P varyete Skoru
ACG 181 ICG 14985 vulgaris H ACG 226 88121 hypogaea H
ACG 182 ICG 15042 fastigiata H ACG 227 PI-315633  hypogaea H
ACG 183 ICG 15190 hypogaea H ACG 228 PI-315621  hypogaea H
ACG 184 ICG 15287  vulgaris H ACG 229 Edime-9p-53  hypogaea H
ACG 185 ICG 15309 fastigiata H ACG 230 M-44-A hypogaea H
ACG 186 ICG 15419 hirsuta H ACG 231 M-44-B hypogaea H
ACG 187 NC-7 hypogaea H ACG 232 Anamur-2006  hypogaea H
ACG 188 PF-259860 hypogaea H ACG 233 97-Vietname fastigiata H
ACG 189 NC-3033 hypogaea H ACG 234 98-Australia  fastigiata H
ACG 190 5015 hypogaea H ACG 235 Florispan fastigiata H
ACG 191 5026 hypogaea H ACG 236 Spanish191-1 fastigiata H
ACG 192 5030 hypogaea H ACG 237 Spanish 18/38  fastigiata H
ACG 193 5067 hypogaea H ACG 238 Starr fastigiata H
ACG 194 88/3 hypogaea H ACG 239 Schwarz fastigiata H
ACG 195 Ant-92/1 hypogaea H ACG 240 Spancross  fastigiata H
ACG 196 427-24 hypogaea H ACG 241 PF-161317 fastigiata H
ACG 197 437-3-4-B-2  hypogaea H ACG 242 PF-248759 fastigiata H
ACG 198 393-2-1-2-2  hypogaea H ACG 243 PF-268771-B  fastigiata H
ACG 199 70/1145-1/03  hypogaea H ACG 244 C1-27 fastigiata H
ACG 200 75/1073-A  hypogaea H ACG 245 AF-2B Grif fastigiata H
ACG 201 75/1073-B  hypogaea H ACG 246 Argentine  fastigiata H
ACG 202 Bari-89 hypogaea H ACG 247 Bayramic fastigiata H
ACG 203 Best Dagar  hypogaea H ACG 248 Comet fastigiata H
ACG 204 V.BanbimP. hypogaea H ACG 249 N.M.Valan fastigiata H
ACG 205 88 Bocounba  hypogaea H ACG 250 T. Power fastigiata H
ACG 206 Home bay  hypogaea H ACG 251 96-Australia fastigiata H
ACG 207 Florigiant  hypogaea H ACG 252 Taianan fastigiata H
ACG 208 Flamingo hypogaea H ACG 253 440-B-1-2-5>-  fastigiata H
ACG 209 Shulamit hypogaea H ACG 254 Early rumir fastigiata H
ACG 210 Sunrunner  hypogaea H ACG 255 Egret fastigiata H
ACG 211 Florunner hypogaea H ACG 256 Dixil Anax fastigiata H
ACG 212 Swallow hypogaea D

ACG 213 Behirim hypogaea H

ACG 214 Cine hypogaea H

ACG 215 Kadriye hypogaea H

ACG 216 Osmaniye  hypogaea D

ACG 217 Osm. Erzin  hypogaea H

ACG 218 Anamur-B  hypogaea H

ACG 219 Anamur-K  hypogaea H

ACG 220 Gazipasa hypogaea H

ACG 221 Com hypogaea H

ACG 222 NC-Fla-14  hypogaea H

ACG 223 NC-10-C hypogaea H

ACG 224 GP-NC-343  hypogaea H

ACG 225 88488 hypogaea H

D,dayanikli; H, hassas; N/A, amplifikasyon yok.
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Sekil 4.8. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 1 - ACG 48 arasindaki

genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.9. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 49 - ACG 96 arasindaki
genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.10. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 97 - ACG 144 arasindaki
genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.11. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 145 - ACG 192 arasindaki
genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.12. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 193 - ACG 240 arasindaki
genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.13. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 241 - ACG 256 arasindaki

genotiplere ait sanal jel goriintiisti
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Sekil 4.14. Pas hastaligina dayaniklilik ile iliskili markerin (GM1954) kullanilmasi
sonucunda PCR sonrasi elde edilen agaroz jel goriintiisii. Dayanikli
kontrol, ICG 4389; Hassas kontrol, ICG 4750397. Genotipler sirasi ile
1: ACG 58, 2: ACG 125, 3: ACG 93, 4: ACG 95, 5: ACG 135, 6: ACG
139, 7: ACG 160
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4.3. Yerfisti@1 Koleksiyonunda Ge¢ Yaprak Beneklenmesi Hastah@ina Karsi
Dayaniklihgin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

Sukruth vd (2015) yerfistiginda geg yaprak beneklenmesine dayaniklilik ile iligkili
molekiiler markerleri test etmek amaciyla dort RIL ve ii¢ geri melez popiilasyonundan
gelen genotipleri test etmislerdir. Daha Onceden tarla kosullarinda dayaniklilik
bakimindan degerlendirilen bu genotipler bircok molekiiler marker ile taranmistir.
Yapilan validasyon sonrasinda GM1954, GM1009 ve GM1573 markerlerinin istatistiki
olarak hastaliga dayaniklilifi ve hassasiyeti belirlebilidgi ifade edilmistir. Yirtitmis
oldugumuz molekiiler ¢alismada 256 adet genotipinden olusan yerfistigi koleksiyonu bu
markerlerden biri olan GM1573 (Sukruth vd 2015) markeri ile taranmis ve hastaliga
dayanikli genotipler belirlenmeye ¢alisilmistir.

Sukruty vd (2015) belirtilen PCR kosullar1 ile yapilan analizler sonrasi agaroz
jelde 252 bp’de bant veren genotipleri ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikli, 246 bp’de
bant veren genotipleri ise hassas olarak karakterize etmiglerdir. Yapmis oldugumuz
caligmada arastirmacilar tarafindan Onerilen PCR kosullar1 ile molekiiler analizler
gerceklestirilmistir. PCR sonrasi elde edilen tirtinler hem agaroz jel elektroforezi sonrasi
goriintiileme cihazinda (Sekil 4.15) hem de yliksek performansli goriintiilleme sistemi
olan Fragment Analyzer™ sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil
4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21). Elde edilen jel goriintiilerinde dogru bir skorlama
icin ise daha onceden ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikli (ICG 2857) (Kusuma vd
2007) ve hassas (ICG 118) (Upadhyaya vd 2014) olarak karakterize edilen genotipler
kullanilmistir. Bu genotipler ayni zamanda koleksiyonumuzda ACG 39 ve ACG 6
aksesyon numaralari ile de yer almaktadir.

Elde edilen jel goriintiilerinin degerlendirilmesi ve skorlanmasi sonrasinda
koleksiyonumuz igerisinde 15 genotip ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikli olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.3). 233 genotip hassas olarak belirlenirken 8 genotipte ise
hastalikla iliskili (252 bp ve 246 bp) bir marker elde edilememistir. Sonug olarak
koleksiyonumuzun yaklasik % 6’sinde ge¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilik
gozlenmistir. Taksonomik olarak ise dayanikli genotiplerin 10 tanesi varyete hypogaea,
2 tanesi varyete fastigiata, ve 2 tanesi varyete vulgaris botanik varyetelerine ait olarak
belirlenmistir. 1 genotip ise varyete hirsuta botanik varyetesine ait olarak ortaya
konmustur. Az sayida genotipe sahip varyete aequatoriana, peruviana ve hirsuta botanik
varyetelerinde ise dayanikli genotipe rastlanmamistir (Cizelge 4.3).

186 genotipten olusan yerfistig1 mini kor koleksiyonunda ise 7 genotip dayanikli
olarak yer almistir. Taksonomik olarak 3 genotip varyete hypogaea, 2 genotip varyete
vulgaris, 1 genotip varyete fastigiata ve 1 genotip varyete hirsuta botanik varyetelerine
ait olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Koleksiyonun yaklasik % 4’1 hastaliga kars1 hassas
olarak karakterize edilirken, yaklasik % 2.6’sinda ise hastalikla iligkili marker elde
edilememistir.
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Sekil 4.15. Geg yaprak beneklenmesi hastaligi ile iligkili markerin (GM1573)
kullanilmast sonucunda PCR sonrasi elde edilen agaroz jel
gortintiisi. Hassas kontrol, ICG 118, Dayanikli kontrol, ICG 2857.
Genotipler sirast ile 1: ACG 20, 2: ACG 51, 3: ACG 88, 4: ACG
22,5: ACG 193, 6: ACG 100, 7: ACG 186, 8: ACG 25
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Cizelge 4.3. Geg yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan yerfistigi
koleksiyonunun molekiiler karakterizasyonu

Aksesyon  Genotip Botanik ~ Marker Aksesyon Genotip Botanik ~ Marker
No. adi varyete Skoru* No. adi varyete Skoru
ACG 1 ICG 36 vulgaris H ACG 46 ICG 3421 vulgaris H
ACG 2 ICG 76 hypogaea H ACG 47 ICG 3584  vulgaris H
ACG3 ICG 81 vulgaris H ACG48 ICG3673 fastigiata H
ACG 4 ICG 111 hypogaea H ACG49 ICG 3681 fastigiata H
ACG5 ICG 115 fastigiata D ACG50 ICG3746 vulgaris H
ACG 6 ICG 118 vulgaris H ACG51 ICG 3775 wulgaris D
ACG7 ICG 156 hypogaea H ACG52 ICG 3992 hypogaea H
ACG 8 ICG 163 hypogaea H ACG53 ICG4156 hypogaea H
ACG9 ICG 188 hypogaea H ACG54 ICG 4343 hypogaea H
ACG 10 ICG297 fastigiata H ACGb55 ICG4389 hypogaea H
ACG1ll ICG332 fastigiata H ACG56 ICG4412 hypogaea H
ACG12 ICG334 vulgaris H ACG57 ICG 4527 hypogaea H
ACG 13 ICG 397 fastigiata H ACG58 ICG 4538 hypogaea H
ACG1l4 ICG434 vulgaris H ACG59 ICG 4543 vulgaris H
ACG15 ICG 442 vulgaris H ACG 60 ICG4598 hypogaea H
ACG16 ICG513 hypogaea H ACG61 ICG4670 fastigiata H
ACG 17 ICG532 hypogaea H ACG62 ICG 4684 vulgaris H
ACG18 ICGT721 hypogaea H ACG 63 ICG 4729 vulgaris H
ACG19 ICG 862 hypogaea H ACG64 ICG4746 hypogaea H
ACG20 ICG875 hypogaea D ACG65 ICG4750 vulgaris H
ACG21 1CG928 hypogaea H ACG66 ICG4911 wulgaris H
ACG 22 ICG 1137 vulgaris H ACG 67 ICG 4955 vulgaris H
ACG 23 ICG 1142 fastigiata H ACG 68 ICG 4998 hypogaea H
ACG24 ICG 1274 fastigiata H ACG69 ICG5016 hypogaea H
ACG25 ICG 1399 fastigiata H ACG70 ICG5195 vulgaris H
ACG 26 ICG 1415 vulgaris H ACG71 ICG5221 fastigiata H
ACG 27 ICG 1519 vulgaris H ACG72 ICG5236  vulgaris H
ACG28 ICG 1668 hypogaea H ACG73 ICG5286 hypogaea H
ACG29 ICG1711  vulgaris H ACG74 ICG5327 hypogaea H
ACG 30 ICG1973 vulgaris H ACG75 ICG5475 fastigiata H
ACG31 ICG2019 wvulgaris D ACG76 ICG5494 vulgaris H
ACG 32 ICG2106 vulgaris H ACG77 ICG5609 fastigiata H
ACG 33 ICG2381 hypogaea H ACG78 ICG5662 hypogaea H
ACG34 ICG 2511 hypogaea H ACG79 ICG5663 hypogaea H
ACG35 ICG 2738 fastigiata H ACG80 ICG5745 hypogaea H
ACG36 ICG2772 hypogaea H ACG81 ICG5779  vulgaris H
ACG37 ICG2773 hypogaea H ACG 82 ICG5827  hypogaea H
ACG 38 ICG 2777 hypogaea H ACG83 ICG5891 hypogaea H
ACG39 ICG 2857 hypogaea D ACG84 ICG6022 fastigiata H
ACG40 ICG 2925 hypogaea H ACG85 ICG 6057 hypogaea H
ACG 41 ICG 3027 hypogaea H ACG86 ICG6201 fastigiata H
ACG42 ICG 3053 hypogaea H ACG87 ICG6263 vulgaris H
ACG43 ICG 3102 wulgaris H ACG88 ICG6375 vulgaris H
ACG 44 ICG 3240 wulgaris H ACG89 ICG6402 hypogaea H
ACG45 ICG 3343  vulgaris H ACG90 ICG 6407 vulgaris H
Devami Arkada

85



Cizelge 4.3°lin Devami1

Aksesyon Genotip Botanik Marker Aksesyon Genotip Botanik Marker
No. adi varyete Skoru*  No. adi varyete Skoru
ACG91 ICG6646 fastigiata H ACG 136 ICG11088  peruviana H
ACG92 ICG 6654 vulgaris H ACG 137 1CG11109  hypogaea H
ACG93 ICG 6667 hypogaea H ACG 138 ICG11144  fastigiata H
ACG 94 ICG6703 hypogaea H ACG 139 ICG11219  hypogaea H
ACG95 ICG6766 hypogaea H ACG 140 1CG11249  yulgaris H
ACG96 ICG 6813 hypogaea H ACG 141 1CG11322  hypogaea H
ACG97 ICG 6888 fastigiata H ACG 142 ICG11426  hypogaea H
ACG98 ICG 6892 hypogaea H ACG 143 1CG11457  hypogaea H
ACG99 ICG6993 hypogaea H ACG 144 1CG11515  vyulgaris H
ACG 100 ICG 7000 hypogaea D ACG 145 1CG11651  vulgaris H
ACG 101 ICG 7153 hypogaea H ACG 146 1CG11687  vulgaris H
ACG 102 ICG 7181 fastigiata H ACG 147 1CG1185  hypogaea H
ACG 103 ICG 7190 vulgaris H ACG 148 1CG11862  hypogaea H
ACG 104 ICG 7243 hypogaea H ACG 149 1CG12000 hypogaea H
ACG 105 ICG 7906 vulgaris H ACG 150 1CG12189  yulgaris H
ACG 106 ICG 7963 hypogaea H ACG 151 1CG12276  hypogaea H
ACG 107 ICG 7969 wvulgaris H ACG 152 1CG12370  hypogaea H
ACG 108 I1CG 8083 vulgaris H ACG 153 ICG12625 gequatoriana H
ACG 109 ICG 8106 fastigiata H ACG 154 1CG12672  hypogaea H
ACG 110 ICG 8285 hypogaea H ACG 155 1CG12682  vulgaris H
ACG 111 ICG 8490 hypogaea H ACG 156 ICG12697  vulgaris H
ACG 112 ICG 8517 fastigiata H ACG 157 1CG12879  vyulgaris H
ACG 113 ICG 8567 vulgaris H ACG 158 1CG12921  yulgaris H
ACG 114 1CG 8760 hypogaea H ACG 159 1€G12988  vulgaris H
ACG 115 ICG 9037 hypogaea H ACG 160 1CG13099 hypogaea H
ACG 116 ICG 9157 vulgaris H ACG 161 1CG13491  yulgaris H
ACG 117 1CG 9249  wvulgaris H ACG 162 1CG13603 vulgaris H
ACG 118 ICG 9315 fastigiata H ACG 163 1CG13723  hypogaea H
ACG 119 ICG 9418 vulgaris H ACG 164 1CG13787  hypogaea H
ACG 120 ICG 9507  wvulgaris H ACG 165 ICG13856 fastigiata H
ACG 121 ICG 9666  hypogaea H ACG 166 1CG13858  fastigiata H
ACG 122 ICG 9777 hypogaea H ACG 167 1CG13941  yulgaris H
ACG 123 1CG 9809 vulgaris H ACG 168 1CG13942  hypogaea H
ACG 124 1CG 9842 hypogaea H ACG 169 1CG13982  hypogaea H
ACG 125 ICG 9905 hypogaea H ACG 170 1CG14008  hypogaea H
ACG 126 ICG 9961 hypogaea H ACG 171 ICG 14106 fastigiata H
ACG 127 ICG 10036 peruviana H ACG 172 1CG14118  yulgaris H
ACG 128 ICG 10092 fastigiata H ACG 173 ICG 14127  fastigiata H
ACG 129 ICG 10185 hypogaea H ACG 174 1CG 14466  hypogaea H
ACG 130 ICG 10384 vulgaris H ACG 175 ICG 14475  hypogaea H
ACG 131 ICG 10474 fastigiata H ACG 176 1CG14482  hypogaea H
ACG 132 ICG 10479 hypogaea H ACG 177 1CG14523  hypogaea H
ACG 133 ICG 10554 fastigiata H ACG 178 1CG 14630 fastigiata H
ACG 134 ICG 10566 fastigiata H ACG 179 1CG14705  hypogaea H
ACG 135 ICG 10890 fastigiata H ACG 180 1CG14710 fastigiata H
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Cizelge 4.3’lin Devami

Aksesyon Genotin adi Botanik Marker Aksesyon Genotin ady Botanik Marker
No. P varyete Skoru*  No. P varyete Skoru
ACG 181 ICG 14985 vulgaris H ACG 226 88121 hypogaea H
ACG 182 ICG 15042 fastigiata H ACG 227 PI-315633  hypogaea H
ACG 183 ICG 15190 hypogaea H ACG 228 PI-315621  hypogaea H
ACG 184 ICG 15287  vulgaris H ACG 229 Edime-9p-53  hypogaea H
ACG 185 ICG 15309 fastigiata H ACG 230 M-44-A hypogaea H
ACG 186 ICG 15419 hirsuta D ACG 231 M-44-B hypogaea H
ACG 187 NC-7 hypogaea H ACG 232 Anamur-2006  hypogaea H
ACG 188 PF-259860 hypogaea H ACG 233 97-Vietname fastigiata H
ACG 189 NC-3033 hypogaea H ACG 234 98-Australia  fastigiata H
ACG 190 5015 hypogaea H ACG 235 Florispan fastigiata H
ACG 191 5026 hypogaea H ACG 236 Spanish191-1 fastigiata H
ACG 192 5030 hypogaea H ACG 237 Spanish 18/38  fastigiata H
ACG 193 5067 hypogaea H ACG 238 Starr fastigiata H
ACG 194 88/3 hypogaea H ACG 239 Schwarz fastigiata H
ACG 195 Ant-92/1 hypogaea H ACG 240 Spancross  fastigiata H
ACG 196 427-24 hypogaea D ACG 241 PF-161317 fastigiata H
ACG 197 437-3-4-B-2  hypogaea H ACG 242 PF-248759 fastigiata H
ACG 198 393-2-1-2-2  hypogaea H ACG 243 PF-268771-B  fastigiata H
ACG 199 70/1145-1/03  hypogaea H ACG 244 C1-27 fastigiata H
ACG 200 75/1073-A  hypogaea H ACG 245 AF-2B Grif fastigiata D
ACG 201 75/1073-B  hypogaea H ACG 246 Argentine  fastigiata H
ACG 202 Bari-89 hypogaea H ACG 247 Bayramic fastigiata H
ACG 203 Best Dagar  hypogaea H ACG 248 Comet fastigiata H
ACG 204 V.BanbimP. hypogaea H ACG 249 N.M.Valan fastigiata H
ACG 205 88 Bocounba  hypogaea H ACG 250 T. Power fastigiata H
ACG 206 Home bay  hypogaea D ACG 251 96-Australia  fastigiata H
ACG 207 Florigiant  hypogaea H ACG 252 Taianan fastigiata H
ACG 208 Flamingo hypogaea D ACG 253 440-B-1-2-5 fastigiata H
ACG 209 Shulamit hypogaea D ACG 254 Early rumir fastigiata H
ACG 210 Sunrunner  hypogaea H ACG 255 Egret fastigiata H
ACG 211 Florunner hypogaea H ACG 256 Dixil Anax fastigiata H
ACG 212 Swallow hypogaea H

ACG 213 Behirim hypogaea D

ACG 214 Cine hypogaea D

ACG 215 Kadriye hypogaea H

ACG 216 Osmaniye  hypogaea H

ACG 217 Osm. Erzin  hypogaea H

ACG 218 Anamur-B  hypogaea H

ACG 219 Anamur-K  hypogaea H

ACG 220 Gazipasa hypogaea H

ACG 221 Com hypogaea H

ACG 222 NC-Fla-14  hypogaea H

ACG 223 NC-10-C hypogaea D

ACG 224 GP-NC-343  hypogaea H

ACG 225 88488 hypogaea H

D,dayanikli; H, hassas; N/A, amplifikasyon yok.
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Sekil 4.16. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 1 - ACG
48 arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.17. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 49 -

ACG 96 arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.18. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 97 -

ACG 144 arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.19. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 145 -
ACG 192 arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii



400

100

500

Jappe

0¥Z 90V
6€T OOV
8€T DIV
LET DIV
9€Z DIV
SET DIV
V€T OOV
€ET DIV
ZET DIV
TET OV
0€Z D2V
6ZC 9oV
877 DIV
£LZT 9V
927 90V
STT DoV
vZz 90V
€77 9V
2TT OV
TZT 90V
0ZZ 90V
61¢C DIV
81¢C DIV
LTT 92V
912 90V
STT 90V
12 90V
€1C 90V
21T 90V
T1Z 90V
01Z 90V
602 D2V
807 9V
L0Z DIV
90Z 90V
S0T 9V
02 90V
€0T 90V
20T 90V
T0TZ 90V
00Z 90V
66T DOV
86T DIV
L6T DIV
96T 90V
S6T DIV
6T D0V
€6T DOV
_o._ucH. sesseq

|o13u0y Ijyiueieq

400

500
200
100

Jappe

92

Sekil 4.20. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda ge¢ yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 193 -
ACG 240 arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.21. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda gec yaprak beneklenmesi hastaligina dayaniklilik bakimindan ACG 241 -

ACG 256 arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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4.4. Yerfistig1 Koleksiyonunda Nematod Zararhsina Kars1 Dayaniklihigin Molekiiler
Olarak Belirlenmesi ve Aktarilmasi

Nagy vd (2010) yapmis olduklar1 molekiiler calismada yerfistiginda kok-ur
nematoduna dayaniklilig1 saglayan geni Rma olarak tanimlamislar ve bu genin takibi igin
yedi farkli SSR marker (GM66, GM328, GM389, GM565, GM603, GM650 ve GM665)
gelistirmiglerdir. Arastirmacilar 6zellikle GM565 markerinin dayanikliligin takibinde ve
belirlenmesinde daha verimli sonug verdigini de bu ¢alismada bildirmislerdir.

256 genotipten olusan yerfistig1i koleksiyonumuz GM565 markerinin (Nagy vd
2010) yer aldigit PCR analizleri ile kok-ur nematoduna dayaniklilik bakimindan
molekiiler olarak taranmistir. Analizler sonrasi elde edilen iiriinler hem agaroz jel sonrasi
goriintiileme cihazinda (Sekil 4.22) hem de Fragment Analyzer™ cihazinda (Sekil 4.23,
Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28) goriintiilenmistir. Dogru bir
skorlama i¢in ise nematoda dayanikli COAN (Simpson ve Starr 2001) ve NemaTAM
(Simpson vd 2003) ¢esitleri dayanikli kontroller olarak ¢alismamizda yer almislardir.
Hassas genotip olarak ise daha Onceki calismalarda hassas olarak karakterize edilen
Florunner c¢esidi kullanilmistir (Nagy vd 2010) (Sekil 4.22). Arastirmacilar kok-ur
nematoduna dayanikli genotiplerin agaroz jel iizerinde yaklasik 208 bp’de, hassas
genotiplerin ise 195 bp’de bant verdiklerini ifade etmislerdir. Tiim koleksiyonumuzun
molekiiler taranmasi1 Fragment Analyzer™ cihazinda yapilmis ve sonuglar ProSize 2.0
programinda goriintiilenmistir (Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27,
Sekil 4.28). Elde edilen sonuglara gore koleksiyonumuzda nematoda dayanikli genotipe
rastlanmamuigtir.

Ko6k-ur nematoduna kars1 dayanikli genotipleri gelistirmek amaciyla tez ¢calismasi
kapsaminda melezleme programi olusturulmus ve nematoda dayanikli ¢esitler (COAN®
ve NemaTAM®) iilkemizde yogun olarak yetistirilen NC-7 ve runner grubundan
Florunner cesitleri ile melezlenmistir. (Cizelge 3.9). Melezleme islemleri sonucunda 8
adet F1 tohumu elde edilmis ve bu tohumlar bir sonraki yil yetistirilmistir. Melezlerin
kontroliit GM565 (Nagy vd 2010) markeri ile yapilmis ve 2 adet melezin basarili sekilde
gerceklestigi gorilmistiir (Sekil 4.29). Bu melezler hem F2 neslinin elde edilmesini
saglamak hem de ana ebeveyn ile geri melezleme yapmak amaciyla yetistirilmistir.
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Sekil 4.22. Nematod zararlisina dayaniklilik ile iliskili markerin (GM565) kullanilmasi
sonucunda PCR sonrast elde edilen agaroz jel goriintiisii. Dayanikli
kontroller, sirasiyla, COAN ve NemaTAM. ACG 211 (Florunner) hassas
kontrol. Genotipler sirast ile 1: ACG 1, 2: ACG 2, 3: ACG 3, 4: ACG 5, &:
ACG 7, 6: ACG 8, 7: ACG 9, 8: ACG 27, 9: ACG 28, 10: ACG 29, 11:
ACG 40, 12: ACG 49, 13: ACG 74, 14: ACG 75, 15: ACG 76, 16: ACG
103, 17: ACG 104, 18: ACG 105, 19: ACG 106, 20: ACG 204 ve 21: ACG
205
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Sekil 4.23. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan ACG 1 - ACG 48 arasindaki
genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.24. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan ACG 49 - ACG 96 arasindaki

genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.25. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan ACG 97 - ACG 144 arasindaki
genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.26. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan ACG 145 - ACG 192
arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.27. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan ACG 193 - ACG 240
arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.28. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda nematod zararlisina dayaniklilik bakimindan ACG 241 - ACG 256
arasindaki genotiplere ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.29. Melezleme sonucu elde edilen F1’lerin sanal jel
goriintiisii (Marker: GM565)
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5. TARTISMA

Molekiiler islemler sonrasi elde edilen agaroz jel ve Fragment analyzer™
goriintiileri  yerfistig1 koleksiyonunda yer alan 142 genotipin yumusak ¢iiriikliik
hastaligina dayanikli oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.1). Geri kalan 108 genotip
hastaliga kars1 hassas olarak karakterize edilirken 6 genotipte ise PCR sonras1 bant elde
edilememistir. Sonug olarak yerfistig1 koleksiyonunda dayaniklilik allelinin yiiksek bir
frekansa sahip oldugu goézlenmistir. Benzer bir c¢alismada Chamberlin vd (2010)
Amerikan yerfistig1 mini kor koleksiyonunu yumusak ciiriikliik hastaligina dayaniklilik
bakimindan molekiiler olarak taramislar ve 39 genotipi dayanikli olarak belirlemislerdir.
Dolayistyla yliriitmiis oldugumuz bu calisma yumusak ¢iirtikliik hastaligina dayaniklilik
bakimindan ¢ok sayida yeni genetik kaynak sunmaktadir.

Koleksiyonumuzda farkli botanik varyetelere ait genotipler yer almaktadir.
Dayanikli genotipler incelendiginde vulgaris botanik varyetesine ait ¢ok sayida genotipin
dayaniklilik allelini tasidigi (% 40.7) belirlenmistir (Cizelge 4.1). Benzer sekilde Porter
vd (1975) yiiriitmils olduklar1 ¢alismada varyete vulgaris’e ait ¢cok sayida genotipin
hastaliga dayanikli oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilar varyete hypogaea’ya ait
dayanikli genotiplerin ise koleksiyonlarinda say1 bakimindan diisiik frekansta olduklarini
bildirmiglerdir. Benzer sekilde koleksiyonumuzda varyete hypogaea’ya ait az sayida
genotip (% 19.7) dayanikli olarak belirlenmistir. ICRISAT tarafindan gelistirilen diinya
yerfistig1 mini kor koleksiyonu da ¢calismamizda genetik materyal olarak yer almistir. 186
genotipin yer aldig1 koleksiyonda vulgaris botanik varyetesine ait ¢ok sayida genotipin
yumusak ¢iiriikliik hastaligina dayanikli oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglarla
uyumlu olarak Chamberlin vd (2010) Amerikan yerfistig1 mini kor koleksiyonunda yer
alan tiim spanish tipi (varyete vulgaris) genotiplerin hastaliga dayanikli olduklarini ifade
etmislerdir. Spanish tipi yerfistiklarinda gozlenen bu dayaniklilik ise hem morfolojik hem
de sitoplazmik faktorlerle agiklanabilmektedir. Spanish tipi yerfistiklar1 dik olarak
gelismelerinden dolay: tarla kosullarinda daha sik ekim araliginda yetistirilmektedirler.
Bu yogun bitki popiilasyonu giines 1sinlariin topraga gegmesini engellemekte ve sonug
olarak toprak sicakliginin diigmesine ve yogun nem artisina sebebiyet vermektedir. Bu da
funguslarin gelismesine engel olmaktadir (Chenault vd 2009). Maas vd (2006) tarafindan
yiriitiilen calismada en az hastalik etkisinin en dar ekim sikliklarinda goriilmesi bu
hipotezi desteklemektedir. Ancak bir¢ok spanish tipi genotipin yumusak ¢iiriikliige hassas
olmasindan dolayr dayanikliligi sadece morfolojik olarak agiklayabilmek miimkiin
degildir (Chamberlin vd 2010). Wildman vd (1992) yapmis olduklar1 kalitim
caligmasinda yumusak ¢iiriikliilk hastaligina dayanikliligin en az iki lokus tarafindan
kontrol edildigini bildirmislerdir. Coffellt ve Porter (1982) ise yiiriittiikleri dayaniklilik
denemesinde sitoplazmik faktorlerin dayaniklilikta ©nemli rol oynadigini rapor
etmislerdir. Yapmis oldugumuz molekiiler tarama sonrasinda spanish tipi yerfistiklarinda
goriilen dayanikliligin genetik tabanli oldugu da ortaya konmustur.

Mevcut koleksiyonlara ait genotipler disinda yumusak ciirtiklik hastaligina
dayaniklilik bakimindan yabani tiirler 6nemli genetik kaynaklardir (Tallury vd 2014).
Ancak melezleme islemlerinde olusan bazi sorunlar (tiirler arasi uyusmazlik, linkage
bolgesindeki kirilmalar gibi) dayanikliligin yabani tiirlerden kiiltiir ¢esitlerine basaril
sekilde aktarilmasini zorlastirmaktadir (Murty ve Jahnavi 1983). Bunun yaninda
dayanikliligin kantitatif dogasindan dolay1 tarla kosullarinda yiiriitiilen denemelerde
tutarli sonuglar elde edilememesi dayanikli genotip gelistirme siirecini oldukca fazla
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sekteye ugratmaktadir. Melouk vd (1992) tarafindan gelistirilen teknik ile bitkileri sera
kosullarinda giivenli bir gsekilde testlemek miimkiin olsa da ihtiya¢ duyulan bos alan,
personel ve tek tip genetik materyal bu siireci zorlastirmaktadir. Dolayisiyla molekiiler
markerlerin kullanilmas: hem melezlemede meydana gelen sorunlarin tespit edilmesinde
ve hem de giivenilir ve hizli sonu¢ alma konusunda biiyiik kolayliklar saglamaktadir
(Mace vd 2006). Yiriitmiis oldugumuz bu ¢alisma ile tiirler aras1i melezlemelere gerek
kalmadan molekiiler markerler yardimiyla yerfistig1 koleksiyonu taranmis ve yumusak
clriikliik hastaligina dayanikli yeni genetik kaynaklar ortaya konmustur.

Yirtitmiis oldugumuz molekiiler analizler sonrasinda koleksiyonumuzda dokuz
genotip pas hastaligina dayanikli olarak gozlenmistir (Cizelge 4.1). Dayanikli
genotiplerin ise ¢ogunlukla hypogaea botanik varyetesine ait oldugu ortaya konmustur.
Molekiiler analizler sonrasi tim koleksiyon dikkate alindiginda dort genotipin
amplifikasyon gostermedigi belirlenmistir. Dolayisiyla analizlerde yer alan GM1954
(Sukruth vd 2015) markeri yiiksek bir ¢alisma araligi gostermistir. Calismamizda
kullanilan marker diginda pas hastaligina dayaniklilig1 belirlemek amaciyla birgok QTL
ve marker gelistirme caligsmasi da yiiriitiilmistiir. Khedikar vd (2010) yiiriitmiis olduklar1
molekiiler ¢alismada pasa dayaniklilik ile iliskili 12 QTL belirlemis ve fenotipik
varyansin % 1.70-55.20 oraninda agiklandigini ifade etmislerdir. IPAHM2103 markerinin
yer aldigt QTLrustO1 ise tek basma fenotipik varyansin % 6.90-55.20’sini agiklamistir.
Dolayisiyla marker IPAHM103 pas hastaligina dayaniklilik seleksiyonunda
arastirmacilar tarafindan Onerilmistir. Mondal vd (2012a) yabani Arachis cardenasii
tiriindeki pas dayanikliligini melezleme yolu ile kiiltiir hatlara aktarmiglar ve elde
ettikleri 164 rekombinant hatt1 bes farkli cevrede denemeye almistir. Yapilan molekiiler
taramanin ardindan 24 linkage grubu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.
Olusturulan linkage haritasinda ise gepPGPseq4A05 ve gi56931710 markerleri pas
dayaniklilik genine sirasiyla 4.7 ¢cM ve 4.3 ¢M uzaklikta bulunmus ve pasa dayaniklilik
seleksiyonunda kullanilmak iizere arastirmacilar tarafindan oOnerilmistir. Yapmis
oldugumuz molekiiler taramada kullanilan GM1954 markerinin ise olusturulan linkage
haritasinda pas dayaniklilik genine oldukg¢a yakin bir bolgede oldugu bildirilmistir
(Varshney vd 2014). Bu marker ayrica daha once gelistirilen IPAHM103 (Khedikar vd
2010) markeri ile ayn1 linkage grubunda (AhXV) raporlanmistir (Sujay vd 2012). Pasa
dayaniklilik ile iliskili QTL bolgelerini belirleyebilmek amaciyla Sujay vd (2012)
tarafindan yapilan analizde ise dayaniklilikla iliskili 15 QTL belirlenmis ve en yiiksek
fenotipik varyans QTLrs-rustO1’de % 10.68-82.27 araliginda belirlenmistir. Bu major
QTL’de daha o6nce belirlenen IPAHM103 markeri (Khedikar vd 2010) ve dort yeni
marker (GM2009, GM1536, GM2301 ve GM2079) yer almistir. En giincel ¢aligmalardan
birinde Varshney vd (2014) yapmis olduklar1 melezlemeler ile pas hastaligina
dayaniklilikla iligkili QTL bolgelerini popiiler varyetelere aktarmaya calismislardir.
Arastirmacilar melezlemeler sonucunda elde edilen genotiplerde molekiiler taramalar
yapmis ve IPAHM103, GM2079, GM1536 ve GM2301 markerlerinin yer aldigi bir major
QTL’in fenotipik varyasyonu yaklasik % 82.62 oraninda agikladigini bildirmislerdir.

Pas hastalifina dayaniklilik bakimindan yapilan karakterizasyon caligmalari
olduk¢a sinirlidir. Subrahmanyam vd (1995) 13000 genotipten olusan yerfistigi
koleksiyonunu pas hastaligina dayaniklilik bakimindan ele almislar ve 1-9 skalasina gore
skorlama iglemi yapmislardir. Arastirmacilar degerlendirmeleri sonucunda 169 genotipin
5 ve alt1 skor aldigini bildirmis ve bu genotiplerin % 80 oraninda varyete fastigiata’ya ait
oldugu raporlamiglardir. Benzer bir tarama calismasi Cin’de yiiriitiilmis ve 5700
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genotipin yer aldigr koleksiyonda 92 genotip pas hastaligina dayanikli olarak
belirlenmistir (Liao 2003). Dayanikli genotiplerin ise cogunlukla varyete fastigiata’ya ait
oldugu bildirilmistir. Ancak pas hastaligina dayanikli varyete fastigiata’ya ait
genotiplerin diisiik kapsiil tiretimi, ince tohum kabugu ve istenmeyen tohum rengi gibi
istenmeyen agronomik Ozelliklere sahip oldugu yapilan tarla c¢alismalar1 ile
raporlanmistir (Liao 2014). Dayaniklilik ve istenmeyen karakterler arasindaki bu genetik
baglant1 ayrica bir¢ok 1slah programinda da goriilmiistiir (Liao 2014). Sahip oldugumuz
koleksiyonda ise varyete hypogaea botanik varyetelerine ait genotipler dayanikli olarak
karakterize edilmistir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasi ile farkli botanik varyetelere ait yeni
yiiksek verimli potansiyel genetik kaynaklar sunulmustur.

GM1573 (Sukruth vd 2015) markerinin yer aldigr molekiiler analizler sonrasi
koleksiyonumuzda yer alan 15 genotip ge¢ yaprak beneklenmesine dayanikli olarak
belirlenmistir. Taksonomik olarak ise dayanikli genotiplerin % 66.6’s1 varyete hypogaea,
% 26.6’s1 varyete vulgaris ve varyete fastigiata botanik varyetelerine ait olarak ortaya
konmustur. Pas hastaliginda oldugu gibi ge¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilik
bakimindan da varyete hypogaea en yiiksek dayaniklilik frekansini gostermistir.
Molekiiler tarama isleminde yapilan tekrarlara ragmen 8 genotipte istenen bolgelerde bant
goriintlisii elde edilememistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20,
Sekil 4.21). Bu da kullanilan markerin efektif olarak ¢alistigini gostermistir. Kullanmig
oldugumuz marker, GM1573, Sujay vd (2012) tarafindan gelistirilen ve ge¢ yaprak
beneklenmesine dayaniklilik c¢alismalarinda hala giincelligini koruyan bir markerdir
(Sukruth vd 2015). Bu durumun en 6nemli nedenlerinden biriside GM1573 markerinin
tek bir marker i¢in ortaya konan en yiiksek fenotipik varyans degerlerinden birine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Sujay vd (2012) yapmus olduklart QTL analizi
calismasinda GM1573/GM1009-pPGPseq8D09 markerlerinin - bulundugu QTL
bolgesinin fenotipik varyanst % 10.27-62.34 oraninda agikladigini bildirmislerdir. Bu
deger gec yaprak beneklenmesi ile ilgili molekiiler ¢alismalarda su ana kadar elde edilen
en yiiksek fenotipik varyans degeri olarak goziikkmektedir. Diger bir ¢aligmada Khedikar
vd (2010) geg yaprak beneklenmesine dayaniklilik konusunu ele almiglar ve genotipik ve
fenotipik veriyi kullanarak dayaniklilikla ilgili 11 QTL bdlgesi ortaya koymuslardir.
Arastirmacilar belirlemis olduklart QTL’lerin fenotipik varyansi sadece % 1.70-6.50
oraninda agikladigmmi ifade etmislerdir. Dolayisiyla tez calismamizda kullanmig
oldugumuz marker GM1573 diger marker sistemlerine kiyasla ge¢ yaprak
beneklenmesine dayanikliligi belirlemede daha efektif goziikkmektedir. Ancak etkili bir
seleksiyon i¢in daha verimli ¢alisan marker sistemleri gerekmektedir.

Su ana kadar herhangi bir yerfistig1 koleksiyonu ge¢ yaprak beneklenmesine
dayaniklilik bakimindan molekiiler olarak karakterize edilmemistir. Tarla ve sera
kosullarinda yapilan dayanikliligi belirleme calismalar1 ise olduk¢a sinirlidir. Singh vd
(1997) 13000 yerfistig1 genotipini 1-9 skalasina gore ge¢ yaprak beneklenmesine
dayaniklilik bakimindan ele almislar ve sadece 69 genotipin 3 ve 5 arasinda skor aldiginm
bildirmislerdir. Calismada dayanikli 49 genotipin Peru kokenli varyete fastigiata veya
varyete peruviana botanik varyetelerine ait oldugu ifade edilmistir. Koleksiyonumuzda
ise Peru kokenli dort genotip yer almakla birlikte (ACG 109, ACG 127, ACG 135, ACG
136) cogunlukla varyete hypogaea botanik varyetesine ait genotipler yaptigimiz
molekiiler tarama sonucu hastalifa dayanikli olarak belirlenmistir. Cin’de yapilan
karakterizasyon calismasinda 5700 genotip ge¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilik
bakimindan ele alinmis ve 53 genotip dayanikli olarak secilmistir (Liao 2003). Botanik
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varyeteler dikkate alindiginda dayanikli genotiplerin yaklasik % 60’1nin varyete
fastigiata’ya ait oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Koleksiyonumuzda ise
dayanikli genotipler ¢ogunlukla varyete hypogaea botanik varyetesine ait olarak
belirlenmistir. Yiiriitiilen bir diger dayaniklilik ¢alismasinda, Holbrook ve Isleib (2001)
Arachis hypogaea tiiriine ait genotiplerde dayanikliligin ¢ogunlukla Bolivya kokenligi
oldugunu ifade etmislerdir. Koleksiyonumuz igerisinde yer alan ICRISAT yerfistig1 mini
kor koleksiyonuda tez galismasi kapsaminda ge¢ yaprak beneklenesine dayaniklilik
bakimindan ele alinmis ve koleksiyonun yaklasik % 8’inde (15 genotip) dayaniklilik
gozlenmistir. Benzer bir ¢alismada Amerikan yerfistig1 koleksiyonundan (7432 genotip)
edilen kor koleksiyonda yiiriitiilmiistiir (Holbrook ve Anderson 1995). 831 genotipin yer
aldig1 kor koleksiyonda sadece 13 genotip gec yaprak beneklenmesine dayanikli olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla sahip oldugumuz koleksiyon ge¢ yaprak beneklenmesine
dayanikli yeni genetik kaynaklar sunmaktadir.

Yerfistiginda yiiriitiilen bir ¢ok ¢alismada pas ve ge¢ yaprak beneklenmesine
dayaniklilik karakterleri arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir (Dwivedi vd 2002,
Sujay vd 2012). Singh vd (1997) gec¢ yaprak beneklenmesine dayanikli olarak
belirledikleri 42 genotipin ayn1 zamanda pas hastaligina dayanikli oldugunu ifade
etmislerdir. Arastirmacilar ayrica tiirler arasi melezleme ile elde edilen ICG 13917
genotipinin pas ve gec¢ yaprak beneklenmesi hastaliklarina dayanikli oldugunu
bildirmislerdir. Reddy vd (2000) pas hastaligina kars1 yiiksek derece dayanikliliga sahip
olan ICGV 87853 genotipinin ge¢ yaprak beneklenmesine karsi ortada derecede
dayaniklilik gésterdigini raporlamislardir. Ayrica molekiiler ve klasik olarak yiiriitiilen
bir¢ok dayaniklilik calismasinda ge¢ yaprak beneklenmesi ve pasa dayaniklilik birlikte
ele alinmustir (Pande vd 2001, Dwivedi vd 2002, Persuk vd 2003, Mace vd 2006, Hossain
vd 2007, Khedikar vd 2010, Sujay vd 2012, Mondal ve Badigannavar 2010, Varshney vd
2014, Upadhyaya vd 2014). Ancak yiiriitmiis oldugumuz molekiiler ¢alismada benzer bir
korelasyon elde edilememistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

Genetik kaynaklarimizda yer alan tiim genotipler Arachis hypogaea tiiriine aittir.
Yapilan ¢ogu ¢alismada Arachis hypogaea tiiriinde ¢ok sayida genotip nematoda hassas
olarak tanimlanmis ve az sayidaki genotipte ise tarla ve sera kosullarinda yapilan
denemeler sonrasi orta derecede dayaniklilik gozlenmistir (Holbrook ve Noe 1992,
Holbrook vd 1996, 2000, 2000a). Bu sonuglara paralel olarak yapmis oldugumuz
molekiiler tarama sonrasi koleksiyonumuzda kok-ur nematoduna (Meloidogyne arenaria
(Neal) Chitwood irk 1) dayanikli genotipe rastlanmamistir. Yiritiilen diger bir tarama
calismasinda Holbrook vd (2000) 831 genotipten olusan Amerikan yerfistig1 kor
koleksiyonunu sera kosullarinda Meloidogyne arenaria nematoduna karsi dayaniklilik
bakimindan ele almislardir. Calisma sonucunda sadece 28 genotip nematod yumurtasi
olugsmast bakimindan 1 ve altinda skor almis ve dayanikli olarak belirlenmistir.
Arastirmacilar ayrica koleksiyonlarinda yer alan dayanikli genotiplerin ¢ogunlukla Cin
ve Japonya kokenli oldugunu da ifade etmislerdir. Sahip oldugumuz koleksiyonda ise
Japonya kokenli materyal olmamakla birlikte Cin kokenli sadece 7 genotip
bulunmaktadir. Bu genotiplerde ise molekiiler tarama sonucunda dayaniklilik
gbzlenmemistir.

Arachis hypogaea tiiriinde nematod zararlisina karsi istenen diizeyde
dayanikliliga rastlanmamakla birlikte yabani tiirlerde (Arachis spp.) 6zellikle M. arenaria
nematod tiirline kars1 yiiksek derecede dayaniklilik rapor edilmistir (Baltensperger vd
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1986, Nelson vd 1989, Holbrook ve Noe 1990). Yapilan birgok melez ile A. batizocoi
Krapov. and W.C. Gregory, A. cardenasii, ve A. diogoi Hoehne yabani tiirlerinde goriilen
bu dayaniklilik se¢ilmis hatlara aktarilmaya ¢alisilmistir. Stalker vd (1995) tarafindan
yapilan ¢aligmada yabani A. cardenassii Krapov. and W.C. Gregory (2n = 2x = 20) tiirii
ile kultiir A. hypogaea (2n = 4x = 40) tiirii melezlenmis ve nematod dayaniklilig1 basarili
sekilde aktarilmistir. Melezleme sonrasi elde edilen Fi hibritlerinin fertilitesi ise
hekzaploidlerin yaratilmasi ve kendileme islemleri ile restore edilmistir. Yapilan ileri
calismalarda bu melez kullanilarak nematod dayaniklt GP-NC WS5 ve GP-NC WS 6
hatlar1 gelistirilmistir (Stalker vd 2002). Garcia vd (1996) bu dayanikliligin iki dominant
gen tarafindan kontrol edildigini raporlamiglar ve genlerden bir tanesinin kokteki gal
olusumunu digerinin ise kokte yumurta iiretimi ile ilgili oldugunu ifade etmislerdir.
Yapilan diger melezleme c¢alismasinda dayanikli yabanilerin  kullanilmasi ile
melezlemeler yapilmis ve iki dayanikli hat (TXAG-6 ve TXAG-7) islah ¢aligmalarinda
kullanilmak iizere gelistirilmistir (Simpson vd 1993). Yapilan geri melezlemeler ile
TXAG-7 genotipindeki dayaniklilik ileri yerfistig1 hatlarina aktarilmig ve M. arenaria’ya
dayanikli ilk c¢esit olan COAN piyasaya siiriilmiistiir. Molekiiler olarak yapilan
caligmalarda ise Garcia vd (1996) ve Burow vd (1996) yerfistiginda nematoda
dayaniklilig1 saglayan genleri haritalamiglar ve bu sayede marker destekli seleksiyon i¢in
markerler gelistirilmistir. Garcia vd (1996), RAPD ve SCAR markerleri kullandiklari
caligmalarinda bir markeri (Z3/2635) dayaniklilik ile iliski olarak belirlemislerdir. Ayn1
sekilde Florunner x TxAG-6 melezinde BC4F2 generasyonunda nematoda dayaniklilikla
ilgili iki marker, RKN410 ve RKN440, Burow vd (1996) tarafindan gelistirilmistir. Chu
vd (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada fenotipik data ile molekiiler sonuclar arasindaki
korelasyonu arttirmak amaciyla RKN440 markerini modifiye etmisler ve dominant
197/909 markerini raporlamiglardir. Ancak bu g¢alismada dayaniklilik markerinin
dayaniklilik geni ile gostermis oldugu % 5.8’lik rekombinasyon fenotipleme ve marker
arasinda bazi1 uyumsuz sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Nagy vd (2010) ise
nematoda dayaniklilik genini, Rma, TXAG-6 dénorundan elde edilen NemaTAM ¢esidini
kullanarak haritalamiglar ve dayaniklilikla iliskili kodominant DNA markeri, GM565,
gelistirmislerdir. Bu marker nematoda dayaniklilik caligmalarinda ortaya konan en giincel
marker olup yapmis oldugumuz tarama ve dayamikliligin aktarilmasi islemlerinde
kullanilmistir. Yabani melezlemeler sonucu elde edilen COAN ve NemaTAM cesitleri
ise ¢alismamizda kontrol olarak yer almistir. Bu genotipler ayn1 zamanda tez calismasi
kapsaminda dayanikliligin aktarilmasi islemlerinde donor olarak kullanilmiglar ve NC-7
ve Florunner ¢esitleri ile melezlenmislerdir. Melezlemeler sonucunda 2013 yilinda Fi
tohumlari elde edilmis, 2014 yilinda ise bu tohumlar yetistirilmistir. GM565 markeri ile
yapilan molekiiler analizler ile de bazi melezlerin basarili sekilde gercgeklestigi
anlasilmigtir. Elde edilen Fi’ler geri melezleme ve F2 generasyonunu yetistirme
islemlerinde kullanilmistir. Daha ileri asamalarda ise hem BCxFx nesilleri hem de F3, Fa
nesilleri takip edilecek ve son asamada nematod dayanikli cesitler c¢ikarilmasi igin
caligilacaktir.
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6. SONUC

Bu tez c¢alismasinda 256 genotipten olusan yerfistigi koleksiyonu yumusak
cuiriikliikk, pas, yaprak lekesi hastaliklarina ve nematod zararlisina dayaniklilik
bakimindan molekiiler olarak taranmis ve genotipler dayanikli ve hassas olarak
karakterize edilmistir. Koleksiyon igerisinde yer alan ve diinya yerfistigi mini kor
koleksiyonu da yapilan molekiiler analizler ile belirlenen hastaliklara ve zararliya
dayaniklilik bakimindan degerlendirilmistir. Bu ¢aligma 6nemli canli stres faktorlerine
kars1 tlilkemizde yerfistigina yonelik yiirlitiilen en genis kapsamli karakterizasyon
caligmasi olmakla birlikte tarama isleminin molekiiler olarak yapilmasi ile de ilktir.
Ayrica PCR sonrasi elde edilen {irlinlerin yeni bir teknoloji olan Fragment Analyzer™
cihazi ile goriintiillenmesi ve degerlendirilmesi ¢alismanin bir diger 6zgiin yoniidiir. Bu
cihaz sayesinde koleksiyonun karakterizasyonunda hem daha dogru sonugclar elde edilmis
hem de goriintiileme siireci oldukg¢a kisalmistir. Yapilan analizler ve degerlendirmeler
sonucunda ise;

Yumusak c¢iiriikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan 142 genotip dayanikli,
108 genotip ise hassas olarak karakterize edilmistir. Botanik varyeteler dikkate
alindiginda vulgaris botanik varyetesine ait genotipler tiim dayanikli genotiplerin %
39.4’uinii, fastigiata botanik varyetesine ait genotipler % 38.0’ini ve hypogaea botanik
varyetesine ait genotipler ise % 19.7’sini olusturmustur. Dolayisiyla sadece tilkemiz i¢in
degil bu hastaligin goriildiigii tiim bolgelerde kullanilmak iizere farkli botanik varyetelere
ait yeni genetik kaynaklar ortaya konmustur. Koleksiyonumuz igerisinde yer alan diinya
yerfistig1 mini kor koleksiyonunda ise 115 genotip hastaliga dayanikli olarak belirlenmis
ve boylelikle koleksiyon yumusak ciiriikliik hastaligina dayaniklilik bakimindan ilk kez
karakterize edilmistir. Mini kor koleksiyonunda yapilan bu tarama bu genetik kaynaga
sahip tiim 1slahgilar i¢in oldukga faydali olacaktir.

Pas hastaligina dayanikliligin tarandigi molekiiler analizlerin sonucunda 9 genotip
hastaliga dayanikli olarak belirlenirken 243 genotip ise hassas olarak karakterize
edilmistir. Taksonomik siniflandirma dikkate alindiginda koleksiyonda yer alan dayanikli
8 genotipin varyete hypogaea botanik varyetesine ait oldugu belirlenmistir. Boylelikle
ilkemizde ilk defa icerisinde degisik genetik backgroundlara sahip tiplerin bulundugu
diinya oOlgegindeki genis bir yerfistigt koleksiyonu pas hastaligima dayaniklilik
bakimindan molekiiler olarak taranmis ve hypogaea botanik varyetesine ait yeni genetik
kaynaklar ortaya konmustur. 7 genotip ayn1 zamanda diinya mini kor koleksiyonunda yer
almaktadir. Bu koleksiyonun pas hastaligina dayaniklilik bakimindan karakterizasyonun
da birgok tarla ve sera ¢alismasi (Yugandhar 2005, Kusuma vd 2007, Khalid 2008, Sujay
vd 2008, ICRISAT 2008, 2009, 2010, Upadhyaya vd 2014) olmasina ragmen bu tez
caligmast ile ilk kez molekiiler olarak karakterizasyon islemi yapilmistir. Boylelikle farkli
bolgelerde farkli dayaniklilik reaksiyonu gosteren genotipler molekiiler genetik tabaninda
tekrar degerlendirilmistir.

Geg¢ yaprak beneklenmesi ililkemizde yerfistigmin yetistirildigi cogu bolgede
goriilen onemli bir fungal hastalik olup dayanikli genotiplerin belirlenmesi ve iilke
genetik kaynaklarina kazandirilmasi oldukg¢a 6nemlidir. GM1573 markerinin yer aldigi
PCR analizleri sonrasi koleksiyonumuz igerisinde 15 genotip ge¢ yaprak beneklenmesine
dayanikli olarak belirlenmistir. 233 genotip hassas olarak belirlenirken 8 genotipte ise
hastalikla iliskili bir marker elde edilememistir. Taksonomik olarak ise dayanikli
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genotiplerin 10 tanesi varyete hypoagea, 4 tanesi varyete fastigiata ve vulgaris botanik
varyetelerine, 1 tanesi ise varyete hirsuta botanik varyetesine ait olarak belirlenmistir.
Ulkemizde 6zellikle varyete hypogaea botanik varyetesine ait genotiplerin (NC-7, Com,
Gazipasa, ve BATEM-5025) talep gordiigii diistiniiliirse bu botanik varyeteye ait
dayanikli genotipler 1slah ¢aligmalari i¢in olduk¢a 6nemlidir. Diinya yerfistig1 mini kor
koleksiyonu ise ilk kez molekiiler olarak ge¢ yaprak beneklenmesine dayaniklilik
bakimindan degerlendirilmis ve koleksiyonun yaklasik % 4.3’i hastaliga kars1 dayanikl
olarak karakterize edilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda iilkemizde ilk defa yerfistiinda nematoda
dayaniklilik karakteri bir melezleme programa ile aktarilmaya caligilmistir. Bu kapsamda
cesitli yazismalar neticesinde nematod dayanikli gesitler (COAN ve NemaTAM)
tilkemize kazandirilmis ve i¢ pazarda talep géren NC-7 ve runner grubundan Florunner
cesitleri ile melezlenerek nematod dayanikliligi aktarilmistir. Melezleme islemleri
sonucunda elde edilen F1 tohumlari hem F2 neslinin elde edilmesini saglamak hem de ana
ebeveyn ile geri melezleme yapmak amaciyla yetistirilmistir.
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