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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Melez Asma Genotiplerinde Mildiyé Hastaligina Dayanikliligin Markoére Dayali
Seleksiyonu

frem SENSES

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Murat AKKURT

Sofralik 6zellikleri ¢ok yiiksek ancak mildiy6 hastaligina hassas olan Alphonse Lavalleé
liziim cesidi ile dayanikli saraplik Regent ¢esidinin melezlenmesiyle elde edilen
popiilasyondaki F1 hibrit bitkilerinin markdre dayali seleksiyon yontemiyle genotipik
diizeyde mildiy6 hastaligina dayanikliliklarinin kisa siirede teshisi amaciyla yapilan bu
calisma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Molekiiler
Biyoteknoloji Laboratuvari’nda 2017-2018 yillarinda gergeklestirilmistir. Mildiyoye
dayaniklilik ile iligkili Rpv3 geni ile baglantili GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon iirlinlerine ait
allel biiyiikleri Fragment Analyser Pro Size programiyla belirlenmistir. GF 18-06 primeri
ile toplam 881 bitkiden 874 adedi amplifikasyon tiriinii bant vermistir. 390 bp allele sahip
melez bitkiler dayanikli olarak siniflandirilmistir. Diger primer GF18-08 ile toplam 848
melez bitki incelenmis ve 844 adedi amplifikasyon iiriinii bant vermistir. Bu primer ile de
399 bp allele sahip genotipler dayanikli olarak siiflandiriimistir. Calismamiz sonucunda,
Rpv3 geni ile baglantili olarak markore dayali seleksiyonda her iki primerin de basari ile
kullanilabilir oldugu degerlendirilmistir.

Ocak 2020, 77 sayfa

Anahtar Kelimeler: Rpv3, Marker Destekli Seleksiyon, Asma, Alphonse Lavalleg,
Regent, Mildiy6, SSR



ABSTRACT
Master Thesis

Marker Assisted Selection of Downy Mildew Resistance in Hybrid Grapevine
Genotipes

frem SENSES

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat AKKURT

This study aiming to determine the resistance of F1 hybrid plants against Plasmopara
viticola via marker assisted selection in a short time in the population, which was obtained
from the cross of the Alphonse Lavalleé (sensitive to downy mildew) and Regent
(resistance to downy mildew) cultivars, was conducted in Ankara University Faculty of
Agriculture Department of Horticulture Molecular Biotechnology Laboratory in 2017-
2018. Allele sizes of the amplification products obtained by Polymerase Chain Reaction,
using primers GF 18-06 and GF 18-08 associated to the Rpv3 gene with downy mildew
resistance, were determined by Fragment Analyzer Pro Size program. 874 of 881 hybrid
plants with GF 18-06 primer yielded amplification product. Hybrid plants with 390 bp
alleles are classified as resistant. A total of 848 hybrid plants were examined with the
other primer GF18-08 and 844 of them gave amplification product. Genotypes with a 399
bp allele were reported to be resistant. As a result of our study, it was evaluated that both
primers can be used successfully in marker assisted selection in association with Rpv3
gene.

January 2020, 77 pages

Key Words: Rpv3, Marker Assisted Selection, grapevine, downy mildew, SSR, Regent,
Alphonse Lavalleé
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1. GIRIS

Uziim, gecmisten bugiine dek iilkemizde ilgiyle tiiketilen bir meyvedir. Bu sebeple ¢ok
farkli sekillerde degerlendirilmistir. Sofralik olarak tiiketim en yaygin degerlendirilme
seklidir. Kurutma, sarap, pekmez, sirke yapimi gibi alanlarda da yogun olarak

kullanilmaktadir.

Asma, yliksek adaptasyon yetenegi sayesinde bir¢ok bitkinin iiretilemedigi arazilerde
iklim kosullarina da uyum saglayarak yetistirilebilmektedir ve bu sayede bu topraklarin

degerlendirilmesine imkan saglamaktadir (Kismal1 1995).

Diinya tizerinde ¢ok farkli iklim kosullarina adapte olabilen asmanin yiiksek oranda ve
stirekli yabanct dollenmesi sonucunda meydana gelen heterozigotik kalitsal yap,
tohumdan elde edilen ebeveynler arasinda fazlaca genetik farkliliklarin ortaya ¢ikmasina
sebep olmaktadir. Bu nedenle Vitis vinifera tiiriine ait gesitlerin gogaltilmasinda vejetatif
yontemler benimsenmistir. Bunun sonucunda kdkeni ¢ok eski tarihlere dayanan gesitlerin
glinlimiize kadar korunmasi saglanmistir. Diinya iizerinde yaklasik 30.000 tanimlanmis
liziim ¢esidi oldugu tahmin edilmekle birlikte bunlardan 15.000 civarinda cesidin
genotipik acidan farkli yapida olabilecegi diistiniilmektedir (Alleweldt 1988). Tiirkiye,
bagcilik kiiltiirii ¢ok eski zamanlara kadar uzanan bir ilkedir. Kiiltir asmasinin (V.
vinifera L.) gen merkezlerinden biri olarak bilinmektedir. Bu yiizden, tilkemizde genetik

cesitlilik adina zengin bir kaynak bulunmaktadir (Kara vd. 2016).

Vitis vinifera tiirline ait iziim gesitleri diinyada en yaygin yetistirilen ve degerlendirilen
tiziimlerdir. Ancak bu tiziimlerin {istiin saraplik ve sofralik degerlerine karsilik en 6nemli
kusurlar1 fungal enfeksiyonlara karsi hassas olmalaridir. Ulkemizde iiretimi yapilan
sofralik tizimlerin tamamina yakini V. vinifera tiiriine ait olup, bu ¢esitlerin de tamami
mildiyo enfeksiyonuna kars1 hassas olarak kabul edilmektedir. Mildiy6 hastalig1 baglarda
kiilleme ile birlikte en sik goriilen iki hastaliktan biridir. Yagisl ve nemli havalarin yogun
oldugu yillarda mildiy® zarar1 fazla olmaktadir. Cok hizli ve siddetli seyreden bir hastalik
olmasi1 nedeniyle salkimlara verdigi zarar ile o yilin iirlinliniin tamaminin yok olmasina

neden olabilmekte ve hatta onlem alinmaz ise siirgiinlere verdigi hasar sebebiyle bu



stirglinler tizerinde bulunan ve ertesi yilin verimini olusturacak olan salkim taslaklarina
da zarar verebilmektedir. Dolayistyla siddetli bulasmalarda iki yila varan iiriin kaybina
neden olabilmektedir. Ureticiler bu siddetli iiriin kayiplarma engel olabilmek icin
ilaglama sikligim1 ve ilag miktarlarini arttirmaktadirlar. Bu uygulamalar getirdikleri
maliyetin yani sira, iizim tanelerindeki kalintilar sebebiyle insan sagligini tehdit etmekte
ve yurtdisina ihrag edilen sofralik ve kuru liziimlerin geri donmesine sebep olmaktadir.
Yogun fungusit kullanimi, maliyetleri arttirmasiyla birlikte, fungus direnglerinin de
artmasinda etkili olmaktadir. Boyle durumlarda uygulanan fungusitlere diren¢ kazanan
hastalik etmenlerine kars1 daha fazla ve daha farkli etkili maddeleri kapsayan ilaglari
kullanmak gerekmektedir (Demirci 1996). Tiirkiye’de 2018 yilinda fungusit kullanimi

23.047 ton ile toplam tarim ilact kullaniminin %38’ini olusturmaktadir (Anonim 2018).

Yukarida 6zetlenmeye calisilan nedenler ile tiim diinyada bagcilikta hastaliklara karsi
dayaniklilik 1slah g¢alismalar1 yiriitiilmektedir. Dayaniklilik 1slahi ¢aligmalar1 20. yy
baslarinda geleneksel yontemler kullanilarak baslatilmistir. Ancak geleneksel melezleme
1slah yontemi ile yiiriitiilen bu c¢aligmalarinin sonuglandirilmasi asma gibi ¢ok yillik
odunsu bitkilerde goriilen uzun genclik kisirligt siiresi, heterozigotik kalitsal yap1 ve
kendileme depresyonu nedeniyle olduk¢a uzun siire ve emek gerektirmektedir. Ayrica
asmanin heterozigotik kalitsal yapisi1 sonucu melezleme sonrasi olusan dollerde genis bir
acilim meydana geldiginden, popiilasyon i¢inde istenilen Ozellikteki bireylerin elde
edilmesi de ¢ok zor olmaktadir (Akkurt, 2004). Bu nedenlerle istenilen 6zelliklerde yeni
bir {iziim ¢esidinin 1slah edilebilmesi i¢in farkli kombinasyonlarda onbinlerce melezleme
yapilmasi gerekmektedir ki bu, olduk¢a uzun zaman, yogun is giicii ve masraf anlamina
gelmektedir. Bu olumsuz kosullart en aza indiren yeni tekniklerden biyoteknolojinin
sagladig1 imkanlarin asma 1slahinda kullanilmaya baslanmasi ile birlikte gliniimiizde ¢ok
daha kisa stirede etkin sonuglar alinabilmekte ve bdylece islah kavrami onemli bir
degisim siirecine girmektedir. Biyoteknolojik yontemlerin asma 1slahinda kullanilmaya
baglanmas1 ile birlikte asmalarda mantar hastaliklarina karst dayanikliligin genetik
tanimlanmasindaki gelismeler hiz kazanmigtir. DNA kokenli bu yontemlerde molekiiler
markdr teknikleri kullanilarak asma genetik olarak incelenebilmistir. Markdre dayali
seleksiyon yontemi, bitkiden elde edilen DNA’larda hastaliklarla iliskilendirilen

markorlerin mevcut olup olmadigina gore dayanikliligin erken donemde (genglik kisirligt



donemi) belirlenmesinde kullanilmaktadir. Molekiiler ¢alismalar fenotipik testler ile
birlikte ilerlediginde, ¢esidin hastaliga dayanim durumu ve dayanim derecesi hakkinda

daha saglikli bilgi edinilmesine yardimci olmaktadir.

Markore dayali seleksiyon olarak tanimlanan, enfeksiyonlara diren¢ karakteri ile
baglantili markdrlerin gelistirilmesi ve bunlarin asma 1slah1 uygulamalarinda erken
seleksiyon c¢aligmalarinda kullanilmasit bagcilik alaninda ozellikle tercih edilmeye

baslamistir.

Calismamizda, sofralik 6zellikleri ¢ok yiliksek ancak mildiyd hastaligina hassas olan
Alphonse Lavalle¢ {iziim ¢esidi ile ayn1 hastaliga yiiksek diizeyde dayanikli olan ‘Regent’
saraplik iziim ¢esidinin melezlenmesiyle elde edilen popiilasyondaki F1 hibrit bitkilerin,
markore dayali seleksiyon yontemiyle genotipik diizeyde hastaliga dayanikli cesit
adaylarinin kisa siirede erken teshisi ve seleksiyonu amaglanmistir. Boylece iiziimlerde
kalint1 problemi ve asirt ilag kullaniminin ¢dziimiine énemli bir katki saglayacak olan

dayanikli sofralik ¢esit adaylari elde etmek hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Diinyada ve Tiirkiye’de Bagciik

Bagcilik, her iki yarimkiirede 34° - 49° kuzey ve giiney enlemleri arasinda yapilmaktadir.

Diinya {izerinde 6.931.353 ha alanda 74.276.583 ton iizlim iiretimi yapilmaktadir. Bu
tiretimin %71°1 Tiirkiye’nin de bulundugu ilk 10 iilke tarafindan gerceklesmektedir.
Diinya iiziim iiretiminde 13.083.000 ton ile Cin ilk siray1 almaktadir ve ardindan Italya
ve A.B.D. takip etmektedir. Tiirkiye, 4.200.000 ton iiretimle diinya siralamasinda 6.
sirada yer almaktadir (Sekil 2.1).

Uretim (x1000 ton)

Arjantin I 1,965
Sili - — )
Gliney Afrika EE———— 2 032
Hindistan mEEESSSS—— 2 92?2
Turkiye I 4 )
ispanya I 5 3837
Fransa IS 5,915
Amerika I 6,679
italya S 7,169
Cin | 1 3,083

Sekil 2.1 Uziim iiretiminde diinya siralamas1 (Anonymous 2017)

Tiirkiye, kiiltiir asmasinin anavatanidir. Ancak iilkemizdeki iiziim iiretim alanlar1 son 10
yilda azalmistir. Sekil 2.2°de goriildiigii gibi 2018 yilinda tilke genelinde 4.170.410 dekar
alanda toplam 3.933.000 ton {iziim tiretimi yapilmistir (Anonim 2018). Bunun 1.121 tonu
orttialt1 tiretimdir. 2017-2018 sezonunda gergeklesen tiretimin 1.396.531 tonu yurtdigina



ithra¢ edilmis, 2.186.118 tonu iilkemizde tiiketilmistir. Kisi basi tilketim 27,1 kg’dir.
Endiistriyel alanda 253.588 ton tliziim kullanilmistir (Anonim 2018a).

Sofralik Kurutmalik Saraplik
Yillar Alan (da) Uretim Uretim Uretim Toplam
(ton) (ton) (ton)

2008 4.827,887 1.970,686 1.477,471 470.285 3.918,442
2009 4.790,239 2.256,845 1.531,987 475.888 4.264,720
2010 4.777,856 2.249,530 1.543,962 461.508 4.255,000
2011 4.725,454 2.268,967 1.562,064 465.320 4.296,351
2012 4.622,959 2.219,813 1.613,833 400.659 4.234,305
2013 4.687,922 2.132,602 1.423,578 455.229 4.011,409
2014 4.670,929 2.166,749 1.563,480 445.127 4.175,356
2015 4.619,557 1.891,910 1.334,563 423.527 3.650,000
2016 4.352,269 1.990,604 1.536,862 472.534 4.000,000
2017 4.169,068 2.109,000 1.603,000 488.000 4.200,000
2018 4.170,410 1.945,262 1.524,091 463.647 3.933,000

Sekil 2.2 Son 10 yilda iilkemizdeki toplam {iziim {iretim alan1 ve tiiketim sekillerine gore

liziim tiretim miktarlar1 (Anonim 2018)

Thracata yonelik iiziim {iretimi bakimimndan ilk siray1 cekirdeksiz iiziim almaktadir.
Tiirkiye'de iiztim ihracatinin %95'ini Sultani Cekirdeksiz tiziim g¢esidi olusturmaktadir.
Uretilen sofralik yas iiziim ise basta Rusya, Almanya olmak iizere Avrupa Birligi
ilkelerine ihra¢ edilmektedir. Bugiin Tirkiye’de {iziim iiretiminde en biiyilik pay %49,5
ile sofralik cesitlere aittir. Bunu %38,8 ile kurutmalik, %11,7 ile saraplik iiretim takip
etmektedir. Ulkemiz diinyani en biiyiik ¢ekirdeksiz kuru {iziim iireticisi ve ihracatcisidir.
Diinya ¢ekirdeksiz kuru liziim ihracatinin yaklasik %40 — 45°ini gerceklestiren lilkemiz

cekirdeksiz kuru liziim fiyatlariin olugmasinda énemli etkiye sahiptir (Anonim 2019).



2.2 Bagciligin Onemli Fungal Hastalik Etmenleri

2.2.1 Kiilleme (Erysiphe necator)

Kiilleme, genis bir alana yayilmis ve sik rastlanan bir asma hastaligidir. Cogu zaman
toprak iizerindeki bitki kisimlarini etkileyen fungal hastalik etmenleri bu hastaliga sebep

olmaktadir (Panstruga ve Kuhn 2019).

Bag Kiillemesi (Erysiphe necator) iilkemiz topraklarinda yillara gore gériilme orani ve
siddeti degisen bir hastaliktir. Enfeksiyonun baglara verecegi zarar Onceden
bilinememekle birlikte ilag uygulamalar1 yapilmazsa zararin %90’lara kadar ¢ikabilecegi
bilinmektedir (Cetinkaya ve Ates 2016).

Sekil 2.3 Asma yapraginda kiilleme goriintiisii

2.2.2 Mildiyo (Plasmopara viticola)

Bag mildiyosii (Plasmopara viticola), Peronosporales takimina bagli Peronosporaceae
familyasina aittir (Shidfar 2014). Enfeksiyon, asmalarda yesil aksamin tamaminda
gorilmektedir. Yaprakta, sitirgiinler 25 cm civarma yaklastiginda belirtiler ortaya
cikmaktadir. Hastaligin baglarinda yapraklarin {ist kisimlarinda sarimsi yag lekeleri

olugmaktadir. Alt kisimlarinda ise beyaz renkli yap1 bulunmaktadir. Bu lekeler siireg



icerisinde koyu hale doniismekte, kahverengimsi olmakta ve zamanla kuruyup,
dokiilmektedir. Siirginlerde dairesel lekeler olusmaktadir. Enfeksiyon kuvvetli ise
siirglinler kurumaktadir. Ciceklere enfeksiyon bulastiginda hemen koyu renge doniip
dokiilmektedirler. Bu da az sayida taneli salkimlarin olugsmasina sebep olmaktadirlar.
Eger taneler kiiciik ise enfeksiyona direnci daha az olmaktadir. Taneler irilestik¢e
dayaniklilig1r artmaktadir. Enfeksiyon kapmis taneler olgunluk zamanina dogru su

kaybederek biiziismektedirler (Anonim 2008).

Plasmopara viticola’nin neden oldugu fungal bir hastalik olan mildiyd, Kuzey Amerika
ve Avrupa’da baglara en ¢ok zarar vermesiyle bilinmektedir. Enfeksiyon, Fransa’da
yaklasik %50 civarinda verim diisiikliigiine neden olmaktadir (Gargin ve Oztiirk 2012).
Ulkemizde ozellikle nemli ve yagishi havalarda etkisinin arttigi bilinen mildiyd

enfeksiyonuna kars1 yapilan ilaglama tiretim maliyetlerini yukar1 ¢ikarmaktadir.

lasmopara viticolal(PLASVI) = https://gd.eppo.int

Sekil 2.4 Asma yapraklarinda mildiy6 goriintiisii

2.3 Islah Calismalarinda Molekiiler Markorlerin Onemi ve Avantajlar

Molekiiler markdrler, genomda rastgele bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile alakali DNA
pargasidir (Yorgancilar vd. 2015). Bu gen bolgelerinde istenilen bir karakteri izlemek i¢in

1slah uygulamalar sirasinda 6nemli bir yardimcidir.



Molekiiler markorler, morfolojik ve biyokimyasal markdrlere gore daha giivenilirlerdir.
Islah ¢aligmalarinda seleksiyon i¢in, ¢evreden az etkilenen, her gelisim evresinde kolayca
gozlemlenebilen ve gen bolgelerinin arasinda etkilesimin olmadig1 en iyi yapilardir

(Ovesna vd. 2002).

Molekiiler markdrler, kalitatif ve kantitatif karakterlerin 1slahinda, gen haritalamalarinda,
cesit gelistirmede ve genotipler arasi uzakliklarin tespit edilmesinde kullanilmaktadir

(Bilgin ve Korkut 2005).

2.4 Molekiiler Markorlerin Uygulama Alanlar:

Islah calismalarinda molekiiler markorler kullanim alanlari agsagidaki gibi 6zetlenebilir

(Yorgancilar vd. 2015).

1. Markore Dayali Seleksiyon,

2. Gen kaynaklarin1 tanimlanmasi, muhafaza edilmesi ve degerlendirilmesi,
3. Filogenetik ¢aligmalar,

4. QTL analizleri (Quantitative Trait Loci)

5. Genetik tanimlama

6. Genetik akrabaliklarin belirlenmesi,

7. Tohum safiyet analizleri,

8. Geriye melezlemeler,

9. Stres kaynaklart ile alakali genom bolgelerinin belirlenmesi ve genom yapisinin

tanimlanmasi,
10. Farkl1 ve iistiin 6zellikte gesit gelistirme,
11. Gen transferleri

12. Islah ¢aligmalarinda kullanilacak ebeveynleri belirleme.



2.5 Molekiiler Markor Teknikleri

DNA’ya dayali markorler olarak bilinen molekiiler markorler hibridizasyon temelli
markdrler ve PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli markorler olarak ikiye

ayrilirlar.

2.5.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-Sinirh Parca Uzunluklar

Polimorfizmi) teknigi

Ik kez ¢alismasi yapilan PZR temelli olmayan molekiiler markor teknigi uygulamasidir
(Devran 2003). Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiyiikliikteki
pargalara ayrilmasi seklinde tanmimlanmaktadir. Polimorfizm c¢alismalarinda sik

kullanilmaktadir.

2.5.2 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-Rastgele Cogaltilmis DNA

Polimorfizmi) teknigi

Williams vd. (1990), PZR yonteminin avantajlarindan faydalanmak ve RFLP
teknigindeki sikintilart yok edebilmek i¢in RAPD teknigini gelistirmislerdir. Ortalama

uzunlugu 10 baz olan rastgele primerler ile RAPD teknigi uygulanmaktadir.

RAPD teknigi molekiiler analizlerde genis bir kullanim alan1 bulmustur. Tiir ve ¢esitlerin
molekiiler tanimlanmasi, Somaklonal varyasyonlarin tespiti, markore dayali seleksiyon,
genetik haritalama bunlardan bazilaridir. RAPD markérleri, hizli sonug vermesinden
dolay1 is giicli gerektirmez ve uygun maliyetlidir. Kiigiik miktarda ve ortalama kalitede
DNA gerektirir. Ancak ¢alisma birbirinden farkli ortamlarda yapildiginda farkli sonuglar

gozlemlenebilmektedir. Bu ylizden giiven problemi yasatmaktadir.



253 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism-Cogaltilmis Parca

Uzunlugu Polimorfizmi) teknigi

RFLP tekniginin kesme-tanima kisimlarinin PZR ile ¢ogaltilmasina dayali bir teknik olan
AFLP, Vos vd. (1995) tarafindan RAPD teknigindeki olumsuzluklar1 gidermek igin

gelistirilmistir.

Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleriyle (Msel ve EcoRI) kesilmesi islemiyle
baslayan AFLP teknigi, ¢ift sarmalli adaptor sekanslarinin kesilen yerlere eklenmesiyle
devam etmektedir. On secici PZR ve PZR iiriinlerinin poliakrilamid jelde yiiriitiilmesiyle

teknigin igslem basamaklar1 sonlanmaktadir.

AFLP teknigi, kriminal amagli babalik testleri, molekiiler arkeoloji, kalitsal hastaliklarin

tanis1 ve genetik cesitlilik belirlemede kullanilmaktadir.

2.5.4 SSR (Simple Sequence Repeats-Basit Tekrarh Diziler veya Mikrosatellitler)
teknigi

Thomas ve Scott (1993) tarafindan ilk olarak Avusturya’da gelistirilmistir. SSR
markdrler, bitki DNA’sinda bulunan arka arkaya tekrarlanan 2-4 baz uzunlugundaki en
kisa DNA dizileridir. Tekrarlanma sayilar1 bireyden bireye farklilik gostermektedir.
Yiiksek cesitlilik gostermesi ve esbaskin (codominant) 6zellikte olmasi sebebiyle son
zamanlarda bitki gen haritalarinin belirlenmesinde sik kullanilmaktadir. SSR teknigini
kisitlayan en Onemli nokta primer elde edebilmek icin 6nceden DNA dizileme

uygulamasi gerektirmesidir (Topakli ve Hepaksoy 2019).

SSR teknigi bagcilikta; molekiiler analizlerde, gen haritalama, mutasyonlar, markor

destekli seleksiyon, klonlama ve kombinasyon 1slahlarinda tercih edilmektedir.
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255 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence-Kesilip Cogaltilmis
Polimorfik Diziler) teknigi

CAPS teknigi, PZR ile ortaya ¢ikan {irlinlerin restriksiyon enzimleriyle kesilmesinden
sonra elde edilen fragmentlerin teshisidir. PZR ve RFLP tekniginin bir araya gelmesiyle
ortaya ¢ikmistir. Bu metodun avantajlari, az miktarda DNA’ya gerek olmasi, allellerin
ayrimini yapabilmesi, diisiik maliyetli ve kolay olmasidir (Filiz ve Kog¢ 2011). CAPS,
genetik haritalamalarda ve tanimlamalarda ¢ok fazla kullanilmaktadir (Weiland ve Yu
2003). Bireylerde kesim yerlerinde dizilim farki oldugunda polimorfizm ortaya
¢ikmaktadir (Yildirim 2016).

2.5.6 SCAR (Sequence Characterized Amplified Region-Sekans1 karakterize
edilerek ¢ogaltilan bolge) teknigi

Genomda bir gen veya 6zellikle iligkili belirli bir bolgeden gelistirilen markorlerdir. Bu
markorler spesifik bir gen veya 6zellik ile baglantili olarak bulunan RAPD-AFLP benzeri
bantlardan olusturulmaktadir. RAPD analizi sonucu istenilen 6zellik ile ilgili polimorfik
bant jelden izole edilmektedir. izole edilen banttaki dizi tespit edilip, RAPD ya da AFLP
primerinden yeni bir SCAR primeri olusturulmaktadir. SCAR teknigi, spesifik bir gen

bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilmaktadir.

2.5.7 SNP (Simple Nucleotid Polymorphism-Basit Niikleotid Polimorfizmi) teknigi

SNP; gen ¢esitliligi, popiilasyonlarin yapisi, QTL analizleri ve markore dayali seleksiyon
uygulamalarinda ve akrabalik iliskilerini belirlemede kullanilmaktadir. Tekrarlanabilir ve
PZR’a dayali olmasi avantajlar1 oldugu gibi, her gen bdlgesinde olmamasi, diisiik
cesitlilik dezavantajlarindandir (Ozcan vd. 2001). SNP, pek ¢ok canli tiiriinde ortaya
cikmakla birlikte, popiilasyonlardaki bireylerin gen dizilerinde gerceklesen tek niikleotid
degisimleridir (Filiz ve Kog¢ 2011).
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Fenotipik varyasyonun temeli, genlerde meydana gelen mutasyonlardir. DNA temelli
molekiiler markor teknikleri ile belirlenemeyen farkliliklar SNP analizi gerekmektedir.
Genlerdeki bazi SNP markorleri onemli karakterleri ortaya ¢ikarabildikleri i¢in genetik

tanimlamada aktiftirler (Shirasawa vd. 2004).

2.5.8 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat-Basit Tekrarh Diziler Arasi Polimorfizm)
teknigi

ISSR tekniginde 2’li, 3’14, 4’li ve 5°li niikleotid birimleri olan primerler ile

calisilmaktadir (Zietkiewicz vd. 1994).

Genetik haritalama, benzerlik, taksonomi arastirmalarinda yiiksek polimorfizm ve
verimlilik gostermesinden dolay1 kullanilmaktadir. ISSR markérleri, RAPD, AFLP ve
SSR markor ¢alismalarinda ortaya ¢ikan pek ¢ok kisitlamanin iistesinden gelmektedir

(Gupta vd. 1994).

ISSR dominant bir markoérdiir. Avantajlarindan biri dizileme gerektirmeden primer
dizayninin miimkiin olmasidir (Joshi vd. 2000). ISSR markérleri hizli ve kolay uygulama

kolayligina sahip, uzun primerler sayesinde giivenilirlerdir (Bornet ve Branchard 2001).

2.6 Markore Dayal Seleksiyon ve Bitki Islahinda Kullanimi

Asmalarda hastaliklara dayaniklilik testlerinde klasik olarak melezlemelerin yapilmasi,
bitkilerin gelistirilmesi, meyve olusumunun beklenmesi ve bu bitkilerde hastaliklara
dayaniklilik durumunun gézlenmesi seklinde yapilmakta ve bu siire¢ bitkilerin gelisme
hizina bagl olarak 8-12 yillik bir siireci kapsamaktadir. Bu gelisim siireci dolayisiyla

ortaya ¢ikan uzun islah siireci ¢caligmalar1 aksatmaktadir.

Islah programlarinda genler ile alakali markorlerin kullanilmasi ile fenotipi esas alan
seleksiyonlardan, genotipi esas alan seleksiyonlara dogru gecilmektedir. Ancak, markor

caligmalariin yetersiz olmasi sebebiyle genotip esasl seleksiyonlarin kullanilmasi bir
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stire yavas ilerlemistir. DNA tabanli genetik markorlerin kesfi ile birlikte islahgilar ilk
defa bir bitki tiirlinlin biitiin genomuna dagilan ¢ok sayida markorii bulmaya ve bu
markdrlerle istedikleri karakterler arasinda iliskiye ulagsmaya baslamiglardir. Boylece
markore dayali seleksiyon uygulanabilir olmustur. Markore dayali seleksiyonun basarisi,
ilgili gen ve markdr arasindaki iliskinin yiiksekligine baglhidir. Markoriin ilgili gen
dizisinin i¢inde yer almasi ve popiilasyon i¢inde ilgili gen ile baglantida olmasi uygulama
sonucuna ulagsmada kolaylik saglamaktadir. Ancak markoriin popiilasyon ig¢inde ilgili gen

ile baglanti durumunda olmamasi1 markore dayali seleksiyonu zorlastirmaktadir.

Markore dayali seleksiyon, yiiksek karakterlere sahip genler ile birlikte bagli olan ve
kolay bilinebilen molekiiler markdrlerin kullanilmasi temeline dayanmaktadir. Markore
dayal1 seleksiyon yontemi ile yapilan 1slah caligsmalari, klasik 1slah uygulamalarindaki

hiz1 ve islevselligi arttirmaktadir.

Markore dayali seleksiyon yoOntemi bitkinin yapraklarindan elde edilen DNA’larda
hastaliklarla iligkilendirilen markdrlerin bulunup bulunmadigina gore, dayanikliligin

erken donemde belirlenmesine dayanmaktadir.

Son zamanlarda markore dayali seleksiyon uygulamalar1 geriye melezleme yontemi
tizerinde de yapilmaktadir (Yildirim, 2005). Geri melezleme, hedef bolgenin se¢imini
saglar ve tekrar eden ebeveyn tespitini yapar. Markore dayali seleksiyon yardimiyla F2
ve F3 basamaklarindaki genetik kaynak tam olarak bulunabildigi i¢in 1slah ¢alismalarinin

ileriki asamalarinda biiyiik kolayliklar saglamaktadir.

Markére dayali seleksiyon uygulamasi; hizli, glivenilir ve ekonomik olmasi 6zellikleriyle
birlikte ¢ekinik genlerin seleksiyonu, geriye melez 1slahi, gen piramitlerinin
olusturulmasi, erken seleksiyon, yabani gen kaynaklarindan gen transferleri, gen
izolasyonu ve klonlanmasinda kullanilarak klasik 1slah caligmalarinin etkinligini
arttirmaktadir.  Gelisen molekiiler markdr teknolojisi ve markor destekli seleksiyon
teknigi sayesinde bitki 1slah1 ¢calismalari daha etkili bir sekilde uygulanabilecek ve klasik

1slaha gore ¢ok daha hizli ve basarili sonuglar elde edilecektir.
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2.7 Asmalarda Hastaliklara Kars1 Dayanmkhlik Islah

Lodhi vd. (1995), asma genom biiyiikliigiiniin tespiti i¢in ilk genetik haritay1 gelistirmis
ve asma genom biiyiikliigiinii 475 Mb olarak bulmustur. Bu ¢alisma sonucunda 1slah
uygulamalar farkli bir boyut kazanmistir. Kiilleme ve mildiyé hastaliklarinin genetik
karakterizasyonun belirlenmesi ve hastaliklara dayanikli ¢esit gelistirme ¢alismalari hiz

kazanmastir.

Horizon ve Illinois 547-1 isimli iki melez hibritinde RAPD primerlerinden yararlanarak,
Ye vd. (1995) kiilleme enfeksiyonuna karsi direng haritasi olusturmuslardir. Haritada,
ortaya ¢ikan F1 popiilasyonunda incelenen 327 RAPD primerinden 90 adedi ve 504 adet
skorlanabilen ve acilim gerceklestiren DNA parcalari kullanilmistir. Analiz edilen
bireylerde arazi gézlemlerinin sonucunda dayanikli 547-1 ¢esidinde 10 numarali baglanti

grubunda bir alanin kiillemeye direnci saglayan QTL tasidig: bildirilmektedir.

Dalbo (1998), kiilleme ve siyah ciiriikliik hastaliklarina dayanimin kalitimint ¢aligmak
icin Horizon x Illinois 547-1 popiilasyonunu kullanmistir. Her iki ebeveyne ait genetik
haritalar ¢ikarilmis ve 20 adet baglant1 grubu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda bir

adet SCAR markdr kiilleme hastaligina dayaniklilikla iliskili olarak belirlenmistir.

Dayanikli ¢esit “’Regent’’ ile hassas ¢esit *’Lemberger’” melezlemesi sonucu sectikleri
47 bireyde genom haritas1 olusturmak icin RAPD markdrlerini uygulayan Buck ve

Zyprian (2000) 11 baglant1 grubu elde etmislerdir.

Kozma (2000), Vitis amurensis hibritleri, Vitis vinifera gesitleri ve Franko Amerikan
hibritlerinin kullanildig1 bir galismada, fungal hastaliklara dayanimi arastirmistir. Franko-
Amerikan hibritleri ile Dogu Asya V. amurensis hibritlerinin dayanim islah1 ¢aligmalari
icin iyi bir kaynak olabilecegi arastirici tarafindan belirtilmistir. Dogal ve yapay
astlamanin yapildig1 caligmada, kiilleme ve mildiydye dayanimin dominant karakterde

oldugu tespit edilmistir. Dayanim derecesi ebeveynin genetik kaynagina gore degismistir.
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Reisch (2001), kiillemeye kars1 Horizon (hassas) ve Vitis rupestris x Vitis cinerea melezi
Illinois 547-1 (dayanikli) bireylerin melezlerinden olusturdugu popiilasyondan kiillemeye

dayanikli lokus saptamustir.

Kiilleme ve siyah ciiriikliik hastaliklarina dayanikliligi ¢alismak i¢in Horizon (hassas) ve
Vitis rupestris x Vitis cinerea melezi Illinois 547-1 (dayanikli) popiilasyonunu kullanan
Dalbo vd. (2001), RAPD primerlerine ek olarak 30 mikrosatellit ve 4 STS markorii
kullanarak 10 adet baglant1 baglant1 grubu belirlemistir.

Pauquet vd. (2001), AFLP markorlerini kullanarak yaptiklari ¢alismada, Cabernet
Sauvignon ¢esidini hassas kontrol ¢esit olarak kullanmigslardir. 157 bireyden olusan BC5
populasyonu iizerinde 13 AFLP markorii 22 adet Runl tastyan genotip ile 16 duyarh
genotip tizerinde ileri diizeyde arastirmislardir. 3 markor sadece dayanikli genotiplerde

bulunmustur.

Roberts (2002), bitkilerin hastaliklara ve zararlilara dayaniklilik durumunun disiik, orta
ve yiiksek seviyede meydana geldigini bildirmektedir. Bitki yiiksek seviyede direncli ise
hastalik etmeni pasif kalmakta, orta veya yiiksek seviyedeyse hastalik etmeni aktif hale
gelmektedir. Hastaliklara direng gosterme monogenik, oligogenik ve poligenik

gerceklesmektedir.

Donald vd. (2002), tarafindan yapilan ¢alismada RFLP ve AFLP markorleri Run-1
lokusuna baglant1 agisindan taranmigstir. Markdrlerden 3 tanesinin sadece dayanikli
genotiplerde bulunmasi kiillemeye dayanikli asma ¢esitlerinin markore dayali

seleksiyonuna olanak saglayabilecegi bildirilmistir.

SSR ve RAPD markorlerini kullanarak 70 bireylik Welschriesling x Sirius melez
popiilasyonunun kiilleme ve mildiyoye dayanikliligini arastiran Regner vd. (2003), 7

RAPD markoriiniin kiillemeye dayaniklilikla baglantisini1 nemli bulmuslardir.
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Zyprian vd. (2003), fungusa dayanikli Gf.Ga-47-42 ve Villard blanc melezlenmesi
sonucu elde ettikleri bireylerde yaptiklar1 kiilleme ve mildiydye karsi dayaniklilik
analizinde elde ettikleri haritanin daha once kullandiklar1 Regent x Lemberger
popiilasyonuna ait harita kadar olumlu bulmamislar ancak fenotipik karakterlere ait
QTL’lerin genetik bolgelerinin korelasyonu caligmasinda kullanilabilecegi goriisiinii

bildirmiglerdir.

Madini vd. (2003), V. vinifera ve V. riparia Michx.’a ait hastalia dayanim ve kalite
amacgh yaptiklar1 350 AFLP ve mikrosatellit markorlii 1slah ¢aligmalarinda her iki

haritada dayanikli lokus tespit etmislerdir.

Zyprian vd. (2005), Gf.Ga.47-42 x Villard blanc melezlemesinden elde edilen
poplilasyonda fungal hastaliklara dayaniklilik {izerine ¢aligmalar yapmislardir. Calisma
sonucunda elde edilen sonuglari Regent ¢esidinin dayanikliligi ile karsilastirmislar ve

Regent’te bulunan kiilleme hastaligina dayaniklilik markorlerini tespit etmislerdir.

Barker vd. (2005), asmalarda, tek baskin gen olarak Muscadinia rotundifolia’da bulunan
ve kiillemeyi kontrol eden dayanikli Run 1 geninin BAC analizi kullanarak genetik
haritalamasin1 yapmistir. Run 1 genetik markorler yardimiyla geri melezleme yontemiyle

belirlenmistir.

Italia x Mercan popiilasyonundaki bireylerde 300 RAPD primeri yardimiyla kiillemeye
dayanim Yasa (2005) tarafindan arastirilmistir ve diisiik oranda (%37) polimorfizm
ortaya ¢ikmastir.

Molnar vd. (2007), markore dayali seleksiyon yontemi ile melezleme popiilasyonu

icinden kiilleme hastaligina direncli bireyleri belirlemislerdir.

Akkurt vd. (2007), Regent x Lemberger popiilasyonunu kullanarak mildiydye dayanim
ile ilgili 7 RAPD markdriinden SCAR markor elde etmislerdir. Kiillemeye dayanim ile
ilgili SCORA7-760 ve ScORN3 SCAR markdrlerinden sadece direngli genotiplerde
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bulundugunu tespit etmislerdir. Elde edilen markorlerin  farklt  melezleme
popiilasyonlarinda ve Vitis tiirlerinde ayni sonucu verdigi belirlenerek bu markdrlerin
markdre dayalt seleksiyon yoOntemiyle kiillemeye dayaniklilik ¢alismalarinda

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Hoffmann (2008), Kismish vatkana (dayanikli) x Nimrang (hassas) popiilasyonundan
elde edilen bireylerde Ren1 bolgesi ile ilgili bazi markorleri tespit etmisler ve hastaliklara
direngli ve hassas bireylerde hypal gelisimiyle birlikte konidiospor yogunlugu farkini

belirlemislerdir.

Kozma vd. (2009), Kismish vatkana hibritleri BC3 ve BC4 ile V. amurensis x V. Vinifera
hibritleriyle kiillemeye direngli ¢esit ortaya ¢ikarmistir. BC5 bireylerinde direncli genler
ortaya ¢ikmistir.

Katula-Debreceni vd. (2010), kiillemeye dayanim ile ilgili Muscadinia rotundifolia x
Vitis vinifera BC4 kaynakli Runl ve V. vinifera orjinli Kismish vatkana kaynakli Renl
markdrlerinin, markore dayali seleksiyonda kullaniminit calismiglardir. Kiillemeye
direncli 441 bitki i¢inden %35’inin bu genleri tasidigi tespit edilmistir. Calisma
sonucunda markore dayali seleksiyonun farkli gen bolgelerinden bireylerin segiminde en

cabuk yontem oldugu goriilmiistiir.

Riaz vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Vitis cinsine ait 5 farkli popiilasyon tizerinde
kiillemeye dayanikliligin haritalamasi iizerine ¢alismislardir. Popiilasyonlardan dordi M.
rotundifolia’ya ait melez bireylerden, kalan bir popiilasyon ise V. romanetii’ye ait 42
melez bireyden meydana gelmistir. ilk popiilasyonda 97 melez 137 SSR markér ile
taranmistir. Kiilleme ve mildiy6 ile ilgili oldugunu bilinen 7 kromozoma bu ¢aligmada
bakilmistir. Gen haritalama ve QTL analizlerinde farkli kromozomlarda direncli lokuslar
belirlenmistir. 18. kromozom fiizerinde bulunan Run 2.1, Run 2.2 ve Ren 4, hastaliklara
direncli bolgeler olarak tespit edilmistir. Bu haritalama c¢alismalar kiillemeye direng
geninin farkli genetik yapiya sahip bireylerde 18. kromozom iizerinde yer aldigini
gostermektedir. 12. kromozomda bulunan Runl’in 18. kromozomda bulunan Run2

lokusunu kontrol eden bolge ile ayni olup olmadiginin yapilacak ¢aligsmalarla incelenmesi

17



gerektigi Dbelirtilmistir. Kiilleme ve mildiydye dayaniklilik saglayan bdlgelerin
birbirleriyle baglantili olup olmadiklarini V. romanetii tiirlerine ait bireylerde

arastirilmasi onerilmistir.

Gaforio vd. (2011), tarafindan yiiriitiilen V. vinifera’ya ait 159 yerli Ispanyol ve yabanc1
¢esidin kiillemeye hassasligi ile ilgili yapilan bir calismada dogal sartlarda yapraklardaki
ve salkimlardaki hastalik degerlendirilmistir. Bu ¢esitlerin 35 tanesinin ¢ok hassas oldugu
tespit edilirken 83 tanesinin 6zellikle salkimlarda yiiksek ve ¢ok yiiksek arasinda degisen
dayanimini gostermislerdir. Bu sonuglar V. vinifera’ya ait gesitlerde de dayanimdan

sorumlu lokuslarin olabilecegini gostermistir.

Runl1 pozitif olan kiillemeye direngli 113 V. rotundifolia melezinde hastaligin gidisatini
arastiran Cadle-Davidson (2011), hastalik siddetinin Runl negatif olan asmalarda daha
az oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle Runl pozitif olan bireylerde hastalik hi¢ belirti

gostermezken, odunlagmis yillik siirgiinlerde bazi hasarli bolgeler tespit edilmistir.

Ulkemizde asma hastaliklarma dayamklilik 1slahi konusunda 1990 yilinda kiilleme
hastaligina direngli gesit gelistirme galismalar1 baglatilmistir. Usumi, Cardinal ve Amasya
beyazi isimli {i¢ ilizim ¢esidi Karadeniz bolgesinde yetistirilen ve mildiyd hastaligina
dayanikli oldugu kabul edilen V. labrusca kan1 tasiyan bazi tiziim ¢esitleriyle geleneksel
teknikler kullanilarak melezlenmis ve bdylece hastaliklara degisik diizeylerde dayanikli
cesitler olusturulmaya calisilmistir. Ozer Karasi isimli iiziim cesidi dayamkli olarak

belirlenmistir (Ozer vd. 2012).

Barba vd. (2013), V. rupestris B38 ve V. vinifera ‘Chardonnay’in kiillemeye karsi
tepkilerini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda 11 SNP kullanilarak V. rupestris’te

dayaniklilik bolgesinin 7. kromozomda bulundugu tespit edilmistir.

Zyprian vd. (2016), islah c¢aligmalarinda istenilen karakterlerin niceliksel ozellik
lokuslarma (QTL) bagli molekiiler markorlerle etiketlenmesi gerektigini belirttikleri
caligmalarinda, GF.GA-47-42 (“’Bacchus’® x “’Seyval’’) x “Villard blanc”
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melezlemesine ait bireylerde mildiy6é ve kiilleme hastaliklarina dayaniklilik ile iligkili
genetik haritalama ve QTL analiziyle ilgili bulgularini paylasmiglardir. 151 birey, SSR
ve SNP markoérler ile analiz edilmistir. Arazide ve kontrollii kosullarda yetistirilen
bitkilerde gozlenen fenotipik varyasyonlara dayanan QTL analizleri igin 543 lokustan
olusan bir harita taranmigtir. 18. kromozomda mildiydye dayaniklilik ile iliskili major bir
lokus tespit edilmistir. Kiilleme dayaniklilik ile iliskili 15. kromozomda bir lokus
tamimlanmistir. 15 kromozomda tanimlanan bu lokus, 2003 ve 2004 yillarinda 18.
kromozomda tanimlanan lokus ile yerleri degistirilmistir. Daha sonra, her iki lokus
birlikte calismistir. Ilave olarak, iiziimiin olgunlasmasinda ¢ok énemli bir satha olan ben
diisme baslangicini etkileyen genomik faktorler de arastirilmistir. Ben diisme ile iligkili
16 numarali kromozomda, 18 nolu kromozomdaki bir minér QTL ile de desteklenen bir
biiylik QTL lokusu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, mevcut iklim kosullarina adapte
edilmis, hastaliklara dayanikli {iziim 1slahi ile ilgili QTL baglantili yeni markorler

hakkinda faydali bilgiler sunulmaktadir.

Agurto vd. (2017), 1slah ¢alismalarinda farkli kaynaklardan ¢ok sayida dayanikli geni
kullanarak yapilan geri melezlemenin, bitki dayaniklilik mekanizmasini daha fazla
giiclendirmek i¢in major bir strateji oldugunu savunmuslardir. Bu sebeple hem RUN1
hem de REN1'i tagiyan P09-105/34' ii sirastyla Muscadinia rotundifolia ve Vitis vinifera
'‘Dzhandzhal Kara' ile melezleyip, Erysiphe necator'a karsi direng lokuslarinin gen
piramidi olusturulmustur. Dayanikli RUN1 ve RENI genotipleri markdre dayali
seleksiyon yardimiyla tanimlanmistir. Ortaya ¢ikan sonug, bu bitkilerde kiillemeye karsi
yuksek etkili direng mekanizmasinin varligini gostermistir. RUNTRENT1 asmalari, diisiik
mantari yap1 gelisimi ve az oranda nufiiz etmesiyle E. necator’a kars1 giiclii bir savunma
ortaya ¢ikarmistir. Bu dayanikli mekanizma, reaktif oksijen tiirlerini, bitki polisakkariti
y1gmini, programlanmis 6lii hiicre indiksiyonunu ve baslica VvST36 ve VVPENI1 gen
aktivasyonunu icermektedir. RUN1RENL1 bitkileri, E. necator a yiiksek direng ile birlikte
yeni sofralik iizim ¢esitleri olarak ¢ok iyi potansiyele sahiptir. Ayn1 zamanda asma
hastaliklarina kars1 diger direng kaynaklariyla gen piramidi olusturmaya devam etmek

icin asma 1slah programlarina dahil edilecek degerli gen kaynaklaridir.
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Atak vd. (2017), calismalarinda mildiy6 ve kiillemeye degisik oranda hassasiyet gosteren
farkl1 Vitis hibritleri ve genotiplerini 2 y1l boyunca degerlendirmislerdir. Ozellikle bazi
V. labrusca hibritleri ve genotipleri her iki enfeksiyona karsi da direngli olarak
bulunmustur. Tirlerarasi melezleme sonucunda ortaya ¢ikan bireyler ve V. vinifera
cesitleri daha hassas bulunmustur. Bundan sonraki 1slah ¢alismalarinda bu galismada
belirlenen dayanikli hatlarin ebeveyn olarak kullanimi ile c¢ok daha az pestisit
uygulamasiyla veya hig kullanilmadan ytiksek kalitede sofralik ¢esitlerin yetistirilmesinin

miimkiin olabilecegi belirtilmistir.

Welter vd. (2017), kiillemeye dayanikli donér tiirler olan Amerikan Vitis tiirlerini
pedigrisinde tasidigr i¢in dayamiklilik 6zelligi gosteren Regent ¢esidinin dayaniklilik
mekanizmasinmi belirlemek i¢in hassas V. vinifera cesitleri ile karsilastirmali olarak
transcriptom analizlerini gerceklestirmislerdir. On mikroarray hibritleme calismasi
sonrasi iliskili segilen bir dizi gen RT-qPCR ile arastirilmigtir. Veriler transkripsiyon
faktorleri; MYB15, WRKY75, WRKY33, WRKY7 ile etilen transkriprisyon faktorleri
ERF2 ve ERF5'in 6nemli bir roliinii gostermektedir. Bu genlerin yani sira, mantar
olusumu ile konakegi ile etkilesime basladiginda erken savunmay1 diizenleyen bir CZF1 /

ZFAR transkripsiyon faktori oldugu da gézlemlenmistir.

Yildirim vd. (2019), Tirkiye’nin yillik ortalama yagis1 2000-2500 mm olan Karadeniz
Bolgesinde yetistiriciligi yapilabilen farkli Vitis genotiplerinin kiilleme ve mildiydye
dayanikliligini, markore dayali seleksiyon ve paralelinde yapay inokiilasyonlar ile test
etmislerdir. Calismada farkli Vitis kaynaklarindan gelistirilen dayaniklilik lokuslari
(Runl, Rpvl, Renl, Rpv3, Ren3) ile iligkili 6 SSR ve 1 SCAR markorii markore dayali
seleksiyonda kullanilmistir. Genotiplerden sekizi mildiydye, yedisi kiillemeye ve dordii
ise her iki hastaliga da dayanikl olarak karakterize edilmistir. Markdre dayali seleksiyon
caligmalar1 yapay inokiilasyonlar ile birlikte degerlendirildiginde, Kofteci Uziimii ve

Giresun 3’tin en dayanikli genotipler oldugu tespit edilmistir.

Zini vd. (2019), daha az kimyasal girdi ile asma hastaliklarin1 yonetmek i¢in kiillemeye
dayanikli yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ve yayginlastiriimasinin siirdiiriilebilir bagcilik igin

onemli bir adim olmas1 amaciyla yiiriittiikleri ¢calismalarinda Vitis melezlerinin V. vinifera
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cesitleri ile melezlenmesinden meydana gelen 102 bireyden olusan bir koleksiyonu
incelemiglerdir. Literatiirde bugiine kadar mevcut olan 11 giivenilir mildiy6 direnci (R)
lokusunda ayrintili bir genetik karakterizasyon gerceklestirilmistir. Bulgular, tiim
bireylerden %39,2’sinin kiillemeye, %15,7’sinin mildiyoye karsi dayaniklilik lokusu
bulundurdugunu gostermistir. Dayaniklilik lokusu diizenlemesinin yaprak ve salkim
seviyesinde hastalik direng seviyesi ilizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in genetik
analiz, ilaglanmamis bir bagda hastalik semptomlarinin ti¢ yillik bir degerlendirmesiyle
birlestirilmistir. Genel olarak, sonuglar kuvvetli bir sekilde dayanikli lokus
piramitlemesinin genel hastalik direncini arttirmak anlamina gelmedigini, ancak ilk
durumu asan patojenler varliginda baska engelleri garanti ettigini gdstermektedir. Ayrica,
bu calisma, markore dayali seleksiyona yonelik yeni QTL tanimlamalari i¢in faydali yeni

mildiyo direng kaynaklarinin kesfedilmesine izin vermektedir.

2.8 Bagcilikta Markore Dayah Seleksiyon Yonteminin Mildiy6 Hastahgina Karsi
Dayanmikhilik Islahinda Kullanimi

Luo vd. (2001), bir Cin yabani asma tiirii olan V. ouinquangularis ile V. vinifera melez
kombinasyonunda mildiydye dayanikliligin kalittimini arastirmistir. Calisma sonucunda
1 adet SCAR markor gelistirilerek mildiyoye dayaniklilik ile siki baglantili oldugu
bildirilmistir.

Kiilleme enfeksiyonuna direnci iki hibritte [Muscadinia x V. vinifera BC4 x Franco -
American hibrit x V. vinifera x V. amurensis ve Muscadinia x V. vinifera BC4 x (V.
amurensis x V. vinifera) BC2] arayan Kozma ve Dula (2003), Muscadinia’dan gelen
kiilleme direncini tasiyan Runl geninin mildiyo direnci ile de ilgili oldugunu

belirlemislerdir ve daha fazla mildiydye direngli bireyler elde etmislerdir.

Merdinoglu vd. (2003), Muscadinia asmalarinda mildiyd enfeksiyonuna direngli geni
belirten markorler bulmak icin 151 RAPD, 13 ISSR ve 208 SSR primeri kullanmistir.
Dirence etkili 1 RAPD, 4 ISSR ve 8 SSR primeri tespit edilmistir.
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Marino vd. (2003), SSR ve AFLP markérleri ile yapraklarda mildiydye dayaniklilik ve
tanelerde aroma i¢in QTL analizini; Vitis muscatobianco x Vitis riparia melezlemesinden
elde edilen bireylerde gergeklestirmislerdir. Ana ebeveyn haritasinin 403 SSR ve AFLP
markdrleriyle 21 baglanti grubundan ve baba ebeveyn haritasinin 502 SSR ve AFLP

markorleriyle 20 baglant1 grubundan olustugu bildirilmistir.

Fischer vd. (2004), kullandiklar1 185 AFLP, 137 RAPD, 85 SSR ve 22 SCAR markorleri
ile 153 bireyi fungal enfeksiyonlara direng karakteriyle karsilastirmis ve kiilleme igin 1,

mildiy6 igin daha fazla lokus tespit etmislerdir.

Wiedmann vd. (2006), iki adet SSR markoriin (VMC8g9, VMCIg3.2) mildiyo
dayaniklilik geni Rpvl ile baglantili oldugunu ve markdre dayali seleksiyon igin

kullanilabilir oldugunu belirlemislerdir.

Regent (dayanikli) x Lemberger (hassas) melezlemesi ile olusturulan genetik haritay: 112
adet yeni SSR markortiyle gelistiren Welter vd. (2007), bu haritada kiilleme ve mildiydye
dayanim 1ile ilgili iki adet QTL bolgesi tespit etmislerdir. Mildiydye dayanim ile ilgili 1
adet QTL bolgesi Rpv3 olarak adlandirilmistir.

Bellin vd. (2009), Chardonnay x Bianca melezinden olusan gen haritasinda Bianca’dan
kaynakli ve mildiy6 ile iligkili biiyiik bir QTL belirlemislerdir. 18. kromozomda Regent
ile ayn1 bolgedeki bu lokus Rpv3 olarak degerlendirilmis ve Rpv3 QTL bdlgesinin
UDV305 ve VMC7F2 markorleri arasinda yer aldigini agiklamiglardar.

Marguerit vd. (2009), Cabarnet Sauvignon (Vitis vinifera) ve Vitis riparia Gloire de
Montpellier melezlemesinden elde ettigi 138 bireyde 199 SSR, 11 SSCP ve 2 morfololik
markori kullanmigtir. Mildiy6 enfeksiyonuna direng ile iligkili 2 baglant1 grubu (baglanti

grubu 9 ve baglant1 grubu 12) tespit etmislerdir.

Moreira vd. (2011), duyarl Vitis vinifera ¢esidi Moscato Bianco ve dayanikli Vitis riparia
melezlerinden 174 bireyli Populasyonl ve VRH3082 1-42 ve SK77 5/3 melezlemesinden
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elde edilen 94 bireyli Populasyon2’yi, mildiyo enfeksiyonuna direng ile iliskili gen
haritas1 meydana getirmek ve QTL haritalarinin olusturulmasi ig¢in kullanmistir. Her iki
popiilasyon i¢in de farkli baglanti gruplarinda mildiy6é dayanimu ile iliskili QTL ler tespit

edilmistir.

Blasi vd. (2011), mildiydye direngli V. amurensis’in genetik haritasini (232 SSR) ve (7
RGA) markorleri kullanarak ortaya ¢ikarmislardir. Arastiricilar 14. kromozom iizerinde

Rpv8 lokusunu belirlemistir.

Di Gaspero vd. (2012), Rpv3 dayaniklilik lokusu ile ilgili iki adet SSR markoriin
(UDV305 ve UDV737) hastaliklara dayaniklilik 1slahinda ebeveyn olarak kullanilan
dayanikli hatlardaki allellik dagilimlarini arastirmiglardir. Islah hatlarinda UDV305’in
299 bp biiyiikliikteki alleli ile UDV737’nin 279 bp biiyiikliigiindeki allelini mildiydye
dayaniklilikla iligkili QTL bolgesinden tespit edilen Rpv3 geni ile baglantili bulmuslardir.

Schwander vd. (2012), mildiyd enfeksiyonuna direngli Rpv10 lokusunu ilk defa
tanimlamislardir. Mildiydye yiiksek direng gosteren Gf. Ga-52-42 c¢esidi (Bacchus x
Villard Blanc) Almanya’da Geilweilerhof Islah Enstitiisii’nde 1slah edilmistir. Solaris
cesidi ise Almanya’nin ticari cesitlerinden 1slah edildigi ve mildiydye direncgli oldugu
bilinmektedir (Merzling x Geisenheim 6493). Gf.Ga 52-42 x Solaris melezlemesinden
265 birey elde edilmistir. Melez F1 bitkileri kullanilarak olusturulan genetik haritada
mildiydye dayanim ile iliskili 2 kuvvetli baglant1 grubu (LGs) 18 ve 09 ortaya ¢ikmaistir.
LG 18’deki dayanikli gen bolgesinin Rpv3 oldugu ve bu bolgenin Gf.Ga-52-42’den
aktarildigi bildirilmistir. Solaris’in dayaniklilik bolgesi ise LG09’a aktarilmistir. Bu
mildiydye diren¢ lokusunun adi Rpv10 olarak belirtilmistir. Arastirmada Rpv10
lokusunun dayanimi tartisilmistir. Calismada konusu gegen LG 05 baglanti grubundaki
Rpvll lokusunun mildiyd igin 1slah arastirmalarinda kullanilmasi tavsiye
edilmemektedir. Bu sebeple markore dayali seleksiyon yonteminin farkli gen
bolgelerinde yeni direngli cesitlerin gelistirilmesi i¢in 1iyi bir yontem oldugu

belirtilmektedir.

23



Gaforio vd. (2015), mildiydye dayanikliliklarmi belirlemek igin Ispanya’nin farkli
bolgelerinden V. vinifera cesitlerini toplanmustir. Ispanya’nin nemli bdlgelerinden
topladig1 baz1 ¢esitlerden baska, genellikle V. vinifera’nin hassas ¢esitlerini toplamustir.
Bu cesitler diger bolgelerden toplananlara goére daha iyi dayaniklilik gostermislerdir.
Calismada, Karadeniz bolgesinde yetisen bazi V. labrusca genotipleri ve Amerika’da
nemli bolgelerde yetisen melez ¢esitlerin, mildiy6 ve kiilleme hastaliklarina V. vinifera

cesitlerinden daha dayanikli oldugu goriilmiistiir.

Bove vd. (2016), mildiyoye karsi dayanikli ¢esitlerin kullanimui ile fungusit ilaglarinin
kullanimini azaltmak i¢in Muscadinia ve Amerikan Vitis gesitlerinden gelen Rpv3, Rpv4,
Rpv10, Rpvll ve Rpvl2 dayaniklilik genlerinin 16 asma genotipinde analizlerini
yapmislardir. Mildiyd semptomlarini gosteren inokiilasyon alanlarinin yiizdesi, hastalik
ilerlemesi egrisinin altindaki alan, inkiibasyon uzunlugu, gecikme siiresi, mildiy6 lezyonu
birimi basina iiretilen spor kesesi, duyarli ¢esitler tizerine yeniden asilama ile iiretilen spor
kesesinin enfeksiyon seviyesi, bulasicilik dayaniklilik bilesenleri yaprak yiizeyleri
lizerinde yapay asilama ile ¢calismada degerlendirilmistir. 2014 ve 2015 yillarinda siirme,
ciceklenme ve meyve donemlerinde toplanan geng¢ yapraklardan ornekler alinmistir.
Yukarida saydigimiz direng bilesenleri, farkli genotiplerde ve farkli biiyiime
asamalarinda analiz edilmis ve referans olarak alinan V. vinifera ¢esidine gore 6nemli
farkliliklar tespit edilmistir. Calismadan elde edilen veriler direngli genotiplerde

enfeksiyon ilerlemesini tahmin edebilen bir mildiyd modeli i¢in kullanilmistir.

Kosev vd. (2017), Rpv3, Rpv10 ve Rpv12 lokuslariyla baglantili dayaniklilik ile iliskili
alellerin varliginin yani sira, genetik kimlikleri belirlemek amaciyla DNA markoérlerin
vasitasiyla tiirler aras1 melezlemeyle elde edilen 18 yeni gelistirilmis asma ¢esidini analiz
etmislerdir. Arastirilan gesitlerin mildiydye karsi dayaniklilik seviyeleri yaprak yiizey
analizi ile degerlendirilmistir ve OIV tanimlayicis1 452’ye gore puanlanmigtir.
Bulgaristan’in farkli bolgelerinden toplanan Plasmopara viticola’nin 7 izolati, 7 DNA
markorii ile karakterize edilip ayristirildiktan sonra deneylerde kullanilmistir. Varyans
analizi, analiz edilen cesitler arasinda mildiydye kars1 direng agisindan 6nemli farkliliklar
gostermistir. Belirli Rpv’lerin varlig ile direng seviyesi arasinda net bir korelasyon

belirlenmistir. 5 ¢esit, Rpv3 ve Rpv12 bulunduran Droujba’, ‘Garant’ ve ‘Plevenskarosa’,
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Rpv12 bulunduran ‘Kajlashkirubin’, Rpv 10 ve Rpv3 bulunduran ‘Slava’, tim P. viticola
izolatlar1 tizerinde 6.5 ila 8.25 arasinda degisen ortalama OIV452 degerleri ile yiiksek
direng seviyesi gostermistir. Villard Blanc ¢esidinden aktarilan sadece Rpv3'i gen
bolgesini tasiyan 14 gesidin direng seviyesi, kullanilan tiim P. Viticola izolatlarinda
ortalama OIV452 degerleri 1.75 ve 4.8 arasinda olan izolatlar arasinda 6nemli dlciide
degistigi gozlemlenmistir. Bu calismada elde edilen sonuglar, mildiydye karsi yiiksek
direng gosteren liziim ve sarap Kalitesi ¢ok iyi bes genotipi ortaya g¢ikarmistir. Bu
cesitlerin, markore dayali seleksiyon yoluyla yapilan calismalarda dayaniklilikla ilgili gen

piramitleri i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir.

Foria vd. (2018) c¢alismalarinda, 76 ¢esidin mildiydye karst direng seviyesini
degerlendirmek amaciyla dort yil boyunca ortak bir deneme yiiriitmislerdir. Tim
cesitler, doku olimii ile baglantili destekleyici bagisiklik etkisi gostermistir. 1-9
Olgeginde, yaprak dayanikliligi i¢in OIV452 degerleri, kontrol vinifera gesitlerinde
ortalama 3.2, dayanikli ¢esitlerde ortalama 7.1 olarak goriilmistiir. Genotip, yil
etkilesimleri direng seviyesini 6nemli Ol¢iide etkilemistir. Baz1 direncgli genotipler, uzun
yil ortalamalarinda OlV452 skalasinda yiiksek ortalama deger ve diisiik varyans degeri
gostermigstir. Diger direngli genotipler daha diisiik ortalama OIV452 ve daha yiiksek
varyans gostermistir. Rpv3 ile baglantili tepkiler yerli genetik kaynaklarda daha giiglii
olmustur. Son jenerasyon melezlemelerde bu tepkilerin zayiflama egilimli oldugu

goriilmiistiir.

Saifert vd. (2018), ¢alismalarinda, asmadaki Rpvl ve Rpv3.1 direng lokuslarini gen
piramitlemede kullanmak i¢in markére dayali seleksiyon yontemini uygulamis ve
Brezilya mildiy0 izolatlarina karsi verdikleri direnci degerlendirmeyi hedeflemislerdir.
Iki direng lokusu igin segilen 23 bitki popiilasyonu, Gf 2000-305-122 ve Gf.Ga-52-42
genotiplerinin melezlenmesinden elde edilmistir. Popiilasyon, dort mikrosatellit markdrii
ile genotiplenmistir ve yaprak diskli biyo-analiz kullanilarak P. viticola'ya direng igin
fenotiplenmistir. Rpv1 ve Rpv3.1 piramitli lokuslar1 igeren alt1 bitki, molekiiler analiz ile
tanimlanmistir. Rpvl + Rpv3.1, Rpv3.1 ve Rpvl lokuslarini barindiran bitkiler, yaprak
diski basma sirasiyla 12.8, 30.0 ve 33.1 sporangiophores gostermistir. Diren¢ lokusu

olmayan bitkiler yogun bir spor c¢ogalimi gostermistir. Iki piramitli lokusun
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ekspresyonunun fenotipik analizinde, en yiiksek direng seviyesini gosteren dort bitki,
yalnizca ortalama 1.8 sporangiophores degeri gostermistir. P. viticola'ya olan direncin
arttigin1 dogrulayan Rpv1 ve Rpv3.1 lokuslarinin piramitlenmesi ile yiiksek verimli bir
yontem gelistirilmistir. Segilen kaliteli genetik materyaller, Brezilya'da asma 1slahi

caligmalari i¢in yliksek potansiyel gostermektedir.

Eisenmann vd. (2019), mildiydye dayaniklilik i¢in 1slah edilen gogu gesitin, Rpv3 lokusu
araciligiyla dayanim gosterdigini, bununla birlikte, bu lokusun yogun kullanimina
ragmen, Rpv3 araciligiyla saglanan dayaniklilik mekanizmasinin az bilindigini
belirtmislerdir. Caligmalarinda, Rpv3 araciligiyla olusan savunma tepkilerini, iki farkli P.
viticola izolati vasitasiyla aviRpv3* ve avrRpv3- ile asilama sonrasinda Rpv3* ve Rpv3~
asma kiiltiirlerinde arastirmislardir. Karsilastirmali mikroskobik, metabolomik ve
transkriptomik analizlere dayanarak sonuglar, Rpv3-1 direncinin, fungitoksikstilbenler ve
programlanmis hiicre o6limii (PCD) sentezini tetikleyen ancak azaltilan fakat
baskilanmamis patojen biiyiimesi ile sonu¢lanan savunma sistemi ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Rpv3-1’in savunma tepkisi sirasinda dnemli 6l¢iide yukar regiile edilen
genlerin kodlanmis protein dizisinin islevsel agiklamasi, patojen tanima, sinyal iletimi ve
savunma tepkilerinde varsayilan rolleri ortaya ¢ikarmistir. Calismada, Rpv3-1’in direng
tepkisinin altinda yatan mekanizmay1 arastirmak icin Rpv3 + ve avirulent ve viriilent P.
viticola izolatlar1 ile asilanmis duyarli ¢esitlerin histokimyasal, transkriptomik ve
metabolomik analizlerini kullanmiglardir. Stilben biyosentezi ile iligkili genlerin
ifadeleri, mantar-toksik stilbenlerin birikimi, patojen biiyiime inhibisyonu ve PCD

arasinda giiclii bir iliski oldugu gostermistir.

Vezzulli vd. (2019) calismalarinda, “Merzling” (orta direngli g¢esit) ve “Teroldego”
(hassas bir ¢esit) melezlemesinden 136 F1 birey ile genetik, fenotipik ve gen ekspresyon
verilerini, mildiyoniin genetik temelini aydinlatmak icin birlestirerek karakterize
etmiglerdir. 192 mikrosatellit markorii ile daha iyi bir baglanti haritasi elde edilmistir.
Bireyler, mildiy6 direnci ve 42 polifenol iiretimi icin taranmistir. QTL haritalamasi,
mildiy6d direncinin Rpv3-3 spesifik haplotip ile iliskili oldugunu ve 30 fenolikle ilgili
parametreye bagli 46 yeni metabolik QTL tanimladigini gostermistir. En uygun 95 aday

genin bir listesi, stilbenoid ile iligkili QTL'lerin spesifik olarak arastirilmasiyla
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tiretilmistir. Rpv3-3 +/— genotiplerindeki 11 genin mildiy6 direng seviyesi ve stilbenoid
birikiminde esitsizlik gosteren ekspresyon analizi, stilbenoidbiyosentezi ve
oligomerizasyonunun genetik kontrolii i¢in 6énemli yeni adaylar ortaya ¢ikarmistir. Bu
bulgular, mildiy6 direncinin biiylik Rpv3-3 haplotip ve stilbenoid indiiksiyonuna aracilik

ettigini vurgulamistir.

Shidfar vd. (2019), yeni bir F1 popiilasyonu elde etmek ve markore dayali seleksiyon
yardimiyla kiilleme ve mildiyé enfeksiyonlarina dayanikli hibritleri tespit etmek igin
arastirma yapmiglardir. Dayanikli ‘Regent’ ve hassas ‘Bogazkere’ c¢esitleri hibrit
popiilasyonu elde etmek i¢in kullanilmistir. Ug gen bolgesine ait alt1 markériin tamam
DNA temelli seleksiyonda yer almistir. Dayanikli olarak tespit edilen Rpv3 ve Ren3
lokusundaki 4 adet SSR (UDV15, VMCNG2f12, VMC7F2 ve UDV305) ve 2 adet SCAR
(SCORNA7-760 ve SCORN3-R) markorleri bu seleksiyonda kullanilmistir. Calisma
sonucunda, mildiy6 ve kiillemeye dayanikli, tolere ve hassas genotipler tespit edilmistir.
Ozellikle 16 adet genotip gelecekteki 1slah programlarinda kullanilmak iizere kiillemeye

dayanikli olarak kayda ge¢mistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak, iilkemizde ve yurtdisinda istiin sofralik ozellikleri
nedeniyle yaygin olarak iiretilen sofralik Alphonse Lavalle¢ ¢esidi ile mildiy6 hastalifina
dayanikli saraplik Regent gesitleri ve bunlarin melezlenmesi sonucu elde edilen toplam

881 adet F1 genotip kullanilmistir.

‘Regent’ liziim ¢esidi; 1967 yilinda Diana (Silvaner x Miiller-Thurgau) x Chambourcin
cesitleri arasinda Almanya’da yapilan melezleme sonrasi elde edilen siyah renkli ve
cekirdekli saraplik bir iiziim ¢esididir. Kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina iyi derecede,
kursuni kiif hastaligina orta-iyi derecede dayanikli bir cesittir. Kis soguklarina karsi
dayanimi da yiiksektir. Hastaliklara dayanikli olusu ilaglama masraflarini yaklagik %60-
80 oraninda azaltmaktadir. Asmalarinin gelisimi orta diizeyde olan orta-erkenci donemde
olgunlasan bir {iziim ¢esididir. Orta biiyiikliikteki salkimlar tizerindeki taneler kiigtik ile
orta biiylikliik arasindadir. ‘Regent’ ¢esidi ticari kullanim amaciyla 1996 yilinda tescil
edilmistir (Uzun vd. 2018).

‘Alphonse Lavalle¢’ gesidi iilkemizde ve diinyada son yillarda en ¢ok tercih edilen
kaliteli, ir1 taneli, ¢ekirdekli ve siyah renkli ticari degeri yliksek sofralik {iziim
cesitlerindendir. Salkimlar1 ve tanesi ¢ok iri, tane rengi morumsu siyahtir ve orta erken
donemde olgunlagir. Taneleri mantar hastaliklarima ve soguga karsi ¢ok hassastir.
Asmalarin verimi yiiksektir. Ulkemizde en yaygin yetistirilen cesitlerden biridir (Uzun
vd. 2018).

3.2 Yontem

Calismada, mildiyoye dayaniklilikla iliskili olarak, dayanikli ‘Regent’ cesidinden
kaynaklanan Rpv3 lokusu ile sik1 baglantili iki adet primer kullanilmistir. Markdre dayali

seleksiyon amagli kullanilan primerler Geilweilerhof Asma Islahi Enstitiisii’nde, asmanin
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yaymlanmig fiziksel haritasindan ilgili geni smirlayan aralikta gelistirilmis, SSR

primerleridir. Aragtirmada kullanilan primer bilgileri, gelistirildigi SSR motifleri ve asma

fiziksel haritasindaki pozisyonlari ¢izelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Rpv3 lokusunda kullanilan markdrler ile ilgili bilgiler

Lokus | Markér | 12X  Asma | SSR Forward Primer Reverse Primer Dayaniklili
Fiziksel motifi kla Tliskili
Haritasindak Allel
i Pozisyonu Buyukligi
(bp)
Rpv3 | GF18- | 25.923.000 | (AAG) | GGTCTCCTAG TCCCTTTTCCC 390
06 7 AAAGCCAAGC CTTGTTCTCG
AA
Rpv3 GF18- 26.896.795 | (AG)10 | GACAATAGCG | AGTTGGCTAAA 399
08 AGAGAGAATG | ACCCTAGAGGC
GG
DNA Izolasyonu:

Elde edilen F1 bitkilerinden, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in DNA izolasyonlari,
stirgiin ucundan itibaren 3. veya 4. yapraktan alinan 100 mg geng yaprak orneklerinde,

“QIAGEN DNA Izolasyon Kiti’*protokoliine gére gergeklestirilmistir.

Elde edilen DNA’lar PZR uygulamalarina kadar — 80 C’de derin dondurucu da muhafaza
edilmistir. DNA saflik ve miktarlari nanodrop ND 1000 spektrofotometre ile 6lgiilmiistiir.

F1 bitkilerine ait yaprak orneklerinden izole edilen DNA’lar, ¢izelge 3.1°de ayrintili
ozellikleri verilen primerler ile PZR ortaminda gogaltilarak, ¢ogaltim iirlinii bantlar elde
edilmistir (Biometra T-1 Thermocycler Biometra, Gottingen, Germany). Polimeraz

Zincir Reaksiyonu i¢in amplifikasyon kosullar1 ve reaksiyon kosullar1 asagidaki gibidir:
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Amplifikasyon Kosullart:
DNA: 20-100 mg

Primer Cifti: 20-50 pmol
dNTP: 200-500 mM

MgClz: 1,5 mM

DNA Polimeraz: 0,5-1,5 Unite
10X Bufer: 2,5 pl

Toplam Hacim: 25ul

Reaksiyon Kosullari:

4 dak. 94C
1 dak. 94C
1 dak. (PrimerinAnnealing Sicaklig1) 35 dongii
1 dak. 72C

6 dak. 72°C

SSR ile elde edilen PZR iiriinlerine ait fragment biiyiiklikkleri Fragment Analyser
(Advanced Analytical Technologies, Inc. IS, USA) cihaziyla belirlenmistir. PZR tirlinleri
Fragment Analyser ile pik goriintiileri olarak ayrildiktan sonra ProSize yazilimiyla

piklerdeki allel biiytikliikleri belirlenmistir.
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Fragment Analyser protokolii asagidaki gibi uygulanmistir:

1. 96’lik plate’in her bir kuyucuguna 22 pl Dilution Buffer konulmustur.

2. Her bir kuyucuga 2 pl 6rnek konulup Dilution Buffer’la karismasi i¢in santrifiij
edilmistir.

3. 45 pl Seperation Jel 4,5 pl boya ile karistirilip cihazin jel tiipline yiiklenmistir.

4. 80 ml ultra saf su, 20 ml Capillary Conditioning Soliisyon ile karistirilip cihaza
yerlestirilmistir.

5. 20 ml Inlet Buffer 80 ml ultra saf su ile karistirilip 96’lik plate igerisine her bir kuyucuk
1 ml olacak sekilde dagitilmistir ve Plate cihazin Inlet Buffer tepsisine yerlestirilmistir.

6. Markor soliisyonu 96 kuyucuklu markor plate igerisine 30 pl olarak dagitilmistir ve

tizerlerine 1’er damla mineral yag eklenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Arastirmada ana ebeveyn olarak kullanilan ‘Alphonse Lavalle¢’ ve baba ebeveyn
‘Regent’ cesidine ait GF 18- 06 primeri ile elde edilen allel biiytikliikleri ile melez
bitkilerde tespit edilen allel profilleri gizelge 4.1°de verilmistir. Rpv3 gen bolgesine sahip
dayanikli ebeveyn olan ‘Regent’ ¢esidinde 384-390 bp, ‘Alphonse Lavalleé¢’ c¢esidinde
396-406-421 bp allel biiytikliikleri belirlenmistir. Genetik testlemesi yapilan toplam 881

melez bitkiden 874 adedi GF 18-06 primeri ile amplifikasyon tiriinii bant vermistir.

Mildiyoye dayaniklilik gen lokusu Rpv3 ile siki iligkili allelleri tasiyan genotipler (390
bp) italik olarak isaretlenmistir. Markore dayali seleksiyon sonucunda 390 bp allele sahip
melez bitkiler dayanikli aday sinifinda degerlendirilmistir. Hassas ebeveyn olan
‘Alphonse Lavalleé’den gelen 396, 406 ve 421 bp allele sahip bireyler hassas bireyler
olarak siniflandirilmistir (Cizelge 4.1).

Markore dayali seleksiyon amagli kullanilan diger markér GF 18-08 primeri ile elde
edilen allel biiytikliikleri ¢izelge 4.1°de verilmistir. Genetik testlemesi yapilan toplam 848
melez bitkiden 844 adedi GF 18-08 primeri ile amplifikasyon {irlinii bant vermistir. GF
18-08 primeri ile mildiydye dayanikli baba ebeveyn ‘Regent’ 393-399 bp, hassas ana
ebeveyn Alphonse Lavale¢ 390-396-406-420 bp biyiikligiinde allelik dagilim
gostermistir ve melez bitkiler her iki ebeveynden gelen allel biiyiikliikleri dogrultusunda

bant vermislerdir.
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

MELEZ GF 18-06 PRIMERI ICIN GF 18-08 PRIMERI iCIN
NO ALLEL BUYUKLUKLERI | ALLEL BUYUKLUKLERIi
Regent 384-390 393-399
A. Lavalleé 396-406-421 390-396-406-420
1 390-421 390-399
2 390-421 383-399
3 396-406 390-396
4 390-406 393-399
5 384-396 406-406
6 396-406 406-406
7 384-390-396 393-399
8 390-396 393-399
9 - 406-406
10 396-396 406-406
11 396-406 390-396
13 396-406 393-406
14 390-396-406 390-399
15 384-396 406-420
16 396-406 393-406
18 384-390 399-406
19 406-421 406-420
20 384-396 406-420
21 384-396 406-420
22 384-396 406-420
23 396-406 393-393
24 396-406 393-393
25 406-406 406-406
26 384-396 406-420
27 384-390 399-406
28 384-390 399-406
29 396-406 390-406
30 - 406-406
31 396-406 406-420
32 396-406 406-420
33 396-406 406-420
34 396-406-421 393-393
35 384-396 393-406
36 384-396 390-390
37 384-390 399-420
38 - 393-406
39 390-421 399-406
40 406-421 393-406-420
41 396-396 393-393
42 384-396 406-420
43 406-421 393-420
44 406-421 393-406
45 396-406 406-420
46 384-396 406-420
47 396-406 390-396
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

48 384-396 406-406
49 396-406 393-406
50 384-396 406-420
51 384-406 406-420
52 390-396 399-420
53 381-384-396 393-406
54 396-421 406-420
55 406-421 393-406
56 390-390 399-399
57 396-406-421 393-406
58 384-406 393-406
60 390-396 393-399
61 406-421 393-406
62 384-390-396 393-406
63 396-406 393-406
64 390-396 393-393
65 396-406 393-406
66 384-396 406-406
67 406-421 406-406
68 384-390 399-420
69 384-396-406 406-420
70 384-396 406-420
71 396-396 -

73 384-396 406-420
74 396-406-421 -

75 396-406 406-420
76 406-421 406-420
77 396-406 406-420
78 384-396-406 406-420
79 384-396 406-420
80 390-421 399-420
81 384-390-396 399-406
82 384-390-396 406-420
83 384-396-421 406-420
84 384-396 406-420
85 384-396 406-406
86 384-396 393-406
87 384-390-396 393-406
88 406-421 406-406
89 390-396 399-420
90 396-406 396-406
91 396-406 406-406
92 396-406 393-406
93 396-406 393-396
94 406-406 -

95 406-421 406-420
96 406-421 406-406
97 396-406 406-420
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

98 390-396 399-420
99 384-396 406-420
100 384-390-396 399-420
101 384-396 406-420
102 384-396 406-420
103 384-396 406-420
104 390-421 399-420
105 384-390 399-399
106 396-406 393-406
108 390-396-406 406-420
109 384-396 406-420
110 396-406 406-420
111 406-421 406-406
112 406-421 393-406
113 396-406 396-393
114 406-421 406-420
115 396-406 -
116 384-396 393-406
119 396-406 393-406-420
120 390-390 393-399
121 396-406-421 406-420
122 396-406-421 390-406
124 396-396 393-406
125 396-406 406-406
126 384-390 399-420
127 384-396 393-420
128 396-406 406-420
129 396-406 396-406-420
130 384-396 393-406
131 413-416 406-420
132 384-390 399-399
133 396-406 393-396
134 396-406 393-406-420
135 406-421 406-420
136 396-406-421 406-406
137 396-406 390-396
139 384-390-406 406-406
140 384-421 399-399
141 406-421 393-406
142 384-384 406-420
143 396-406 406-420
144 384-396 406-420
145 396-421 390-396
146 396-406 390-393
147 396-421 393-406
148 390-396 393-399
149 384-390 393-399
150 384-396 406-420
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
151 396-406 390-396
152 384-396 393-420
153 396-413 406-420
154 396-406 406-420
155 384-396 406-420
156 396-406 396-396
157 384-396 406-420
158 - 393-420
160 396-406 406-420
161 390-406 399-420
163 384-396 406-406
164 384-390 399-420
165 384-390 393-393
166 384-396-406 396-406
167 396-406 396-406
168 384-390 393-399
169 406-406 406-420
170 384-390 399-420
171 390-406 399-420
172 384-396 406-420
173 384-396 406-420
174 384-396 406-420
175 384-390 399-399
176 384-396 406-406
177 406-406 393-406
178 390-390 393-399
179 384-396 406-420
180 384-390 393-399
181 384-396 396-396
182 406-406 406-406
183 384-390 393-399
184 396-406 390-396
185 396-406 393-406
186 396-406 396-396
187 390-390 399-420
188 390-396 399-420
189 384-390 399-420
190 406-421 406-406
191 406-421 406-420
192 396-406 396-396
193 384-406 393-406
194 396-406 390-406
195 384-396 393-406
196 384-396 406-420
197 - 393-396
198 384-396 406-420
199 390-396 393-399
200 384-396 393-399
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyikliikleri

(devam)
201 384-396 406-420
202 390-396 399-420
203 396-406 406-420
204 384-396 393-406
205 384-390 399-399
206 396-406 406-406
207 384-396 406-420
208 - 393-396
209 384-396 393-406
210 390-421 399-420
211 384-390 399-420
212 384-396 406-420
213 396-406 393-406
214 396-406 393-406
215 384-390 399-420
216 384-396 393-396
217 390-390 399-420
218 396-406 406-420
219 390-390 393-399
220 396-406 406-420
221 396-406 406-420
222 390-390 393-393
223 384-390 393-399
224 384-396 406-420
225 390-421 399-420
226 384-396 406-420
227 384-390 406-420
228 396-406 393-396
229 384-390-396 393-399
230 396-406 406-420
231 384-396 406-420
232 384-396 393-396
233 390-396 399-399
234 384-390 399-420
235 396-406 390-396
236 390-390 393-399
237 384-396-406 393-406
238 384-390 399-420
239 396-406 406-420
240 406-421 390-396
241 390-421 399-420
242 406-421 393-396-406
243 396-406 393-406
244 396-406 390-390
245 390-396 393-399
246 384-396 393-396-406
247 406-406 393-406
248 384-396-406 406-421
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
249 390-396 393-399
250 384-406 406-420
251 396-406 393-406
252 396-406 393-396
253 396-406-421 393-396
254 390-396 399-420
255 396-406 406-420
256 396-406 396-406
257 396-406 393-406
258 384-390 399-420
259 384-396-406 406-420
260 396-406 406-420
261 384-390 393-399
262 396-406 396-396
263 384-390 393-399
264 384-390 393-399
265 406-421 406-420
266 384-390 399-399
267 390-390 396-399
268 384-396 393-406
269 - 399-420
270 384-390-396 393-396
271 390-406 396-399
272 384-396-406 406-420
273 406-406 406-420
274 396-406 406-420
276 396-406 393-396-406
277 390-406 399-420
278 396-406 393-396
279 384-396 393-396
280 384-396 393-406
281 384-390 393-399
282 406-421 393-420
283 390-396 399-420
284 384-396 406-406
285 384-390-421 399-420
286 406-406 406-420
287 396-406 393-406
288 384-390 393-399
289 384-390 399-420
290 384-390 399-399
291 384-390-406 399-399
292 396-406-421 390-396
293 396-406 393-406
294 384-396 406-420
295 406-406 406-420
296 396-406-421 406-406
297 406-406 406-406
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
298 384-396 406-420
299 384-396 406-420
301 384-390 393-399
302 - 406-406
303 384-396 406-406
304 396-406 396-406
305 396-406 393-396
306 396-406 393-406
307 390-390 393-399
308 396-406 406-420
309 384-390 393-399
310 384-390 406-420
311 406-406 406-406
312 384-390 393-406
313 406-421 406-406
314 384-396 406-420
315 384-390 393-399
316 384-396 393-406
317 384-390 399-420
318 396-406 406-420
319 390-396 393-399
320 390-396-406 406-420
321 384-390 393-399
322 390-396-406 393-399
323 384-390 399-399
324 384-390-396 396-406
325 390-396 393-399
326 396-406 406-420
327 406-421 406-420
328 406-421 406-420
329 396-406 406-420
330 396-406 396-406
331 384-396 393-406
332 396-406 393-406
333 396-396 406-420
335 384-396 396-406
336 396-406 393-406
337 396-406 406-420
338 390-421 399-420
339 396-406-421 393-406
340 384-390 393-399
341 390-390 399-406
342 390-421 399-399
344 384-390 393-399
345 384-390 399-406
346 406-421 393-406
347 384-390 406-411
348 384-396 393-399
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiiklikleri

(devam)
349 390-396-406 393-399
350 390-396-406 393-399
351 406-421 393-406
352 390-396 399-420
353 384-390-396 393-399
354 396-406 406-420
355 384-390 399-420
356 396-406 406-420
357 406-421 393-406
359 390-396 390-393
360 406-406 393-406
361 396-406 393-406
362 384-384 406-406
363 396-406 406-420
364 396-406 390-390
365 384-396 393-406
366 - 393-406
367 384-396 393-406
368 384-396 406-420
369 396-396 393-406
370 390-421 399-420
371 384-390-396 393-406
372 390-390 393-399
373 396-406 406-406
374 384-396 393-406
375 406-406 406-420
376 396-406 406-420
377 384-406 406-406
378 406-421 393-406
379 384-390-421 393-399
380 384-396 406-420
381 406-421 393-406
382 384-396 406-420
383 396-406 393-396
384 396-406 406-420
385 384-396 406-420
386 406-421 393-420
387 390-396 399-420
388 384-390 399-420
389 384-384 393-406
390 390-396 393-399
391 384-396-406 406-420
392 390-421 399-420
393 390-396 393-399
394 396-406 406-420
395 381-384-396 393-406
396 396-406 393-406
397 390-421 399-399
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
398 396-406-421 406-420
399 390-396 393-399
400 406-421 393-406-420
401 384-390-396 393-399
402 396-406 406-420
403 396-406 393-406
404 396-406 393-406
405 396-406-421 393-406
406 406-421 393-406
407 406-421 406-420
408 384-396 406-406
409 384-390 393-399
410 396-406 393-399
411 384-396 393-406
412 384-390 393-399
413 396-406 406-406
414 384-396 393-406
415 384-396 406-406
416 406-421 406-420
417 390-406 399-420
418 396-421 406-420
419 384-390-396 393-406
420 390-421 393-399
422 396-406 393-406
423 390-406 399-420
424 406-421 406-420
425 384-390-396 406-420
426 396-406 406-420
427 406-421 406-420
428 390-396 399-420
429 396-406 390-406
430 390-406 390-399
431 390-396 393-399
432 384-396 393-406
433 406-421 393-396
434 390-421 393-399
435 390-396 393-399
436 384-390 393-399
437 384-390 399-420
439 384-390 393-399
440 384-396 406-420
441 384-390-421 399-399
442 384-390 393-399
443 384-390 399-399
444 390-396 399-399
445 384-390 393-406
446 384-390 393-393
447 384-396 406-420
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
448 396-406 393-406
449 384-390 393-399
450 396-406 393-406
451 396-406 406-420
452 384-390 393-399
453 396-406 396-396
455 396-396 393-396
456 384-396 406-420
457 384-390 399-399
458 396-406 396-406
459 384-390 393-399
460 396-406 393-406
461 390-421 399-420
462 396-406 393-396
463 384-390 393-399
464 384-396-406 406-420
465 384-396 393-406
466 396-406 406-406
467 396-406-421 393-406
468 396-406 393-406
469 384-390 393-399
470 384-390 399-420
471 396-406 393-406
472 390-396 393-399
473 384-390 399-399
474 390-396 393-399
475 390-396 399-420
476 406-421 406-420
477 396-406 406-420
478 384-384 393-406
479 396-406 406-406
480 384-390 399-399
481 390-396 393-399
482 384-390 399-420
483 390-396 393-399
484 396-406 406-420
485 390-421 399-399
486 396-406 390-406
487 384-396-406 406-420
488 396-406 406-420
489 396-396 393-406
490 - 393-406
491 396-406-421 393-406
492 384-390 393-399
493 396-406 390-406
494 396-406 393-406
495 384-390 399-420
496 406-421 399-420
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

497 384-390-396 393-399
498 406-421 406-420
499 396-406 406-420
500 384-390 399-420
501 406-421 393-406
502 396-406 393-406
503 396-406 393-406
504 396-406 406-420
505 384-390 393-399
506 396-406 396-406
507 384-390 393-399
508 396-406 406-420
509 396-406 406-420
510 384-396 396-406
511 396-406-421 390-396
512 384-396 393-406
514 384-396 393-406
515 384-390 399-399
516 384-396 406-420
517 396-406 396-406
518 384-396 393-406
519 390-396 399-406
520 396-406 406-420
521 406-421 406-420
522 384-390 393-393
523 396-406 396-420
524 390-406 399-420
525 396-396 406-406
526 406-406 393-406
527 406-421 406-406
528 406-421 393-406
529 384-396 406-420
530 406-421 393-406
531 396-396 406-420
532 384-390 390-399
533 396-406-421 396-420
534 384-390 399-399
535 384-390-396 393-399
536 396-406 406-406
537 396-406 396-420
538 390-396 399-420
539 384-390 393-399
540 384-396-406 406-420
541 384-396 396-396
542 384-390-421 -

543 384-390 393-399
544 396-406-421 396-420
545 396-406 396-406
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
546 406-421 406-420
547 384-390 393-399
548 384-396-406 406-406
549 384-390 393-399
550 384-396 406-406
551 396-406 406-420
552 396-406 406-420
553 384-390 399-399
554 384-396 406-420
555 390-396 406-420
556 - 393-396
557 406-406 393-406
558 384-390 393-399
559 396-406 393-406
560 384-390-406 399-420
561 406-406 406-420
563 396-406-406 406-420
564 384-396 393-406
565 390-396-406 406-406
566 406-421 393-406
567 384-396 406-420
568 384-390 399-399
569 396-406 390-396
570 384-390-396 393-399
571 384-390 393-420
572 384-390-421 399-420
573 390-421 399-399
574 390-406 399-420
575 390-396 399-399
576 396-406-406 393-396
577 390-396 393-396
578 396-406 390-396
579 384-396-406 406-420
580 390-396 393-399
581 384-396 393-406
582 384-390 393-393
583 384-396 396-420
584 406-406 396-420
585 390-396-406 406-420
586 384-390 390-393-399
587 384-390 399-399
588 384-390 399-420
589 396-406 393-406
590 390-396 393-399
591 384-406 396-420
592 390-390 393-399
593 396-406 396-406
594 384-390 390-399
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyikliikleri

(devam)
595 396-406 393-406
596 406-406 406-420
597 384-396 406-420
598 384-396 396-406
599 390-421 399-420
600 384-390-421 393-399
601 390-390 393-399
602 384-390 393-399
603 396-406 393-406
604 384-390-396 393-399
605 396-406 406-420
606 396-406 390-406
607 396-406-421 390-396
608 384-396 396-396
609 396-406 390-396
610 396-406 406-420
611 406-421 390-396
612 384-390 399-420
613 384-390 399-420
614 406-421 399-399
615 384-390-396 399-420
618 384-396 406-406
619 406-421 406-406
622 384-396 406-420
623 384-396 393-420
624 390-406 393-399
627 384-396 406-420
628 396-406 393-406
630 406-421 406-420
631 384-421 393-396
633 396-406 396-396
635 384-396 393-406
639 396-406-421 406-420
641 384-406-421 406-420
643 396-406 396-396
648 406-406 393-396
649 384-390-396 399-420
651 390-390 399-420
652 384-396 393-393
653 396-396 406-420
654 384-396 393-406
655 396-396 393-406
656 384-396 396-406
657 406-421 406-420
658 406-421 393-406
659 396-406 406-420
660 406-421 393-406
661 390-406 399-399
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

662 384-396 406-420
663 406-406 393-406
664 384-406 393-396
665 384-396-406 406-420
667 384-406 406-420
668 396-406 393-396
669 384-396 393-406
671 384-396 406-420
673 390-406 393-420
675 406-406 396-396
677 396-406 -

678 406-421 406-420
681 - 406-406
682 396-406 393-406
683 396-406 390-396
685 396-406 406-406
687 384-396 406-406
688 384-396 393-406
691 396-406 393-406
692 396-406 -

693 396-406 -

697 406-421 406-420
698 396-406 390-406
702 384-396 393-396
705 406-406 406-420
707 396-406 390-396
708 390-396 -

710 - 393-393
711 384-396 393-406
712 406-421 393-406
713 396-406 406-420
714 384-406 406-420
715 384-406 406-420
717 406-421 393-406
718 406-406 406-420
719 396-406 393-420
800 396-406 406-406
801 396-406 406-420
802 406-421 393-406
803 396-406 406-420
804 406-406 393-396
805 396-406 406-420
806 384-406 406-406
807 384-406 406-420
808 406-421 393-406
809 406-406 406-406
810 396-406 -

811 396-406-421 393-396
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

812 396-406 393-406
813 406-406 406-406
814 396-406 406-420
815 396-406 393-406
816 396-406 396-396
818 396-406 -

819 396-406 393-406
820 406-421 406-406
821 396-396 406-420
822 406-406 406-406
823 390-406 399-399
824 384-390 399-420
825 384-390 393-399
826 406-421 393-396
827 406-421 406-420
828 390-406 393-399
829 396-406 406-420
830 384-396 390-390
831 396-406 393-396
832 396-406 393-396
833 396-406 406-420
834 396-406 406-406
835 396-406 -

836 396-406 393-406
837 406-406 406-420
838 396-406 406-420
839 406-406 406-420
840 396-406 -

841 396-406 393-406
842 396-406 406-420
843 396-406 406-420
844 396-406 393-396
845 396-406 -

846 396-406 393-406
847 396-406 390-406
848 - 396-396
849 396-406 393-396
850 384-396 390-393
851 396-406 -

852 406-421 -

853 396-406 406-420
854 - 406-406
855 396-406 -

856 396-406 406-420
857 396-406 406-406
858 396-406 390-393
859 396-406 393-406
860 396-406-421 -
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

861 396-406 406-420
862 396-406 390-396
863 406-421 406-406
864 396-406-421 390-396
865 384-396 396-396
866 - 393-396
867 396-406 -

868 406-406 396-396
869 406-421 393-396
870 396-406 -

871 384-396 -

872 396-406 393-396
873 406-430 406-420
874 406-421 406-420
875 396-406 406-420
876 384-396 406-420
877 396-406 393-396
878 396-406 406-420
879 396-406 396-396
880 396-396 -

881 396-406 -

882 396-406 -

883 406-421 393-396
884 396-406 393-396
885 396-406 396-396
886 396-406 406-420
887 396-396 396-396
888 396-406-421 393-420
889 396-396 393-406
890 406-406 393-406
891 384-396 396-396
892 396-406 406-420
893 384-396 396-406
894 396-406 -

895 406-421 396-396
896 406-406 396-406
897 396-406 390-396
898 396-406-421 406-406
899 396-406 393-406
900 396-406 406-420
902 406-406 393-406
904 396-406 396-396
905 396-406 406-420
906 396-406 393-406
907 406-406 406-420
908 406-421 393-396
909 396-406 406-420
910 406-406 406-406
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)

911 396-406 406-420
912 406-406 406-406
913 406-406 406-420
914 396-406 406-420
915 390-406 399-420
916 396-406 393-406
917 396-406 393-406
918 406-421 406-420
919 396-406 406-420
920 406-421 406-420
921 384-390 399
922 406-421 393-396
923 396-406 406-420
924 406-421 406-406
926 406-406 406-420
927 396-406 393-406
928 406-421 406-420
929 396-396 393-406
930 406-421 406-406
931 406-421 406-420
932 390-406 -
933 396-406 393-396
934 396-406 406-420
935 384-396 396-396
936 396-406 396-396
937 384-396 396-406
938 396-406 406-420
939 396-406 393-406
940 396-406 390-390
941 396-421 406-420
942 390-396 399-420
943 406-406 396-396
944 396-406-421 406-420
945 396-396 393-396
946 - 406-406
947 384-396 396-396
948 406-421 406-406
949 396-406-421 393-396
950 406-406 393-406
951 396-406 406-420
952 396-406 406-420
953 384-396 393-406
954 396-406-421 396-396
955 406-406 393-396
956 406-421 393-396
957 396-406 393-396
958 396-406 -
959 396-396 -
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel biiyiikliikleri

(devam)
960 384-396 -
961 396-406-421 393-396
962 396-396 390-390
963 384-396-421 393-396
964 406-421 406-420
965 396-406 396-406
966 396-406 393-396
968 396-406-421 -
969 384-396 396-396
970 396-406-421 -
971 384-390 399-420
972 406-421 406-420
973 396-406 396-396
974 396-406 390-390
975 384-396-406 406-406
976 396-406 406-406
977 384-390-396 393-406
979 396-406-421 393-396
980 396-406 393-406
981 396-406 396-406
982 416-421 406-420
983 396-406-421 406-420
984 396-406-421 393-396
985 384-396 -
987 406-421 -
988 396-396 393-396
989 396-396 396-396
990 384-396 -
991 396-406 393-396
992 396-406 393-406
993 396-406 -
994 406-421 393-396
995 396-406 393-396
996 396-406 -
997 396-406-421 406-406
998 396-406 393-406
999 396-406 393-406
1000 396-406 406-420
1001 396-406 406-420
1003 384-396 -
1004 396-406-421 390-396
1005 - 393-396
1006 396-406 -
1008 396-406 -
1010 406-406 -
1011 396-406 396-406
1012 406-406 393-396
1013 406-421 -
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Cizelge 4.1 GF 18-06 ve GF 18-08 primerleri ile elde edilen allel bityiikliikleri

(devam)

1014 406-421 406-406
1015 396-406-406 396-396
1016 406-406 -
1017 396-406 390-390
1018 396-406 393-406
1019 406-421 -
1020 396-406 406-420
1021 396-406 396-406
1022 396-406 406-406
1023 406-421 406-406
1024 396-406 393-396
1028 396-406 -
1030 406-421 393-396
1032 396-406-421 406-406
1033 396-406 -
1034 396-406 -
1035 406-406 393-396
1036 406-406 396-406
1037 396-406 396-396
1038 396-406 -
1039 396-396 396-406
1042 406-421 390-390
1043 384-396 393-406
1044 396-406-421 396-406
1045 396-406 406-406
1046 406-421 406-406
1047 384-396-406 -
1048 396-406-421 406-420
1049 - 390-396
1050 396-406-406 -
1055 406-421 393-396
1056 406-421 393-396
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5. TARTISMA VE SONUC

Mildiyo (Plasmopara viticola (Berk&Curt.)), Tiirkiye’de ve diinyada bagciligr tehdit
eden en 6nemli fungal hastaliklardan biridir. Yagishh ve nemli havalar1 seven mildiyo
patojeni, tiim yesil aksamlarla birlikte meyveye de asir1 derecede zarar vermektedir.
Miicadele i¢in iilkemizde ekolojiye gore degismekle birlikte 8-12 adet ilaglama tekrari
gerekmektedir. Sik ila¢ kullanimi, ilacin uygulama dozu ve miktari insan saghigi ile

birlikte ¢cevre sagligina biiyiik 6l¢iide zarar vermektedir.

Ozer vd. (2012), yaptiklari bir ¢aligmayla iilkemizde fungal enfeksiyonlara karsi
dayanikli ¢esit gelistirmek i¢in yapilan 1slah ¢alismalarinda klasik melezleme yonteminin
tercih edildigini belirtmislerdir. Klasik melezleme yontemi ile yapilan uygulamalar,
asmalardaki genclik kisirligt doneminin uzun olmasi sebebiyle ortalama 15-25 yil
siirebilmektedir. Siireg, arastiricilara zaman kaybi, is giicii ve maddi acidan cesitli

zorluklar yagatmaktadir.

Klasik melezleme yonteminin dezavantajlarini yok etmek amaciyla 6zellikle son yillarda
biyoteknolojik uygulamalardan yararlanilmaktadir. Biyoteknolojik uygulamalarin 1slah
caligmalarinda kullanildigi Markore dayali seleksiyon (MDS) yontemi yoluyla
hedeflenen karakterler ile baglantili molekiiler markdrler asma 1slahinda kullanilarak net

sonuglara daha kisa siirede ulagsmak miimkiin olmaktadir (Van Heerden vd. 2014).

Halen, asmalardaki P. viticola 'ya direng kaynagi olarak Kuzey Amerika ve Asya kokenli
asma tlirleri bilinmektedir. Son yillarda asma genomu ve DNA markor sistemlerindeki
gelismeler sonucu, P. viticola’ya direngte genetik belirleyicilerden biri olarak Rpv olarak
isimlendirilen (Resistance to Plasmopora viticola) lokuslar tespit edilmistir (Kosev vd.
2017). Gilinimiize kadar mildiydye dayaniklilikla iliskilendirilmis olan gen bolgeleri
sirastyla; Rpvl (Merdinoglu vd. 2003), Rpv2 (Wiedeman-Merdinoglu vd. 2006), Rpv3
(Welter vd. 2007, Bellin vd. 2009, Van Heerden vd. 2014), Rpv4 (Welter vd. 2007),
Rpv5-Rpv6 (Marguerit vd. 2009), Rpv7 (Bellin vd. 2009), Rpv8 (Blasi vd. 2011), Rpv9
(Moreira vd. 2011), Rpv10 (Schwander vd. 2012), Rpv11 (Fischer vd. 2004, Bellin vd.
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2009, Schwander vd. 2012), Rpv12 (Venuti vd. 2013), Rpv13 (Moreiravd. 2011), Rpv14

olarak belirlenmistir.

Calismamizda kullandigimiz dayanikli ‘Regent’ c¢esidi, 1996 yilinda Almanya
Geilweilerhof Asma Islahi Enstitiisii’nde kiilleme ve mildiy0 hastaliklarina yiiksek
derecede dayanikli olarak 1slah edilmistir (Eibach ve Topfer, 2003). Mildiy6 hastaligina
dayaniklilik ile iliskili Rpv3 gen bolgesi ilk defa ‘Regent’ ¢esidinin genetik haritasinda
18 nolu kromozom tizerinde tanimlanmustir (Fischer vd. 2004, Welter vd. 2007). Bianca
¢esidinin kromozomunda da tespit edilen lokus, Bellin vd. (2009) tarafindan Rpv3 olarak
isimlendirilmistir. Geilweilerhof Asma Islah1 Enstitiisii’nde (Almanya) asmanin referans
haritasindan GF 18-08 ve GF 18-06 SSR primerleri mildiy6 hastaligina dayaniklilikla
iligkili olarak belirlenen Rpv3 gen bolgesinden gelistirilmistir (Zyprian vd. 2016).
‘Regent’ haritasindaki Rpv3 lokusu ‘Regent x Red Globe’ melezleme popiilasyonundan
gelistirilen genetik haritada da dogrulanmistir (Van Heerden vd. 2014). Bu galismada
gelistirilen genetik haritada GF 18-08 ile ayn1 bolgede VMC7F2 SSR markori 18 nolu
kromozom lizerinde yer almistir (Van Heerden vd. 2014). Daha sonra Zyprian vd. (2016)
GF 18-08 markoriinit VMCT7F2 ile ayn1 SSR lokusunu g¢evreleyen sekans igin spesifik
olarak yeniden dizayn etmislerdir. Arastiricilar GF 18-08 primeri ile 399 bp
biiyiikliigiindeki alleli dayaniklilikla iliskili olarak belirlemislerdir. GF 18-08 primeri ile
‘Regent’ ¢esidinde 393-399 bp allel dagilimi elde edilirken, diger dayaniklilik ile iliskili
hibritlerde sirasiyla; ‘Villard Blanc’ (383-399 bp), Siebel 6468 (387-399 bp), Suberux
(383-399 bp), GF.GA 47-42 (389-392 bp) allellerine sahip olduklar1 belirlenmistir
(Zyprian vd. 2016).

Arastirmamiz sonucunda, ‘Regent’ ¢esidi 393-399 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon
iirtinii olusturmustur. Bu sonucun Zyprian vd. (2016) caligmalar1 ile uyumlu oldugu

goriilmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz ve mildiy6 hastaligina dayaniklilik ile iligkili olarak markor
destekli seleksiyonda kullanililan allel dagilimlari, 1150176 numarali TUBITAK
projesinde (Uzun vd. 2018) yapay inokulasyon ¢aligsmalari ile dogrulanmistir. S6z konusu

proje ile; yaprak disklerinde olusan sporulasyon alanina gore dayaniklilik durumu igin
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skala olusturulmus [0: Son derece dayanikli (ER), 0.1-1.0 mm?: Yiiksek derecede
dayanikli (HR), 1.1-2 mm?: Dayanikli (R), 2.1-10.0 mm?: Hassas (S); 10.1-15 mm? >15.1
mm?] ve melezler gruplandirilmistir. Sporulasyon siddeti ve sporulasyon alanina gére

belirlenen iki skalaya gére melezlerin dayaniklilik durumlari karsilastirilmistir (Uzun vd.
2018).

TUBITAK 1150176 nolu projede inokulasyon testleri sonrasi dayamkli olarak tespit
edilen toplam 204 bitkiden 193 (%95) adedi arastirmamizda en az bir lokusunda 399 bp
allele sahip olarak belirlenmistir. Hassas vinifera ¢esidi Alphonse Lavalleé’den dollere
aktarilan 390, 396, 406 ve/veya 420 bp allele sahip olan melezlerin, inokulasyon skorlama
sonrast hassas kategorisinde degerlendirildikleri goriilmiistiir. Dayaniklilikla siki iligkili
399 bp alleli diger alleller ile birlikte (6rnek: 399-420, 399-396) aymi lokusta

gorildiginde, yapay inokulasyon skor sonucunun da dayanikli oldugu belirlenmistir.

‘Regent’ ¢esidinden aktarilan diger allel olan 393 bp alleli, Alphonse Lavalleé ¢esidinden
aktarilan alleller ile birlikte ayn1 lokusta yer aldiginda (390-393 bp, 393-396 bp, 393-420
bp veya 393-406 bp) skorlama sonuglar1 hassas olarak degerlendirilmistir.

Saifert vd. (2018), Rpvl Rpv3-1 dayaniklilik lokuslarinin piramitlenmesi amaciyla
yiriittiikleri calismalarinda, GF 18-08 primerinin dayaniklilikla iliskili allel biiyiikliigiini
392 bp olarak belirlemislerdir. Rpv3-1 lokusunu tasiyan dayanikli ebeveynin (GF. GA
52-42) GF 18-08 primeri ile 387-392 bp allellerine sahip oldugu belirlenmistir ve 392 bp
alleli tagiyan genotipler Rpv3-1 pozitif olarak degerlendirilmistir. Arasgtirmamizda tespit
ettigimiz 399 bp allelinin Saifert vd. (2018) ¢alismasinda belirledikleri 392 bp allel ile
ortiistiigli diigtiniilebilir. Nitekim allel biiytikliikleri arastirmalarda kullanilan fragment

analiz cihazlarina gore farklilik gosterebilmektedir.

Arastirmamizdan elde edilen genotipik tanimlamalar, inokiilasyon denemeleri ile birlikte
degerlendirildiginde, ‘Regent’ c¢esidinin ebeveyn olarak kullanildigi melez
kombinasyonlarinda GF 18-08 primerinin Markor Destekli Seleksiyon g¢alismalarinda

giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini gdstermistir.
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Arastirmamizda Rpv3 mildiyd dayaniklilik lokusu ile iligkili olarak kullanilan diger
primer GF 18-06 ile dayanikli ebeveyn ‘Regent’ 384-390 bp allel biiytikliiklerinde
amplifikasyon tiriinii vermistir. Melez F1 bitkilerinin allelik dagilimlarinin inokulasyon
skorlama calismalari ile dogrulanmasi sonrasinda, 390 bp allele sahip melez bitkilerin
dayanikli olarak siiflandirildig goriilmiistiir. Dayanikli olarak tespit edilen toplam 204
melez bitkiden 119 adedi (%58,3) en az bir lokusunda 390 bp allele sahip olarak

belirlenmistir.

Zyprian vd. (2016), GF 18-06 primerinin ‘Regent’ ¢esidindeki allel biiyiikliiklerini, 381-
387 bp olarak bildirmislerdir. Arastiricilar yalnizca 387 bp allelinin Rpv3 dayaniklilik
ozelligi ile iliskili olarak sonug¢ verdigini bildirmektedirler. Aragtirma sonuglarimiz ile
Zyrprian vd. (2016)’nin bulgular1 arasinda ‘Regent’ ¢esidi igin 3 bp’lik bir farklilik
goriilmektedir. Zyprian vd. (2016) tarafindan belirtilen 387 bp alleline karsilik olarak
aragtirmamizda dayaniklilik ile iligkili olarak kullandigimiz 390 bp allelini tasiyan melez
bitkilerin, yapay inokiilasyon skorlamasi sonucunda dayanikli kategorisinde olduklari
belirlenmistir. Yine Zyprian vd. (2016) tarafindan belirtilen 381 bp alleline karsilik olarak
belirledigimiz 384 bp ‘Regent’ alleli, diger hassas ebeveyn allelleri ile birlikte lokusta yer

aldiginda dayaniklilik 6zelligi ile iligkilendirilememistir.

Saifert vd. (2018), ’GF 2000-305-122"" X “’GF. GA 52-42’’ melez kombinasyonuna ait
23 adet bitkide Rpv1 ve Rpv3-1 genlerinin piramitlenmesine yonelik ger¢eklestirdikleri
aragtirmalarinda, GF 18-06 primerini Rpv3-1 geninin isaretlenmesi amaciyla
kullanmiglardir. Arastirmada, soy agacinda ‘Regent’ ¢esidinden aktarilan Rpv3 lokusunu
tasiyan ebeveyn ‘GF 2000-305-122 378-395 bp allel dagilimi gostermistir. Yine Soy
agacinda ‘Villard Blanc’ Fransiz hibridinden gelen Rpv3 lokusunu tagiyan ebeveyn ‘GF.
GA 52-42° 378-384 bp allellik dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Arastiricilar 384 bp

allelini tagtyan genotipleri Rpv3-1 pozitif olarak degerlendirilmistir.

Calismamiz sonucunda, Geilweilerhof Asma Islah Enstitiisii’nde gelistirilmis ve Rpv3
geni ile siki iligkili olarak markore dayali seleksiyon amagli kullanilan her iki primer,
Onceki arastirmalara benzer sekilde Rpv3 gen lokusu ile iligkili olarak basar ile

kullanilabilir seklinde belirtilmistir. GF 18-08 primeri, inokiilasyon skorlama ¢aligsmalari
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ile %95 oraninda dogru sonug¢ verdigi igin birinci derecede kullanilabilir olarak
yorumlanmigtir. GF 18 06 primeri ile 390 bp alleli tasidigi i¢in dayanikli olarak

degerlendirilen genotiplerden %58,3°li inokulasyon testleri sonrasi dayanikli olarak

degerlendirilmistir.
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