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1. GIRIS

Anadolu ¢ok eski ve koktli bagcilik kiiltiiriine sahip olmasinin yani sira asmanin gen
merkezlerinden biridir. Bu nedenlerle Anadolu’da ¢ok zengin bir asma c¢esitliligi ve gen

potansiyeli vardir.

Tarihte bircok medeniyete ev sahipligi yapmis Anadolu’da asma meyvesi tiziim halkin
beslenmesinde biiyiik rol oynamustir. Uziim yas, kurutmalik ve saraplik olarak
degerlendirerek farkli sekillerde degerlendirmenin de toplumsal agidan Onemini
gostermistir. Asma yliksek adaptasyon yetenegine sahip bir bitkidir ve bu avantaj ile
bir¢ok bitkinin yetisemedigi iklimlerde yetistirilmekte, topraklarin degerlendirilmesine
faydali olmaktadir (Kismal1 1995).

Asmanin yabanci dollenmesi ve heterozigotik yapisindan kaynakli olarak c¢ok fazla
genetik ¢esitlilik ortaya cikmistir. Bu yiizden giiniimiizd asmanin ¢ogaltilmasinda
vejatatif ¢ogaltma kullanilmaktadir ve bu sayede ¢ok eski tiirler gliniimiize kadar
ulagsmis, korunmustur. Kiiltiir asmasi olan Vitis vinifera’nin tilkemizde gen merkezinin

olmasindan kaynakli olarak iilkemizde ¢ok fazla ¢esit bulunmaktadir.

Kiiltiire alinan bitkilerde hastaliklara dayaniklilik yetenegi her zaman diisiik olmustur
ancak genetik agilimdan kaynakli ve eski tiirleri koruyabilmenin sagladigi fayda ve aym
zamanda yeni cesit gelistirme ile bunun degisebilecegi gosterilmistir. Ozellikle yagis
alan, nemli bolgelerde asmada fungal hastaliklar ¢cok gorilmektedir. En 6enmli iki
hastalik olan kiilleme ve mildiyd bagciligin ekonomik olarak zarar gérmesine neden
olmaktadir. Hastaliklardan korunmak i¢in gereken ilaglama ekonomik olmamasinin yant

sira insan ve ¢evre sagligini da olumsuz etkilemektedir.

Uncinula necator fungusunun neden oldugu kiilleme hastalig: ile Plasmopara viticola
fungusunun neden oldugu mildiyd hastaligi iilkemiz bag alanlarinda ve diinya bag
alanlarinda en fazla zarar yapan iki 6nemli fungal hastaliktir. Hastalik yaprak, meyve ve

stirglinleri etkileyerek 6nemli iiriin kayiplarina neden olur. Hastalig1 engellemek icin



kiiltiirel uygulamalarin yani sira pestisit kullanilmaktadir. Ancak son yillardaki gore
aragtirmalara pestisit kalintilarinin hem insan sagligi hem de g¢evre iizerinde olumsuz
etkileri vardir. Hastaligin kontroliinde etkili yontemlerden birisi de hastaliga direncli
dayanikli yeni c¢esit gelistirmektir. Bu amacgla 20. yiizyilin baslarindan beri 1slah
calismalar1 diinyanin pekgok bagci tilkesinde devam etmektedir. Dayaniklilikla iliskili
genlerin klasik bitki 1slahiyla hassas bireylere aktarilmasi amaciyla en yaygin kullanilan
yontem, dayanikli bireylerle dayaniksiz bireylerin melezlenmesidir. Ancak bu klasik
bitki 1slah1 sirasinda ¢ok fazla sorunla karsilasilmaktadir. Markor destekli seleksiyonun
amac1 karsilasilan bu sorunlara ¢6ziim bulmaktir. Bu yontemde, avantajlart dolayisiyla

molekiiler markorler tercih edilmektedir.

Farkli Vitis tiirlerinin hastaliklara dayanimi aynmi degildir. Biyoteknolojik yontemlerin
1slahta kullanilmaya baglanmasiyla birlikte fungal hastalik etmenlerine dayanikliligin
genetik olarak tanimlamasi yapilmaktadir. (Dalbo vd. 2001; Luo vd. 2001, Paquet vd.
2001, Fischer vd. 2004, Akkurt vd. 2007). Markore Dayali Seleksiyon hastaliklara
dayanikli bireylerin belirlenmesi ve erken seleksiyonda kullanilmasi ile ekonomik ve
daha az zaman alarak asma i1slahinda Oncelikli olmaya baglamistir. Klasik 1slah ile
birlikte kullanilan MDS yaygin ve etkili bir yontem olarak 1slah ¢alismalarinda yerini

almistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Asmanin Tarihcesi ve Taksonomisi

Vitis vinifera M.O 6000-5000 yillarinda Kafkasya ve Anadolu’da kiiltiire alinmustir.
Buradan giineyde Nil deltasina, batida Avrupa’ya ve doguda Cin’e yayilmstir.
Amerika’ya yayilmasi kitanin kesfinden sonra olmustur. 1600’li yillardan sonra

Avustralya, Yeni Zelanda ve Gliney Afrika’ya yayilmistir (Kunter vd. 2011).

Asmalar Rhamnales takimina baglidir. Bu takimin {i¢ familyasindan yalnizca Vitaceae
familyasina ait bitkiler, bilinen anlamda asmalar1 tanimlamaktadir. Kiiltiir asmalarinin
timi Vitis cinsine aittir. Vitis cinsi iKi alt cinsten olugsmaktadir. Bunlar kromozom sayisi
2n=38 olan Euvitis ve 2n=40 olan Muscadinia’dir. Euvitis cinsine dahil olan tiirler
arasindan Vitis vinifera L. en 6nemli tiirdiir. Eski diinya tizimi veya Avrupa lzimi
olarak bilinir. Bu tiiriin gen merkezi Karadeniz ve Hazar Denizi arasindaki alandir. Bu
alan Tirkiye’nin Kuzeydogu bolgesini de kapsar. Vitis vinifera’ nin iki yabani alt tiirii

(ssp. sylvestris ve ssp. caucasia) ve bir kiiltiir tiirti (V. vinifera ssp. Sativa) vardir.

2.2 Diinya ve Tirkiye Bagcihig:

Tarih Oncesi c¢aglarda kiiltlire alinan asma ve bagcilik kiiltiirii, dogu ve bati
medeniyetlerinin sosyal ve ekonomik yapisi i¢inde her donemde Onemli bir yer
tutmustur. Asma sicak-iliman iklim kusagi bitkisidir. Diinya iizerinde asmanin en

basarili olarak yetistirildigi kusak, 34°- 49° kuzey ve giiney enlemleri arasidir.

Diinya bag alanlar1 2007-2012 yillar1 arasindaki 6 yillik donem igerisinde toplamda
%4.17°lik bir azalma gostermistir. Bu kayip daha ¢ok Avrupa bag alanlarindaki
azalmadan kaynaklanmaktadir. Avrupa kitasinda alan olarak ilk ii¢ sirada yer alan
Ispanya (%18.56 azalma) Fransa (%8.07 azalma) ve Italya’nin (%9.51 azalma) bag
alanlarinda 6nemli bir azalma gozlenmektedir. Diinyanin 6nemli bagcr iilkeleri olan ilk

10 tlke siralamasinda Onemli bir degisiklik olmazken, Romanya ilk 10 iilke



siralamasindan ¢ikmis ve Sili bag alanlarindaki artig ile ilk 10 igerisine dahil olmustur.
Diinya bag alanlarindaki azalmaya karsilik, yas iiziim tretiminde 2007-2012 yillar
arasinda onemli bir degisim olmamistir . Cizelge 2.1°de 2013 yilina ait tiretim degerleri

verilmistir.

Cizelge 2.1 Diinyada ilk 10 tilkenin 2013 iiziim iiretim miktarlar1 ve bag alanlar1 (FAO)

Ulkeler Uretim (ton) 2013 Alan (ha)
1| Cin 11650024 733000
2 | italya 8010364 702100
3| AB.D 7744997 394848
4 | Ispanya 7480000 944200
5 | Fransa 5518371 760615
6 | Tirkiye 4011409 468792
7 | Sili 3297981 219651
8 | Arjantin 2881346 233721
9 | Hindistan 2483000 118000
10 | Iran 2046420 207537

Anadolu asmanin gen merkezlerinden biri olmasiin yani sira ¢ok eski ve koklii bir
bagcilik kiiltiiriine sahiptir. Bu nedenle Anadoluda ¢ok zengin bir asma ¢esitliligi ve gen
potansiyeli bulunmaktadir. Anadolu’nun Kuzey Dogu béliimiinii i¢ine alan Karadeniz
ve Hazar denizi arasindaki Kafkasya gegcis bolgesi (Transcaucasia), kiiltiir (Vitis vinifera
ssp. sativa ) ve yabani (Vitis vinifera ssp. sylvestris) asmanin gen merkezi ve kiiltiire
alindig1 yer olarak kabul edilmektedir (MacGovern 2003).

Ulkemiz cografi konumu dolayisiyla son derece elverigli iklim kusaginda yer
almaktadir. Bagcilik acisindan degerlendirildiginde de iklim sartlar1 fazlasiyla
uygundur. I¢ ve Dogu Anadolu’da yiiksekligin 1.500 m’yi asan yoreleri ile yillik
yagisin 1.200 mm’nin {izerinde oldugu Dogu Karadeniz bolgesi disinda kalan biitiin
bolgelerde ekonomik olarak bagcilik yapilabilmektedir (Arroyo-Garcia vd. 2006, Ergiil
vd. 2006, Kunter vd. 2011).



2.3 Kiilleme ve Mildiyo Hastaliklar:

2.3.1 Kiilleme hastahg

Uncinula necator fungusunun neden oldugu bir hastaliktir. Siirgiinlerin uzamaya
basladig1 ilk andan itibaren faaliyete baslar ve tiim yesil aksam iizerinde belirtiler
gosterir. Yaprak, siirgiin, ¢icek ve taneler ilk olarak gri renkli kiil serpilmis gibi tozlu bir
hal alir. Bunlar zamanla siddetini arttirarak siyahlasir ve yapraklarda kivrilmalara,
tanelerde ise catlayip clirimelere ve tim salkimin deforme olmasma yol agar. Bu

hastalik 6nemli 6l¢iide iiriin kayiplarina neden olur (Sekil 2.1).

Salkimda Kiillee Yaprakta Kiilleme

L"J'

Sekil 2.1 Asma tanelerinde ve yaprakta kiilleme belirtileri

2.3.2 Mildiyo hastahg

Plasmopara viticola‘nin neden oldugu fungal bir hastaliktir. Tiim yesil aksamda hasar
olusturur. Yapraklardaki belirtiler daha belirgindir. Yaprak iist kisminda sarimtirak yag
lekeleri goriiliir. Bu lekelerin alt kisimlarinda beyaz misel Ortiisii olusur. Zamanla bu
lekeler biiyiir, ortas1 kizarir ve kuruyarak dokiiliir. Hastalikli stirglinlerde kurumalara,
salkimlarda ise tanelerin burusmasina neden olur. Onemli &lgiide ekonomik zarara yol

acar (Sekil 2.2).



Yaprak Ust Yiizeyinde Mildi Yaprak Alt Yiizeyinde Mildi

Sekil 2.2 Yaprak alt ve iist ylizeyinde mildiy6 belirtileri

2.4 Bitki Islahinda Molekiiler Markorlerin Onemi ve Avantajlari

Molekiiler markorler genomdaki bir gen bolgesi ya da bu bolgeyle iligkili sentetik DNA
pargasidir. Molekiiler markorler, bitkilerde 1slah ve markore dayali seleksiyon
calismalarinda, filogenetik calismalarda, evrimsel iligkilerin arastirilmasinda etkili bir

sekilde kullanilmaktadir (Filiz ve Kog 2011).

Molekiiler markorlerin en biiylik avantajlarindan biri biotik ve abiotik stres kosullarina
bagli olmadan 1slah ¢aligmasinin siirdiiriilebilmesidir (Vardar vd. 2010). Bunun getirisi

olarak da 1slah ¢aligmalarini hizlandirmaktadir.

Molekiiler markorler Dominant ve kodominant olmalari, genoma bagli yapilarindan
dolayr giivenilirligi, tekrarlanabilirlik, genomda birden fazla bolge belirleyebilmeleri,
cevre kosullarindan etkilenmemeleri, poliformik davraniglari ve standardize

olabilmelerinden dolayi bitki 1slahinda ¢ok biiyiik 6neme sahiptirler.



2.5 Molekiiler Markoérlerin Uygulama Alanlar

—

. Genotip tanimlama
. Sistematik ve karakterizasyon tanimlama
. Genetik haritalama

. QTL, Nicel Ozellik Lokus Haritalamas1 (Quantitative trait loci)

2

3

4

5. Markore dayali seleksiyon

6. Genetik kaynaklari belirleme ve koruma
7. Hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik 1slahi
8. Cesit tescili

9. Islah hatlarinin tanimlanmasi

10. Tohum saflik testleri

11. Hibrit ¢esit saflik testleri

12. Cinsiyet belirleme

13. Genetik ¢esitliligin belirlenmesi
14. Gen kaynaklariin genetik kokeni

15. Adaptasyon yeteneginin tahmini

16. Popiilasyon ve evrim genetigi

2.6 Molekiiler Markor Teknikleri

Molekiiler markorler; kesilen par¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP), rastgele cogaltilan
polimorfik DNA markérleri (RAPD), cogaltilan par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP),
dizisi etiketlenmis sekanslar (STS), basit dizi tekrari=mikrosatelitler (SSR), kesilerek
cogaltilmis polimorfik dizi (CAPS), tek iplik konformasyon polimorfizmi (SSCP),
amplikon uzunluk polimorfizmi (ALP), basit dizi tekrarlar1 aras1 polimorfizm (ISSR),
ifade edilen dizi etiketleri (EST) ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi farkh

isimlerle anilan tekniklerdir.

Ulkemizde bagcilik arastirmalarinda molekiiler markor galismalart cogunlukla genotip

karakterizasyonuna yonelik olarak yiirtitiilmiistiir (Sabir vd. 2008).



2.6.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ) markorler

Williams ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen ve genellikle 10 bazlik rastgele secilmis
primerlerin  kullanildigr teknik, ¢esit tamimlanma c¢alismalarinda sik¢a tercih
edilmektedir RAPD yontemi, 9-10 baz uzunlugundaki rastgele primerlerin, kalip
(template) DNA’min iki iplik¢igi {izerinde, birbirine karsit iki farkli noktada
tamamlayicilarin1  (komplementerlerini) bularak, bu ara bdlgenin c¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) esas alan polimorfizmden olusmaktadir. Tekrarlanabilirliginin diisiik

olmasi nedeniyle son yillarda daha az tercih edilmeye baslamistir.

2.6.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) markérler

Yeni bir markor sistemi olarak gelistirilmistir (Vos vd. 1995). Ebeveynler ve 1slah
sonucu elde edilen bireylerin DNA ’lar iki restriksiyon enzimiyle (4 baz ve 6 baz)
kesilmekte ve DNA’nin kesilmesiyle olusan DNA pargaciklar1 adaptorlerle
birlestirilmektedir. Ligasyon firiinleri birer baz eklenen primerlerle PCR teknigi ile
cogaltilmakta ve elde edilen PCR firiinleri 3 baz ilave edilmis primerlerle (primerlerin

birisi radyoaktif veya fluoresent ile isaretlenebilir) secici PCR’a tabi tutulmaktadir.

PCR iirlinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan polimorfizme gore sonuglar
degerlendirilmektedir. Tek bir reaksiyonda 30-150 bolge tanimlanabilmesi, sonuglarin
tekrarlanabilir olmasi1 en 6nemli avantajini olusturmaktadir. Dezavantaji ise pahali
olmasi, laboratuar ekipmanina gereksinim duyulmasi ve dominat markor olmasidir (Vos

vd. Ridout ve Donini, 1999).

2.6.3 SSR (Simple SequenceRepeats)=Mikrosatelit

1-10 (genellikle 3-6) baz gifti arasinda, kisa diziler halinde genomda rastgele dagilmis
tekrar dizileridir. Genomda bol olmasi, yiiksek polimorfizm gostermesi, Mendel
kalittmina uygunlugu, kodominantlik, farkli laboratuvarlarda tekrar iiretilebilir
olmasigibi 6zellikleri sayesinde SSR, son yillarda en fazla kullanilan markor teknigi

olmustur



2.6.4 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

Teknik,sekansa 06zgii primerlerle PCR ortaminda g¢ogaltim esasina dayanir. Primer
ciftleri farkli sekans data banklarindan gelistirilen belli karakterlere 6zgii primerlerdir
(Jiang vd. 1997). Gen spesifik primerlerle PCR ortaminda ¢ogaltilan amplifikasyon
tirlinleri restriksiyon enzimleri ile kesilir. Farkli bireylerde kesim noktasindaki niikleotid

farki oldugu durumda polimorfizm ortaya ¢ikar.

2.6.5 SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

Bir gen veya ozellikle iligkili genomun belirli bir bolgesinden gelistirilen dominant ya
da ko-dominant markorlerdir. Bu markor gogunlukla genomda tek bir bdlgeden
kaynaklanmaktadir. SCAR markéorler genetik haritada belirli bir gen ya da ozellikle
baglantili olarak tespit edilen RAPD- AFLP gibi bantlardan yola c¢ikilarak
gelistirilir.S6zii edilen RAPD yada AFLP bandi klonlanir ve sekans analizi yapilir.
RAPD ya da AFLP primeri sekansta belirlendikten sonra 3’ ucundan 24-26 bp uzunluga
kadar uzatilarak yeni bir primer gelistirilir.Yeni gelistirilen primer sekansa 6zgii markor

olusturmak iizere kullanilir (Akkurt 2004).

2.7 MDS (Markore Dayali Seleksiyon) ve Uygulama Alanlar:

Markdre Dayali seleksiyon her ne kadar etkili, hizli ve ekonomik bir seleksiyon teknigi
olsa da klasik 1slah tekniklerinin yerine kullanilmasi olasidegildir. MDS klasik 1slah ile
birlikte uygulandiginda islah ¢alisgmasmin hizin1 ve basarisim1 artiran ve ekonomik
olarak katki saglayan bir yontemdir. Klasik 1slahta istenilen genotiplerin se¢imi zor ve
uzun siire almaktadir. Ancak MDS ile arzu edilen 6zellikteki genotiplerin se¢imicok
daha erken yapilabilir ve istenilen karakterler pratikte kullanimi1 ¢ok daha kisa siirede

olur.

MDS 6zet olarak asagida belirtilen ¢alismalarda kullanilir:
1. Istenilen 6zelliklerin melezlemeyle aktarimi

2. Bir¢ok genin ayn1 anda segilimi



3. Kantitatif karakter lokuslar1 (QTL) aktarimi
4. Anag secimi

5. Erken agamada birey (d6l) se¢imi

2.8 Bagcihkta Kiilleme ve Mildiyo Hastah@ina Karsi Dayanmikhihk Islahinda
Yapilan Calismalar

Kiilleme ve mildiyd hastaliklarinin Avrupa baglarina bulagsmasi ve bagciligi 6nemli
Olciide tehdit etmesinden sonar; bagcilikta 19. Yiizyilin baslarindan itibaren bu
hastaliklara karsi dayanikli gesit gelistirme ¢alismalart baslatilmistir. Agirlikli olarak
Avrupa kitasinda bag konusunda uzman islahcilar tarafindan baslatilan bu 1slah
calismalarinda agirlikli olarak klasik melezleme 1slahi teknigi ile dayanikli Amerikan
tirleri ile dayaniksiz V.vinifera cesitlerinin melezlenmesi yoluyla, dayaniklilik
Ozelliginin V.vinifera cesitlerine aktarilmasina yonelik 1slah programlart agirlik

kazanmustr.

Molekiiler Marker tekniklerinin gelismesi ve bagcilik alaninda da kullanilmas1 1990° Ir

yillarin sonu ile 2000’11 yillarin basina rastlamaktadir.

Dalbo vd. (2001), tarafindan yayinlanan c¢alismada markor destekli seleksiyonun
tiziimlerde ( Vitis L. Sp.) kiillemeye dayaniklilik 1slahinda kullanilmas1 amaglanmis ve
bu karakteri tasiyan lokuslarla ilgili molekiiler markorler gelistirilmistir. Aragtirmada
ayrica kiillemeye dayaniklilikla iligkili genetik haritalar gelistirilmistir. Genetik haritalar
Horizon x Illinois 547-1 (V. rupestris Scheele ve V. cinerea Engelm
hibridi)‘melezlemesinden olusturulmustur. Illinois 547-1 (dayanikli ebeveyn) haritas:
asil QTL varyasyonun %41’ini olusturmaktadir. 1 RAPD ve 1 AFLP markor haritalanan
popiilasyonda kiillemeye dayaniklilikta yiiksek oranda iliski gostermistir. Kiillemeye
dayaniklilik 1/5  oraninda 4 farkli popiilasyonda gorsel olarak goriilmiistiir. 2
popiilasyon ‘IIl. 547-1 dayanikli ebeveynin melezlerinden; [Horizon x Ill. 547-1 ve
NY88.0514.03 (‘Horizon’ x Ill. 547-1) x ‘Traminette’ (Joannes-Seyve 23-416 X
‘Gewiirztraminer’)], diger iki popiilasyon ise ‘NY88.0514.03 (Horizon’ x Ill. 547-1)
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melezlerinden; [NY88.0514.03 (‘Horizon’ x Ill. 547-1) x NY73.0136.17 (NY33277 x
‘Chancellor’) ve J.S. 23-416 x Ill. 547-1] gelmektedir.

Pauget vd. (2001), AFLP markoérlerin Runl geni tasiyan (daha sonra VRH olarak
isimlendirilecektir) bireylerin se¢iminde kullanilabilirligini arastirmislardir. Kiillemeye
kars1 dayaniklilikta monogenik determinizm Muscadinia rotundifolia’dan Vitis vinifera
‘ya BC4 (4. Geriye melez) ve BC5 (5. Geriye melez) populasyonlarinda tanimlanmastir.
BC5 popiilasyonundan 157 birey Runl genine bagli markorleri segmek igin
kullanilmistir. 13 AFLP markorii secilmis ve dayaniklilikla iliskili olarak test edilmistir.
Mtp3294 popiilasyonunun;157 ( 74 dayanikli, 84 duyarli) bireyin alt kiimesi in vitro
testlerde tekrar test edilmistir.13 markdrden 10 tanesi dayaniklilik geniyle
kosegregasyon bulunmustur. Analizler sonucunda 22 Runl geni tasiyan ve 16 duyarh
genotip ayrilmistir. 3 markor disindaki biitiin markorler duyarl gesitlerde goriilmemis,
dayanikli ¢esitlerde goriilmiistiir. Calisma sonucu yabani ¢esitlerin patojenlere
dayanikliklikta degerli bir kaynak oldugunu gdstermektedir. M. rotundifolia bir¢ok
patojene kars1 yiliksek oranda dayamiklilik gostermektedir. Kiiltiir cesitleri ve
rotundifolialarin ¢aprazlamasina dayali geri melezleme programlari yabani g¢esitlerin
kiiltiir cesitlerinden filogenetik olarak ¢ok uzak oldugunu ve dayaniklilig1 saglamanin
molekiiler biyoloji tekniklerine ihtiyaci olacagini gostermektedir. EMaalO ve Runl geni
arasinda rekombinasyon gosteren biitiin genotipler BC1 bireyinden ( VRH8695) elde
edilmistir. BCS bireyi VRH3161-6-4 da ayn1 zamanda VRH8695’dan elde edilmistir.
Bu durumda F1 bireylerinin kisirhigindan dolayr BC2 ‘den ziyade BC1 jenerasyonu

tercih edilebilir olarak ifade edilmistir.

Donald vd. (2002), Run-1 lokusuna bagli olup olmadiginin anlasilmasi igin AFLP ve
RFLP markorleriyle calisilmistir. 3 markor dayanikli genotiplerde tespit edilmistir. Bu
da markore dayali seleksiyon ile kiillemeye dayanikli asma g¢esidi tespitinde
kullanilabilecegini gostermistir. Arastirmanin daha biiylik popiilasyonlarda devam

etmesi gerektigi belirtilmistir.

Kozma ve Dula (2003) tarafindan, Kiillemeye dayanikliligin incelendigi bir ¢alismada
kullanilan iki hibrid ; Muscadinia X Vitis vinifera BC4 x (V. amurensis X V. vinifera)
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BC2) ve (Muscadinia x V. vinifera BC4 x Franco-American hibrit x V. vinifera X V.
amurensis ‘in Muscadinia’dan gelen kiillemeye dayaniklilikla iligkili Runl geninin

mildiydye dayaniklilikla da baglantili oldugu bulunmustur.

Merdinoglu vd. (2003) tarafindan, Muscadinia ¢esitlerinde mildiydye dayaniklilikla
iligkili geni tanimlayan markorler bulmak amaciyla yapilan ¢alismada 208 SSR, 13
ISSR ve 151 RAPD primer kullanilmistir. Aragtirmanin sonucunda 8 SSR, 4 ISSR ve 1
RAPD primer dayaniklilikla iliskili bulunmustur.

Gokbayrak vd. (2006) tarafindan yaymlanan ¢aligmada Italia X Mercan asma
populasyonunda genom haritalamasi yapilmistir. 60 F1 bitkisi ve 2 ebeveynden olusan
popiilasyon hastaliklara dayaniklilik ve morfolojik 6zellikleri incelenmistir. 300 primer
kullanilmis ve 2 genetik baglant: haritasi ¢ikarilmistir. Arastirma sonucunda kiillemeye
dayaniklilik ve ¢igeklenme zamanmi 1 ve 2 markor lokusuyla baglanti oldugu tespit

edilmistir.

Eibach vd. (2007), tarafindan yayimlanan ¢aligmada molekiiler markorlerin dayaniklilik
genlerinin  piramitlemesinde kullanim1  aragtirilmistir. Gen piramitleme farkli
ebeveynlerden istenilen farkli genlerin birlestirilip tek bir genotip olusturulmasi
calismalaridir. Gen piramitleme programi sonucunda olusan {irlin biitiin hedef
karakterleri iceren genlerin olusturdugu genotiptir. Molekiiler markor ile dayanikl
genleri piramitlemenin pratikte kullaniminda VHR 3082-1-42 x ‘Regent’ melezlerinin
gelistirilen markorlerle taranmasi gergeklestirilmistir. VHR 3082-1-42 Muscadinia
rotundifolia x Vitis vinifera melezidir ve V.vinifera ile 4 kez geri melezleme ile elde
edilmistir. Kiillemeye dayanikli Runl (Resistance uncinula necator) ve mildiydye
dayanikli Rpvl (Resistance plasmapora viticola) genlerini tasimaktadir. Regent ise
mildiyd ve kiillemeye dayanikli ticari kullanim i¢in 1996 yilinda Almanya’da

gelistirilen yeni bir gesittir.

Aragtirmada Runl geninin varligin1 saptamak i¢cin CAPS markér GLP1-12 kullanilmis,
RPV1 geni i¢in ise VMC 8g9 ve VMC 1g3.2 SSR markorleri kullanilmistir. Mildiyd
icin as1l QTL, 18. Baglant1 grubunda, kiilleme i¢in ise 15. Baglant1 grubunda haritalama
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sonrast bulunmustur. Ek olarak kiillemeyle iliskili SCAR markér SCORA7 calismaya
daha sonra dahil edilmistir. F1 soyundan gelen %48 bireyde kiillemeye rastlanmamastir.
Runl ve Rpvl geni tasimayan genotiplerde VMC_4d9.2a, UDV_ 015b,VVIV67 ve
SCORA7markorleri  kiillemeye dayaniklilikla iliskili  bulunmus ve UDV 130,
VMCNG2 12 ve UDV_ 108 mildiydye dayaniklilikla iliskili bulunmustur.

Monlar vd. (2007), arastirmalarinda,Donald ve ark. (2002) ve Barker ve ark. (2005)
tarafindan ~ Runl genine bagl olarak belirlenen lokuslarin BC5 populasyonuna ait
bireylerde PCR-RFLP (GLP1- 12P1-P3) ve SSR markorlerle (VMC4£3.1, VMC8g9)
dogrulamay1 amaglamiglardir. Bitki materyali olarak {(M. rotundifolia x V. vinifera)
BC4} x Cardinal (Sofralik) melezinden elde edilen BC5 hibrid bitkileri ( 02-2 olarak

isimlendirilmistir) kullanilmistir.

Fidanlara serada patojenin sporlar1 bulastirilmis ve 3 hafta sonra semptomsuz veya
duyarli olarak gruplandirilmiglardir. PCR-RFLP igin GLP1-12P1-P3 primeri ile
cogaltilan bireyler vdaha sonra ECORI Restriksiyon enzimi ile kesilmislerdir. SSR
analizlerinde VMC4f3.1 ve VMC8g9 primerleri kullanilmistir.20 duyarli ve 20
dayanikli birey fenolojik gozlemlere gore sec¢ilmis ve PCR- RFLP markdrlerle test
edilmistir. 870 bp DNA fragmani1 hem saglikli hem de duyarli bireylerde amplifike
olmustur. ECORI ile kesimden sonra dayanikli bireyler iki ayr1 parg¢aya ayrilirken ( 670
bp ve 200 bp), duyarl bireylerde bdliinme olmamistir.Dayanikli dayaniksiz genotipleri
ayirmada VMC8g9 markdrii en uygun olan markdr olarak bulunmustur. Ciinkii 160-
167 bp fragmam agoroz jelde yliksek oranda ¢oziilmiistiir. 160 bp parca dayanikli
bireylerde goriiliirken, 167 bp parga dayaniksiz bireylerde gozlemlenmistir. VMC41£3.1
SSR markor sonuglarina gore 186 bp biiytikliigiindeki bant kiillemeye dayaniklilikla
iligkili bulunmustur. Bu durum markérlerin baglantisinin %100°den az oldugunu ve

%90-99 oranda bitkilerde Runl geni tespiti i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

Akkurt vd. (2007), calismasinda Regent x Lemberger melezlerinden kiillemeye
(Uncinula necator) dayanikli QTL bolgelerinden SCAR markorler gelistirilmistir.
RAPD firiinleri klonlanip, sekanslanmistir. En az 21 niikleotid uzunlugunda primerler

tasarlanmistir. Regent x Lemberger F1 popiilasyonunun tamami yeni gelistirilen bu
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primerler ile test edilmistir. Arastirmada SCORA7 ve ScCORN3-R SCAR markorleri
kiillemeye dayaniklilikla iliskili olarak bulunmustur. SCORA7markdri kiillemeye
dayaniklikta markore dayali seleksiyonda ve farkli kaynaklarin daha sonra Ren3 olarak
isimlendirilecek  kiilleme dayaniklilik geni ile iligkili olarak kullanilabilir oldugu

belirlenmistir.

Hoffman vd. (2008), calismalarinda’Kishmis vatkana’ ¢esidinin kiilleme dayaniklik
Ozelliklerini molekiiler olarak incelemislerdir. ‘Kishmish vatkana’ Merkez Asya’da
kiiltiire alinan ve kiilleme ajan1 olan fungus Erysiphe necator dogalinokiilasyonunda
semptom gostermeyen bir Vitis vinifera asma c¢esididir. ‘Kishmish vatkana’ ¢esidi,
duyarli olan Vitis vinifera ‘Nimrang’ c¢esidi ile kiyaslandiginda, patojenin epidermal
hiicrelere gecisine izin verdigi ancak iiremesinin smnirli oldugu belirlenmistir.

Inokiilasyondan 120 saat sonra Konidiyum yogunlugu daha diisiiktiir.

Bu ¢alismada ‘Nimrang’ x ‘Kishmish vatkana’ melezi olan 310 dol 2 sezon boyunca
gorsel olarak konidiyumlarin varligina gore degerlendirilmistir. Fenotipik segregasyon
Erysiphe necator’e dayanikli REN1 varligin1 heterozigot olan Kismish vatkana’da
gostermistir. Populasyona ait DNA’lardan havuz (BULK) olusturulmus ve olusturulan
havuzda dagilim analizleri (BSA=Bulked Segregant Analiys) 195 microsatelit marker
kullanilarak yiritilmistir. Her bir marker dayanikli gen ile iliski piklere gore
Olciilmiistiir. 195 SSR marker 19 kromozomda dagilmistir. Fenotipik lokus LG 13°de
saptanmistir ve bu bolge daha onceki calismalarda da dayaniklilikla iligkili olarak
goriilmiistiir. 310 doliin segregasyon analizi sonucunda REN1 pozisyonu 7.4 cM
aralikta sinirlandirtlmistir. En yakin markérler VMC9H4-2, VMCNG4E10-1 ve UDV-
020, REN1 lokusundan 0.9 c¢M uzaklikta tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonucunda
Kismish vatkana’nin kiillemeye olan dayanikliliginin bagcilik ve markdr destekli

seleksiyon i¢in ¢ok 6nemli oldugunu gdstermistir.

Bellin vd. (2009)’nin ¢alismalarinda dayanikli ¢esit olarak Bianca, hassas ¢esit olarak
Chardonnay kullamlmustir. Iki cesidin melezi 116 birey sera ve arazi kosullarinda

mildiyd inokiilasyonuna ugratilmistir. UDV305 ve VMC7{2 markérleri ile Rpv3
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lokusunun yerini saptamiglardir. Rpv2 lokusunun ve Rpv3 lokusunun 18 nolu

kromozom {istiinde oldugu bulunmustur.

Kozma vd. (2009), calismalarinda kiillemeye dayanikli yeni cesit gelistirilmistir. Bu
¢esit Kishmish vatkana’nin BC3 ve BC4 hibritleri ve V. amurensis x V. vinifera
hibridlerinden gelistirilmistir. F1’lere Yapay ve dogal inokiilasyon sonucu hassas ve
dayanikli bireyler ayrilmistir. VMC413, VMC8g9 ve GLP1-12 markorleriyle yiirtitiilen
calismada BCS5 popiilasyonunda kiillemeye dayaniklilik bulunmustur.

Isci vd. (2010), arastirmasinda Italya x Mercan melezlerinde fungal hastaliklara kars:
dayaniklilik kararkterleri ¢alismilmistir. Populasyon 60 bireyden olusmaktadir ve
referans olarak Cabernet Sauvignon ve Merlot iiziim c¢esitleri kullanilmistir. SSR ve
AFLP primerlerle ulasilan sonugta kiillemeye dayaniklilikta baglant1 grubu uzakliklar
3/3.7 ¢cM bulunmustur.

Katula- Debreceni vd. (2010), kiillemeye dayaniklilikla iligkili genler olan Runl ve
Renl’in  molekiiler markor destekli seleksiyon amagli kullanimini aragtirmiglardir.
Runl ve Renl farkli kaynaklardan gelmektedir. Runl lokusu Muscadinia rotundifolia
x Vitis vinifera BC4 , Renl ise V. vinifera orijinli Kishmish vatkana kaynaklidir. Renl
ve Runl’i igeren genotipler Kishmish vatkana ve VRH 3082- 1-42
melezleridir.Kiillemeye dayanikli 411 bitki i¢inden %35’inin Renl ve Runl ‘i tagidigi
belirlenmistir. 441 bitkiyi iceren BC5 (BC4 x Kishmish vatkana) doélleri , SSR ve
BAC’dan elde edilen CB markdrleri ile analiz edilmistir. Bu markoérlerle kiillemeye
dayaniklilik BC5 hibridlerinde kanitlanmis ve piramitleme yapilmistir. Bunun
sonucunda dayanikli fenotiplerin en az bir lokus-bagli markor varligi ile co-segregate
oldugunu gostermistir. Bulunan sonuglar ayni zamanda M. rotundifolia ile yapilan
calismalarla yakindan ilgkilidir. Sonuglar Markor destekli seleksiyonun farkli

lokuslardan hibrit genotip se¢iminde en hizli ve an dogru yontem oldugunu gostermistir.

Moreira vd. (2011), calismasinda iki popiilasyon (Pop) mildiydye dayaniklilikla iligkili
genetik harita olusturmak ve QTL bdlgelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmustir.

Popiilasyonl duyarli Vitis vinifera ¢esidi ‘Moscato Bianco’ ve dayanikli Vitis riparia
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melezlerinden olugmaktadir ve 174 bireyi igerir. Popiilasyon2 iki VRH3082 1-42 ve
SK77 5/3 melezlerinin interspesifik hibridi olup 94 bireyi igerir. Bu hibridlerin
dayaniklilik karakterleri Vitis rotundifolia ve Vitis amurensis ‘den gelmektedir.
Dayaniklilik gorsel olarak sera kosullarinda olgiilmiistiir. 80 SSR, 5 EST (IN0006,
INO010, IN0040, IN0302 and IN0327) ve 3 RGA (rgvamu035, stkVa0ll and
stkVr0001) marker hem Popl hem de Pop2’de ortak bulunmustur. 1037.2 ¢cM ve 651
cM biiytikliiglinde baglant1 haritalar1 SSR markoérlerle olusturulmustur. Stabil QTL’in
dahil oldugu baglant1 grubu 7, Pop1 haritalanmasinda goériilmiistiir. Diger QTL’ler ise
baglant1 grubu 8, 12 ve 17°de tespit edilmistir. Pop2 haritasindaki 1, 6 ve 7. Baglanti
gruplar1 P.viticola’ya dayaniklilikta 6nemli bulunmustur. Bu aday genler, kromozom
bolgeleri barindiran fenotipik lokuslar hakkinda yeni bilgiler saglayabilecegi

saptanmistir.

Riaz vd. (2011), c¢aligmasinda SSR markor verilerine dayali sinirli genetik haritalama
stratejisini bes asma popiilasyonunda birden fazla kaynaktan gelen genetik markorleri
gelistirmek ve kiilleme (Erysiphe necator)‘ye dayaniklikla iligkili lokuslarin
piramitlemesini saglamak i¢in kullanilmigtir. 3 popiilasyon Muscadinia rotundifolia
‘Magnolia’’dan elde edilmistir. ilk popiilasyon (06708) 97 dole sahiptir ve 137 SSR
markdrle 7 kromozomda (4, 7, 9, 12, 13, 15, and 18) kiillemeye dayaniklilikla iligkili
bulunmustur. QTL analizleri yiiriitiilmiis ve genetik harita pseudo-testcross teknigiyle
olusturulmustur. Kromozom 13 ve 18’deki markorler yalnizea ikinci (04327) ve tiglincii
(06712) popiilasyonlarda haritalanmis ve sirasiyla 47 ve 80 dole sahiptir. Kiillemeye
dayaniklilikla iligkili 6nemli QTL’ler farkli dokularda (yaprak, salkim sap1, kok ve tane)
kromozom 18 {izerinde tespit edilmistir. Magnolia’da kiilleme i¢in farkli bir QTL
bolgesi tespit edilmistir. Kiillemeye dayaniklilik M. rotundifolia ‘da kromozom 12°deki
Runl geni tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle Magnolia dayaniklilik lokusu
Run2.1 olarak adlandirilmistir. Kiillemeye dayaniklilik aym1 zamanda dordiincii
popiilasyonda (08391) haritalanmis ve 255 doéli olan M. rotundifolia ‘Trayshed’
kaynaklidir. %50 fenotipik varyasyon goriilen ve haritalanan lokus, kromozom 18
tizerindedir ve Run2.2 olarak adlandirilmistir. Bu lokus Magnolia popiilasyonlarinda da
bulunmustur ancak markor biiyiikliikleri farklidir. Trayshed ve Magnolia’da en azindan

1 allelde denenen markdrlerin %68 ‘i ortaktir. Ancak diger %32 markor bu iki M.
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rotundifolia seleksiyonunda farklidir. 42 dolii olan son popiilasyon 08306 Vitis
romanetii C166-043 ‘den elde edilmistir. Genetik haritada Ren4 olarak adlandirilan
major kiilleme dayaniklilik geni kromozom 18 iizerinde bulunmustur ki bu
M.rotundifolia’nin  dayanikli bireylerinin kromozomlarinin ayni bolgesindeki %70
fenotipik varyasyonu agiklamaktadir. Haritalama sonuglar1 farkli kaynaklardan alinan
dayanikli genlerin kromozom 18 {iizerinde oldugunu ve genetik markorlerin lokuslart
piramitlemede ve diger kiillemeye dayanikli lokuslarin tek bir hatta toplanmasinda

kullanilabilecegini gostermistir.

Soylemezoglu vd. (2012), Kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina dayanikli yeni ve kaliteli
liziim cesitlerinin 1slah1 amaciyla baslatilan projede, iilkemizin mantar kokenli
hastaliklara kars1 hassas ancak cok kaliteli kirmizi saraplik iiziim cesitlerinden olan
“Kalecik Karas1” ve “Bogazkere” cesitleri ile Almanya Geilweilerhof Asma Islahi
Enstitlistinde kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayanikli olarak islah edilen, kaliteli,
kirmiz1 saraplik tiziim ¢esidi “Regent” ¢esitlerinin melezlenmesinden olusan, “Kalecik
Karas1 x Regent” ve “Bogazkere x Regent” olmak iizere iki adet melezleme
kombinasyonu kullanilmistir. Projede MDS sonras1 36 adet F1 bitkisi ise 3 ve daha
fazla markor ile pozitif sonug¢ verdikleri i¢in hastaliklara dayanikli olma olasiliklar
yiiksek oldugu gerekgesiyle erken seleksiyon ile dayanikli c¢esit adaylari olarak

secilmiglerdir.

1 Gaspero vd. (2012) tarafindan, UDV305, UDV737, UDV730, UDV732, UDV734 ve
UDV736 markorleri ile 580 cesit iizerinde Rpv3 lokusu iizerinde ¢alisma yapilmistir.
Seibel ¢esidinde Rpv3 299-279, Regent ve Chambourcin’de Rpv3 299-279 lokusu
bulunmaktadir. Bunlarin disinda Rpv3 null-297, Rpv3 321-312, Rpv3 null-271, Rpv3
361-299, Rpv3 299-314 ve Rpv3 null-287 frekanslari ortaya ¢ikmustir.

Riaz vd. (2013), 6zel 380 genotipin 34 SSR marker ile verilerini ¢ikarilmiglardir. Bu
380 ornegin 306’s1 V. viniferagesitlerinden, 40’1 V.vinifera subps. Slyvestris alt
tiirlinden , 34’1 Kuzey Pakistan, Afganistan ve Cin’den gelen Vitis tiirlerinden
olusmaktadir. 4 SSR alleli kiillemeye dayaniklilikla iliskili lokus Renl’de, 10
mildiyoye dayaniklilik genotipi, 8’1 V.vinifera kiiltiir ¢esitlerinde, 2’si V.vinifera subsp.
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slyvestris’te tespit edilmistir. Ren-1 bagl allelini ( 143 bp) igeren 620 bp bolge sekans
karsilagtirmalarinda SSR marker SC8-0071-014 ile 10 yeni genotip mildiyoye
dayaniklilikta daha oOnce tespit edilen V.vinifera c¢esidi Kismish vatkana ve

Karadzhandal ile tespit edilen sekans ile ayn1 bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma ,* Kiilleme ve Mildiyd Hastaliklarma Dayanikli Uziim Cesit ve Tiplerinin
Toplanmasi, Hastaliklara Dayanikliliginin  Farkli Yontemlerle Belirlenmesi ve
Dayaniklilik Islahi Calismalarinda Ebeveyn Olarak Kullanilabilecek Genotiplerin
Belirlenmesi konulu, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii ve
Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan ortaklasa yliriitiilen
TUBITAK projesi (Proje Kod No:TUBITAK/1130641) kapsaminda 2014-2016 yillar
arasinda, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Molekiiler

Biyoteknoloji laboratuvarinda tamamlanmuistir.

3.1 Materyal

Materyal olarak proje partneri Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitlisti tarafindan Tiirkiye’nin Karadeniz sahil kusagi agirlikli olmak tizere farkl

bolgelerden toplanmis olan 128 genotip secilmistir (Sekil 3.1).

" AKDENIZ A

Sekil 3.1 Ornek alian lokasyonlar (Atak vd. 2016)
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Popiilasyon kiilleme (E. necator) ve mildiydye (P.viticola) dayanikli asma gesit ve
tipleri (farkli iilkelerin dayaniklilik 1slah1 ¢aligmalarindan elde edilen genetik
materyaller) ile mildiyd ve kiilleme hastaliklar1 yoniinden dayanikli veya tolerant
olabilecegi diisiiniilen iiziim c¢esit ve tiplerine ait yurti¢i (Cizelge 3.1) ve yurtdisindan
(Cizelge 3.2) temin edilen ¢eliklerden elde edilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Asma Cesitleri, Orijinleri ve alindig1 lokasyonlar

ORNEK _

NO CESIT LOKASYON

1 57 Ayancik 01 Samsun 19 May1s Univ.
2 Batum 4 (Batum siyah) Samsun 19 May1s Univ.
3 57 Erfelek 03 Samsun 19 Mayis Univ.
4 57 Gerze 04 Samsun 19 May1s Univ.
5 61 Of 04 Samsun 19 May1s Univ.
6 61 Siirmene 01 Samsun 19 Mayis Univ.
7 61 Siirmene 02 Samsun 19 Mayis Univ.
8 57 Merkez 02 Samsun 19 May1s Univ.
10 53 Merkez 02 Samsun 19 Mayis Univ.
11 53 Ardesen 02 (TESCIL) Samsun 19 Mayis Univ.
12 53 Pazar 03 (TESCIL) Samsun 19 May1s Univ.
13 53 Giineysu 05 (TESCIL) Samsun 19 May1s Univ.
14 53 Giineysu 03 (TESCIL) Samsun 19 Mayis Univ.
15 55 Merkez 06 Samsun 19 Mayis Univ.
16 55 Merkez 12 Samsun 19 Mayis Univ.
17 55 Merkez 11 (Beyaz) Samsun 19 Mayis Univ.
18 53 Giineysu 01 Samsun 19 Mayis Univ.
19 08 Arhavi 01 Samsun 19 Mayis Univ.
21 53 Pazar 02 Samsun 19 Mayis Univ.
22 55 Carsamba 01 Samsun 19 Mayis Univ.
23 28 Tirebolu 02 Samsun 19 Mayis Univ.
24 28 Gorele 01 Samsun 19 Mayis Univ.
25 28 Merkez 01 Samsun 19 Mayis Univ.
49 Isabella (YALOVA) Yalova BKMAE

50 Rize Geggi Yalova BKMAE

51 Kofteci tiztimii Yalova BKMAE

62 FX1-1 Yalova BKMAE

63 BX1-166 Yalova BKMAE

64 KXP-10 Yalova BKMAE

65 Ozer Karasi Yalova BKMAE

67 86/1 Yalova BKMAE

68 85/1 Yalova BKMAE
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Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Asma Cesitleri, Orijinleri ve alindig1 lokasyonlar

(devam)
69 Atak 77 Yalova BKMAE
70 Pembe 77 Yalova BKMAE
71 Arifbey Yalova BKMAE
72 FX1-10 Yalova BKMAE
73 Giilgoniil Yalova BKMAE
74 Giizgiilii Yalova BKMAE
76 Siyah Gegei (YALOVA) Yalova BKMAE
81 Yusufeli 03 ( Iri beyaz) Artvin
82 Yusufeli 04 (Cikilop-siyah) Artvin
85 Giresun T-1 (G-1) Giresun
88 Giresun T-4 (B-2) Giresun
89 Giresun T-5 (B-3) Giresun
94 Isabella-V.labrusca (kokusuz)-Sinopl Sinop
95 Isabella-V.labrusca (¢ok kokulu) Sinop2 Sinop
96 Kozcugaz (Pembe-gegei) Sinop
97 Isabella-V.labrusca (kokusuz) Sinop3 Sinop
98 Beyaz iiziim (Geggi)Sinop 4 Sinop
99 Karaagag iiziimii (Siyah Ince kabuklu, gegci) Kastamonu/inebolu
100 Kara Uziim (siyah gegci) Bartin
101 Safranbolu Cavusu Bartin
108 Bektas tiziimii Bursa
109 Cilapa Tekirdag BAE
110 Saparev Tekirdag BAE
111 Leblebicioglu Tekirdag BAE
112 Cmar Uziimii Tekirdag BAE
113 Tek ¢ekirdekli Tekirdag BAE
114 Deli kara Tekirdag BAE
117 Kus Yiirek Tekirdag BAE
118 Koruk Tekirdag BAE
119 Al Uziim Tekirdag BAE
120 Faslaka Tekirdag BAE
122 Elhamra Tekirdag BAE
123 Bulgar Karasi Tekirdag BAE
124 Deli Emin Razakisi Tekirdag BAE
125 Gelin Oldiiren Tekirdag BAE
127 Beyaz Kokulu Tekirdag BAE
128 Giircii Tekirdag BAE
131 Favli Tekirdag BAE
132 Mercan Tekirdag BAE
133 Yerli isabella Tekirdag BAE
134 Cmarl1 karasi Tekirdag BAE
135 Tilki Kuyruk Zonguldak/Karadeniz Eregli
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Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Asma Cesitleri, Orijinleri ve alindig1 lokasyonlar

(devam)

136 Alliziim Zonguldak/Karadeniz Eregli
137 Sobe Ak Uziim Zonguldak/Karadeniz Eregli
173 Yusufeli isimsiz 1 - 24 Artvin

174 Yusufeli isimsiz 2- 32 Artvin

175 Yusufeli isimsiz 3- 14 Artvin

176 Yusufeli isimsiz - 19 Artvin

177 Yusufeli isimsiz - 29 Artvin

178 Yusufeli isimsiz - 33 Artvin

179 (Yusufeli) Koruk (beyaz) iiziimii- 42 Artvin

180 (Yusufeli) Peterek turfandasi(beyaz) - 47 Artvin

181 (Yusufeli) Istanbul iiziimii (kirmiz1) - 28 Artvin

182 (Yusufeli) Zelebur siyah- 23 Artvin

183 (Yusufeli) kokulu siyah iiziim - 44 Artvin

184 Rize Cayeli isimsiz 4 (Roucaneuf) Rize

192 Katikara 1 (Giircii Uziimii) Ordu

193 Katikara 2 (Gilircti {izlimil) Ordu

Cizelge 3.2 Uluslararasi 1slah kuruluslarindan toplanan cesitler

26 Concord Samsun 19 Mayis Univ.
27 Mars (Cekirdeksiz) Samsun 19 Mayis Univ.
28 Niagara Samsun 19 Mayis Univ.
29 Ontario Samsun 19 Mayis Univ.
30 Steuben Samsun 19 Mayis Univ.
31 Valiant Samsun 19 Mayis Univ.
32 Kyoho Yalova BKMAE

33 Marechall Foch Samsun 19 Mayis Univ.
34 Arcadia Samsun 19 Mayis Univ.
35 Sunbelt Samsun 19 Mayis Univ.
37 Boscoop Glory (Holland) Samsun 19 Mayis Univ.
38 Orion Ankara U. Ziraat Fakiiltesi
40 Staufer Ankara U. Ziraat Fakiiltesi
41 Regent Ankara U. Ziraat Fakiiltesi
42 Sirius Ankara U. Ziraat Fakiiltesi
43 Phoenix Ankara U. Ziraat Fakiiltesi
44 Mortensen USDA ARS Geneva/NY
45 Alden USDA ARS Geneva/NY
46 Kay Grey USDA ARS Geneva/NY
47 Sugargate USDA ARS Geneva/NY
48 Muscat Bailey A Japonya

153 Steuben USDA ARS Geneva/NY
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Cizelge 3.2 Uluslararasi 1slah kuruluslarindan toplanan ¢esitler (devam)

154 Price USDA ARS Geneva/NY
155 Concord Seddless USDA ARS Geneva/NY
156 Edelweiss USDA ARS Geneva/NY
157 Canadice USDA ARS Geneva/NY
158 Himrod USDA ARS Geneva/NY
159 Lakemont USDA ARS Geneva/NY
160 Newyork Muscat USDA ARS Geneva/NY
161 Seneca USDA ARS Geneva/NY
162 Sheridan USDA ARS Geneva/NY
164 Van Buren USDA ARS Geneva/NY
165 Venus USDA ARS Geneva/NY
166 Yates USDA ARS Geneva/NY
168 Glenore- USDA ARS Geneva/NY
169 Hendrickson Seedless USDA ARS Geneva/NY
172 Munson Samsun 19 mayis Univ.

Koklendirme i¢in Celik ve Kodse. (2006) kullandigi yontem kullanilmigtir ve
koklendirme islemleri Yalova Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii
tarafindan seralarda yapilmistir. Yalova Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez Arastirma
Enstitlisii tarafindan goénderilen materyal her bir 6rnek igin 0,5-1 gr arasi geng
yapraklardir. DNA izolasyonu asamasina kadar yaprak ornekleri -80°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Yapraklardan DNA izolasyonu

Bitkilerden DNA izolasyonlar1 saglikli gen¢ yaprak oOrnekleri kullanilarak Norgen
Biotek Plant/Fungi Isolation Kit ® protokoliine gére yapilmigtir.

izolasyon asamalari asagidaki gibi uygulanmstir:
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10.
11.

12.
13.

14.

Yaprak ornekleri havan igerisinde sivi azot kullanilarak dondurulmus ve havan eli
ile ezilip toz haline getirilmistir (Sekil 3.2). Ezilen 6rnekler 1 ml’lik mikrosantrifiij
tiiptine aktarilmistir (Sekil 3.3).

500 pl Lysis Soliisyon eklenerek vortex ile karigtirilmistir.

100 pl Lysis Additive eklenerek vortex ile karistirilmistir.

65°C ‘de 10 dakika inkiibasyona birakilir. Bu arada tiipler 2-3 kez elde
karistirilmstir.

100 pl Binding Solution eklenerek 10 dakika buz iistiinde inkiibasyona birakilmistir.
2 dakika 14000 RPM’de santrifiij edilmistir.
Lizat mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Lizatla esit miktarda %70’lik ethanol eklenir ve vortex ile karistirilmistir.
Ayirma kolonu(spin column) takilmis toplama tiipiine(collection tube) aktarilan
ethanollii lizat 1 dakika 14000 RPM’de santrifiij edilmistir.
500 pl Yikama Soliisyonu eklenir ve 1 dakika 14000 RPM’de santrifiij edilmistir.
Yikama sonrasi artiklar atilarak tekrar 500 pl Yikama Soliisyonu eklenir ve 1 dakika
14000 RPM’de santrifiij edilmistir.
Yikama sonrasi artiklar atilarak 1 dakika 14000 RPM’de santrifiij edilmistir.
Ayirma Kolonu(spin column) mikrosantrifiij tiipiine takilir ve 100 pl Elution Buffer
eklenerek 2 dakika 2000 RPM’de santrifiij edilmistir.

1 dakika 14000 RPM’de son santrifiijiin ardindan 1 ul RNAz enzimi eklenerek elde
edilen DNA’lar -20 °C’de depolanmistir.

Sekil 3.2 Siv1 azot ile ezilen yapraklar
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Sekil 3.3 Geng yapraklardan DNA izolasyonlarinin yapiligi

3.2.2 izole edilen DNA’larin agaroz jelde goriintiilenmesi

Bitkilerden izole edilen DNA’lar Agaroz Jel Elektroforez yontemiyle goriintiilenmistir.
150 ml %1,5’luk agaroz jel asagidaki gibi hazirlanmistir:
1,2 gr agaroz tartilip 200 mI’lik erlene konmustur.
IxTBE soliisyonu erlene eklenmistir.
. Mikrodalga firinda kaynatilmistir.

1
2
3
4. Kaynama basladig1 anda alinip soguk su altinda bir siire tutulup sogutulmustur.
5. (Cozeltinin i¢ine 7,5 pl Ethidium Bromid eklenmistir.

6

. Jel geker ocak altinda polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.

10x TBE soliisyonu Hazirlanmasi
108 gr Tris

54 gr Borik asit

40 ml 0.5M EDTA

PH: 8.26-8.28

10x TBE bufferi hazirlandiktan sonra 1xTBE eldesi i¢in bu soliisyondan 200 ml alinip
1800 ml saf su ile karistirilmistir.
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3.2.3 Orneklerin jele yiiklenmesi

Tepsiden alinan agoroz jel elektroforez tankina yerlestirilmis ve tizeri 1x TBE ile
doldurulmustur. 4 pl yiikleme tamponu (loading dye) parafin {izerine konmus, igerisine
2 ul ornekeklenip karistirilmis ve jele yiiklenmistir. Ornekler 1 saat 100 V’da

yiiriitiilmiis ve SynGene goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.

3.2.4 DNA miktar ve saflik 6l¢iimii

izole edilen DNA’larin miktar ve safligi NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre ile iki

tekrarli olarak Olgiilmiistiir.

NanoDrop Olgiim Teknigi:

Ornekten alnan 1 pl DNA 6lgiim muhafazasma konur ve iizeri aparat koluyla
kapatilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim sonrast 6l¢lim muhafazasi temizlenir ve yeni
ornege gecilmistir. NanoDrop yaziliminda DNA safligi 260/280 bdoliimiinde, miktari
(ng/pl) boliimiinde belirtilmistir..

Nanodrop spektrofotometre ile miktar tayini yapilan DNA 6rneklerinde, son voliim 100

ng/ul olacak sekilde seyreltme islemi gerceklestirilmistir.

3.2.5 PCR analizleri

izole edilen DNA’lar Biometra Uno Thermocycler’da PCR teknigi ile ¢ogaltilmustir.
Molekiiler marker tekniklerinden SSR, CAPS ve SCAR teknikleri uygulanmistir.
Arastirmada kullanilan primerler; mildiydye ve kiillemeye dayaniklilikla iliskili olarak
referans alinan arastirma bilgileri ile bu arastirmalarda dayaniklilikla iligkili olarak

belirtilen allel biiyiikliikleri Cizelge 3.3°de verilmistir.
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Cizelge 3.3 Kullanilan Primerler

Primer Gen Allel Biiyiikliigii (bp) | Genotip Orijini | Tlgili Yayim Hastalik
VMCT7F2 Rpvl 212/222 M.rotundifolia Riaz vd. 2011 Mildiyd
VMCT7F2 Rpv3 210/216 Regent Bellin vd. 2009 Mildiyd
VMC8G9 Rpvl 160 M.rotundifolia | Molnar vd. 2007 Mildiyo
VMC4F3.1 Runl 186 M.rotundifolia | Molnar vd. 2007 Kiilleme
VMC1G3.2 | Runl 153 M.rotundifolia | Barker vd. 2005 Kiilleme
Kismish
UDV020a Renl 161 vatkana Hoffmann vd. 2008 | Kiilleme
Kismish
VMC9H4.2 | Renl 283 vatkana Hoffmann vd. 2008 | Kiilleme
GLP1-12 Runl 870(670-200) M.rotundifolia Molnar vd. 2007 Kiilleme
SCORA7 Ren3 760 Regent Akkurt vd 2007 Kiilleme

PCR icin hazirlanan Karisim (PCR Master mix)

0,5 ml ependorf tlip iginde;

5,05 ulddH;,0 (molekiiler saf su)

2 ul 5x Buffer

0,25 pl ANTP karisimi

0,6 ul MgCl,

0,5 plileri (forward) primer

0,5 plgeri (revers) primer

0,1 ul Taq DNA Polimeraz Enzimi

1 pul DNA olacak sekilde 10 pl” ye tamamlanmustir.

PCR Programi
1. 94°C’ de 4 dakikadn denatiirasyon,

2.94°C’ de 1 dakika denatiirasyon

3. Primer’in annealing sicakliginda 1 dakika
4.72°C’ de 1 dakika

5.72°C’ de 10 dakika

(2- 4 basamaklar 35 dongii olarak uygulanmistir)
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3.2.6 PCR iiriinlerinin goriintillenmesi

PCR amplifikasyon iiriinleri agaroz jel elektroforez ve fragman analizi yontemiyle

gorlntiilenmistir.

3.2.6.1 Agaroz jel elektroforez yontemiyle goriintiilenme

CAPS ve SCAR molekiiler markor teknigiyle elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jel

elektroforez yontemiyle UV 151k altinda goriintiilenmistir.

150 ml %1,5’luk agaroz jel asagidaki sekilde hazirlanmstr;

1,2 gr agaroz tartilip 200 mI’lik erlene konmustur.

1XTBE soliisyonu erlenin {izerine eklenmistir.

Mikrodalga firinda kaynatilmigtir.

Kaynama basladigi anda alinip soguk su altinda bir siire tutulup sogutulmustur.

Cozeltinin i¢ine 7,5 pl Ethidium Bromid eklenmistir.

© o k~ w e

Jel ¢eker ocak altinda polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.

Tepsiden alinan agoroz jel elektroforez tankina yerlestirilmis ve {iizeri 1x TBE ile
doldurulmustur. 5 pl PCR iiriinii jele yiiklenmistir. Ornekler 1 saat 100 V’da yiiriitiilmiis

ve SynGene sistemi ile goriintiilenmistir.

3.2.6.2 Fragman analizi yontemiyle goriintiileme

SSR teknigiyle elde edilen PCR f{irlinleri AATI Fragment Analyzer cihaziyla (Sekil 3.4)
fragmanlarina ayrilmistir.  Uriinlerin  yiiklenmesinde AATI Fragment Analyzer

protokolii uygulanmustir.

Fragman ayrimi 6ncesi PCR f{irlinlerinin yiiklenmesi:
1. 96’11k bir plate’in her bir kuyucuguna 22 pl Dilution Buffer konulmustur.
2. Her bir kuyucuga 2 pl 6rnek konulup Dilution Buffer’la karigmasi i¢in santrifiij

edilmistir.
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3. 45 ul Seperation Jel 4,5 pl boya ile karistirilip cihazin jel kismina yiiklenmistir.

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

5. 20 ml Inlet Buffer 80 ml ultra saf su ile karistirithip 96’lik plate igerisineher bir
kuyucuk 1 ml olacak sekilde dagitilmis ve plate Inlet Buffer tepsisine yerlestirilmistir.

6. Marker soliisyonu 6zel 96 kuyucuklu marker plate igerisine 30 pl olarak dagitilmis ve

I’er damla mineral yag {izerlerine eklenmistir.

Sekil 3.4 AATI Fragman Analiz Cihazi

3.2.7 PCR iiriinlerinin allel biiyiikliiklerinin hesaplanmasi

SCAR(SCORAYT) primeri ile elde edilip agoroz jel elektrofozinde goriintiilenen iriinler
kiilleme ve mildiydye dayaniklilik tespiti i¢in SynGel goriintiileme sisteminde bant
buytikliikleri belirlenmistir. Bu amagla her bir jelin ilk kuyucuguna DNA Ladder (100-
1000 bp) konmus ve bant biiytikliikleri bu ladder yardimu ile tespit edilmistir.
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CAPS primeri (GLP1-12) kullanilarak elde edilen PCR fiiriinleri; Donald vd. (2001) e
gore ECOR1 restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra, SynGel goriintiileme sisteminde
yukarida anlatildigi sekilde kesim gerceklesip gerg¢eklesmedigi ve olusan bant
bliytikliikleri tespit edilmistir.

SSR primerleri (VMC7F2, VMCA41£3.1, VMC1g3.2, VMC9h4.2, UDV020a, VMC8g9)
ile elde edilen PCR f{iriinleri Fragment Analyzer ile pik goriintiileri olarak ayrilmis ve

ProSize yazilimiyla piklerdeki allel biiyiikliikleri belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DNA izolasyonu -DNA miktar ve saflik tayini

Arastirmada kullanilan genotiplerin DNA izolasyonlarindan sonra elde edilen DNA
miktar ve saflik diizeyleri NanoDrop ND1000 spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. DNA
miktarlart son voliim 100 ng/ul olacak sekilde seyrelti Imistir. Saflik degerleri 1,8 ve 2,0
arasinda yer alanlar DNA’lar saf/bulasiksiz olarak degerlendirilmistir. Saflik degeri
1,8’in altinda olan DNA’lar tekrar izole edilmis ve jel elektroforozinge
goriintlilenmistir. Arastirmada kullanilan genotiplere ait DNA miktar1 ve saflik degerleri

ortalamalar1 EK 4.1°de verilmistir.

Omek DNA’lart NanoDrop &lgiim sonuclarindan sonra Agaroz Jel Elektroforez
yontemiyle goriintiilenmistir (Sekil 4.1). Bu sekilde DNA saflik derecesi ve miktarlari

jel goriintiileri ile de konfirme edilebilmistir.

Sekil 4.1 12 6rnege ait DNA ‘larin agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.Genetik Analizler

4.2.1 SCAR ve CAPS analiz sonuclar

CAPS markorii olan GLP1-12 primerinin PCR amplifikasyon iiriinleri agaroz jel

lizerinde goriintiilenerek, ornekler bant var bant yok seklinde degerlendirilmistir (Sekil
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4.2). Doanld vd. (2001) e gore dayanikli genotiplerin belirlenmesi amaciyla
amplifikasyon iirlinleri ECORI enzimi ile kesilmistir. Kesim {iriinleri agaroz jel
elektroforez yontemiyle goriintiilenmistir (Sekil 4.3). GLP1-12 PCR analiz sonuglar
amplifikasyon tiriinii var (+) amplifikasyon iriinii yok (-) olacak sekilde ¢izelge EK

3’de verilmistir.

95979899 100101 110111 112 113 114 117 118 120 122 123 124 125 126 128 131 133 134 135 136 153 154

bp

S e e e ——
—>

bp

Sekil 4.2 GLP1-12 Primerinin PCR goriintiisii

11 12 13 18 19 22 26 28 31 34 35

— .
670 bp=—""

Sekil 4.3 35 o6rnek numarali Sunbelt ¢esidinde GLP 1-12 primeri amplifikasyon
iirlinlintin ECORI sonrasi kesilme goriintiisii

SCAR markorii olan SCORA7 primerinin amplifikasyon iriinleri agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 4.4). EK 4’te SCORA7 primeri ile amplifikasyon {iriinii 760 bp

verenler ve vermeyenler olarak verilmistir.

18 22 31 37 41 42 47 64 85 95 100125136 156 160

—_—— - —
. » 760 bp
— -

Sekil 4.4 SCORA7 Primeri ile elde edilen amplifikasyon iirlinlerinin goriintiisii
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4.2.2 SSR analiz sonuclarn

SSR primerleriyle gerceklestirilen PCR analiz sonuglari, fragman analiziyle bant
biiyiikliiklerinin belirlenmesi 6ncesinde, amplifikasyon {iriinii olusup olusmadigini

denetlemek amaciyla agaroz jel elektroforezi teknigiyle bant goriintiileri elde edilmistir.

Her bir SSR primeriyle elde edilen bant goriintiilerden segilen fotograflar sekil 4.5- 4.10
arasinda verilmistir. SSR primerleriyle elde edilen allelik dagilimlar arastirmada
kullanilan tiim genotipler i¢in EK 2’de ayrintilariyla verilmistir. SSR analizlerinde

‘Regent’ ¢esidi referans segilmistir.

1 381012 15 41 6370 81 95124 134 153 156160172 173 178 183 192

- = - L3

Sekil 4.5 VMC8g9 Primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon iirlinlerinin goriintiisii

Sekil 4.6’de VMCl1g3.2, primere ait jel goriintiisi yer alirken EK 2’de allel
buytikliikleri belirtilmistir.

. 12 13 14 34 38 40 41 48 69 81 95 123132136157 160172 173 180 193
ek | BT LT

Sekil 4.6 VMC1g3.2 Primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin goriintiisii

VMCT712 primerine ait jel goriintiisii sekil 4.7°de verilmistir. Allelik dagilim sonuglari
da EK 2’de verilmistir.
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o= 41 6263 64 68697072 81 8285 95 98

Sekil 4.7 VMC7F2 Primerinin PCR goriintiisii

UDV020a primeri sekil 4.8de 6rnek bir agaroz jel goriintiisii verilmistir. Allelik dagilim

sonuclart EK 2’de verilmistir.

Sekil 4.8 UDV020 Primerinin PCR goriintiisii

Sekil 4.9°da VMCA4F3.1 primeri 6rnek bir agaroz jel gorlintiisii verilmistir. Allelik

dagilim sonuglar1 EK 2’de verilmistir.

- - W i
- -A..‘\.-\_.:\%_.B-\_ - N - LR

76 81 82 85 88 89 94 95 96 97 98 99 100 101 103 104 105 107 108 109 110
oo w Seauboeosedecncoas

Sekil 4.9 VMC4F3.1 Primerinin PCR goriintiisi

Sekil 4.10°’da VMC9H4.2 primeri 6rnek bir agaroz jel goriintiisii verilmistir. Allelik
dagilim sonuclar1 EK 2’de verilmistir.

34



21 32 73 101 128 159172 174 175 180 193
= . F Al £

Sekil 4.10 VMC9H4.2 Primerinin PCR goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Kiilleme ve mildiy6 tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bagcilig1 tehdit eden en
onemli iki fungal hastalik etmenidir. Ulkemizde bag bolgelerimize gore degismekle
birlikte hastalik simptomlarinin ortaya ¢ikmasinin ve hastaligin kontrolii i¢in bir
vejetasyon donemi igerisinde 5-12 kez ilagclama yapilmasi gerekli olmaktadir. Bu
nedenle ozellikle bu iki hastalik etmenine dayanikli cesit gelistirme 1slahina yonelik

calismalar iilkemiz i¢in biiylik onem arz etmektedir.

Bu arastirmada iilkemizin yillik ortalama yagist 900 mm’nin {izerinde oldugu i¢in
ekonomik anlamda bagciligin sinirli oldugu Karadeniz sahil kesiminde yetistiriciligi
yapilabilen asma genotipleri ile Marmara bdlgelerinden toplanan farkli {iziim
cesitlerinin hastaliklara kars1 dayaniklilik durumlarinin, Markdre Dayali Seleksiyon
(MAS: Marker Assisted Selection) yontemi ile genotipik olarak belirlenmesi

amaclanmugtir.

Arastirmada diinyanin farkli 1slah enstitiilerinde (Almanya/Geilweilerhof;, ABD/USDA,
Japonya) kiilleme ve mildiydye dayanikli ve/veya tolerant olarak 1slah edilmis ¢esit ve
cesit adaylar1 da Markore Dayali Seleksiyonda referans olarak alinmistir. Bu ¢esitlerden
gelistirilen QTL haritalar1 sonrasinda (Fisher vd. 2004, Welter vd. 2007, Hoffman vd.
2008, Bellin vd. 2009, Riaz vd. 2011) genomlarinda dayaniklilikla iliskili kromozom
bolgelerinden gelistirilen molekiiller markorler, dayanikli ¢esit adaylarinin erken

seleksiyonuna yonelik olarak kullanilmiglardir.

Arastirmada kullanilan 128 6rnegin genetik analizlerinin sonuglarina gore; dayanikli

cesit aday1 olarak segilen genotipler cizelge 5.1°de verilmistir.

Aragtirmada Markore Dayali Seleksiyonda kullanilan markérler ve bu markdrlerin

genetik analizine iliskin detaylar asagida verilmistir.
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SSR Markorler:

Arastirmada kiilleme ve mildiydye dayaniklilikla iligkili 6 adet SSR markor
kullanilmigtir (VMC7£2, UDV020a, VMC41£3.1, VMC8g9, VMC9h4, VMCl1g3.2).

VMCT7F2;

VMC7F2 primeri Riaz vd. (2011) tarafindan mildiydye dayaniklilikla iligkili Rpvl
geniyle baglantili oldugu One siirlilmiistiir. Aragtirmacilarin  kullanmig olduklari
melezleme popiilasyonu M. rotundifolia (Muscadinia alt cinsi/2n=40) ¢esidi olan
‘Magnolia’ melezinden olusmaktadir. Aragtirmamizda Riaz vd. (2011)’ nin bulgularina
gore allelik dagilimi referans olarak kullandigimiz tek cesit ABD/USDA orjinli M.
rotundifolia melezi olan Sugargate ¢esidi VMC7F2 ile 212/222 bp biiyiikligiinde
allellere sahiptir. Arastirmamizda kullandigimiz cesitlerden higbirisi 212/222 allelik
dagilim gostermemistir (Cizelge 5.1). Bu aragtirmamizda beklenen bir sonug olup diger

markorlerden (VMC8g9, VMC413.1) elde edilen sonuglar ile de desteklenmistir.

Bellin vd. (2009) arastirmalarinda VMC7F2 primerinin mildiydye dayaniklilikla
baglantili Rpv3 geni ile yakin iligkili oldugunu tespit edilmiglerdir. Arastirmada
“Bianca x Chardonnay” melezi olan 116 6rnekle calisilmis ve dayaniklilikla iliskili
QTL bolgesinin 18 nolu kromozom iizerinde UDV305-VMC7F2 arasinda oldugunu
bildirmiglerdir. Arastirmada ‘Regent’ ve Bianca’ nin ortak bir pedigriye sahip olmasi
nedeniyle (Her ikisinde de Villard Blanc ortak ebeveyn) mildiydye dayaniklilik geninin
‘Bianca’ c¢esidi icin de Rpv3 geni oldugu goriisii dile getirilmistir. Buna gore
aragtirmamizda Regent ¢esidinin allel biiyiikliikleri olan 210/216 bp Rpv3 geni ile
iliskili olarak degerlendirilmis ve 210/216 bp allel biiyiikliigiine sahip 10 cesit
mildiydye dayanikli ¢esit adayi olarak sec¢ilmislerdir (Cizelge 5.1).

Arastirmamizda VMC7F2 ile dayaniklilikla iligkili allel olan 210 bp alleli Regent ile
birlikte 10 gesitte gdzlemlenirken, bunlardan 3 adetinin Yusufeli/Artvin’den toplanan

cesitler olmasi ilgi ¢ekicidir.
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Shidfar (2015) doktora ¢alismasinda VMC7F2 primerini Rpv3 geni ile iligkili olarak
MDS amach kullanmig ve ‘Regent’ ¢esidinin allellerinden 206 bp alleli dayaniklilikla
iliskili olarak bildirmistir. Arastirma sonucunda buldugumuz allel biiytkliikleri
(210:216/206:210) her iki allelde de 4 bp fark olmakla birlikte bu durumun farkh

Fragman Analiz cihazlarinin kullanimindan kaynaklandig: diistiniilebilir.

VMC8g9 Primeri

VMC8g9 peke¢ok arastirict tarafindan Muscadinia rotundifolia kokenli Runl geni ile
iliskili olarak kullanilmistir (Eibach vd. 2007, Molnar vd. 2007,Hoffman vd. 2008, Riaz
vd. 2011). Runl geni ilk olarak Donald vd (2002) tarafindan M. rotundifolia’da
kiillemeye dayaniklilikla iligkili gen olarak tespit edilmis ve bu isimle anilmistir. Daha
sonra Muscadinia kokenli dayaniklilik genleri Run, Euvitis kdkenli dayaniklilik genleri

Ren olarak isimlendirilmistir.

Molnar vd. (2007) arastirmasinda M. rotundifolia x V. vinifera melez popiilasyonunda
Runl geni ile baglantili markor olarak VMC8g9 kullanmislar ve kiillemeye dayanikli
bireylerin 160 bp allel biiylikliigline sahip oldugu tespit edilmislerdir. Caligmamizda
kullnilan 128 ¢esit i¢inde 160 bp allel biiyiikliigiine sahip birey bulunmamustir.

VMC4f3.1 Primeri

VMC413.1 primeri pekgok arastirici tarafindan kiilleme dayaniklilik geni Runl ile
iliskili olarak kullanilmistir (Wiedemann-Merdinoglu vd. 2006, Molnar vd. 2007,
Marguerit vd. 2009, Katula-Debreceni vd. 2010). Arastiricilar bu markoriin M.
rotundifolia QTL haritasinda Runl ile iligkili olarak VMC1g3.2 ile VMC8g9 arasinda
yer aldigim bildirmektedir (Hoffman 2008). Molnar vd. (2007) ‘nin ¢alismasinda MDS
amach kullanilan bu primer M. rotundifolia x V. vinifera melez popiilasyonunda Runl
geni ile baglantili olarak denenmis ve arastirmada dayanikli bireylerde 186 bp allel
biiyiikliigii tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda 1 adet birey (Vailant) 186 bp alleli
tasidigr goriilmistiir (Cizelge 5.1).
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VMC1g3.2 Primeri

Barker vd. (2005) yaptiklar1 ¢alismada Runl geni ve M.rotundifolia arasindaki iliski
arastirilmistir. Arastirma sonucunda dayaniklilikla iligkili beklenen allel biiyiikliigliniin
153 bp oldugu bulunmustur. Calismamizda 153 bp allel biiyiikliigline sahip bireyler
Cizelge 5.1°de verilmistir. Yine orijinin M.rotundifolia olmasi ve Sugargate ¢esidinin

bu allel biiyiikliiglinli vermesi beklenen bir sonugtur.

UDV020a Primeri

Hoffmann vd. (2008) yaptiklar1 arastirmada bir V.vinifera c¢esidi olan Kismish
vatkanada kiilleme ile iligkili oldugu bilinen Renl geni aragtirilmigtir. Arastirma
sonucunda 161 bp allel biiyiikliigiine sahip bireylerin dayanikli oldugu tespit edilmistir.
Bizim c¢alismamizda ise 5 cesit 161bp allel biiyiikliigline sahiptir ve olas1 dayanikli ¢esit
olarak bulunmustur. (Cizelge 5.1)

VMC9h4 Primeri

Hoffmann vd. (2008) yaptiklar1 arastirmada VMCO9h4.2 markorii kullanilmis ve
kiillemeye dayaniklilikla iligkili Renl geninin Kismish vatkana cesidindeki varligi
aragtirtlmistir. Sonuglara gore 283 bp allel biyiikliigiine sahip bireyler kiillemeye
dayaniklilikla liskilendirilmistir. Calismamizda 6 bireyin 283 bp allel biiyiikliigiine
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.1)
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Cizelge 5.1 SSR markorler ile tespit edilen olast dayanikli ¢esitler

Marker Mgili Dayaniklilik Dayaniklilikla Dayanikli Allel biiy. Cesit Adi
Oldugu | orijini iligkili allel Genotip Aday | (bp)
Gen biiyiikliigi No.
VMCT7F2 Rpvl Muscadinia 212/222 47 212/222 Sugargate ( M.rotundifolia)
rotundifolia
VMC7F2 Rpv3 Regent 210/216 4 210/216 57 Gerze 04
38 210/216 Orion
40 210/216 Staufer
41 210/216 Regent
44 210/216 Mortensen
51 210/216 Kofteci tizimii
176 210/216 (Yusufeli) yag tiziimii - 19
180 210/216 (Yusufeli) Peterek turfandasi(beyaz)
181 210/216 (Yusufeli) Istanbul {iziimii
VMC8¢g9 Rpvl Muscadinia 160/160 - - -
rotundifolia
VMC4£3.1 Runl Muscadinia 188/186 31 186/186 Valiant

rotundifolia




14%

Cizelge 5.1

SSR markorler ile tespit edilen olasi dayanikli gesitler (devam)

Marker Mgili Dayaniklilik orijini Dayaniklilikla Dayanikl Allel bity. (bp) | Cesit Adi
Oldugu iliskilendirilen allel | Genotip
Gen biiytikliigii Aday No.
VMC1g3.2 | Runl Muscadinia 153/153 27 153/153 Mars (C.siz)
rotundifolia

47 153/153 Sugargate
62 153/153 FX1-1
117 153/153 Kus Yiirek

UDV020a | Renl Kismish vatkana 161/161 76 160/162 Siyah Geggi-YALOVA
98 158/161 Beyaz tiziim (Geggi)Sinop 4
108 159/162 Bektas tiziimii
173 156/162 (Yusufeli) isimsiz 1 - 24
184 148/160 Rize Cayeli isimsiz 4 (Roucaneuf

?)

VMC9h4 Renl Kismish Vatkana 283 12 283/292 53 Pazar 03 (TESCIL)
14 283/292 53 Giineysu 03 (TESCIL)
26 283/292 Concord
27 272/283 Mars (C.siz)
31 283/283 Valiant
32 283/290 Kyoho




SCAR Markorleri

Akkurt vd. (2007) calismalarinda “Regent x Lemberger” melezleme popiilasyonunda
“Regent” genetik haritasinda kiillemeye dayaniklilik ile iligkili olarak tespit edilen QTL
bolgesinden SCORA7 markoriinii  gelistirmistir.  Regent haritasinda kiillemeye
dayaniklilikla iligkili olarak tespit edilen ve Ren3 olarak isimlendirilen SCORA7
markdrii, Eibach vd. (2007) arastirmalarinda Runl ve Rpvl geni tasimayan
poplilasyonlarda kiillemeye dayaniklilikla iliskili olarak basariyla kullanilabildigini
bildirmislerdir. Akkurt vd. (2007) SCORA7 marker1 ile 760 bp biiyiikliiglinde
amplifikasyon  iiriinii  veren  genotiplerin  kiillemeye  dayamikli  olarak

degerlendirmislerdir.

Arastirmamizda 10 tane genotip 760 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon {irlinii bant
vermistir. Bu genotipler kiilleme dayanikli aday genotipler olarak se¢ilmislerdir gizelge
5.2’de SCORA7 primeri ile 760 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon iiriinii bant veren

dayanikli genotip adaylar1 verilmistir.

Cizelge 5.2 SCAR markorleri ile belirlenen aday dayanikli genotipler

Primer Gen Allel Biiyiikligii | Genotip | Cesit
No
SCORA7 | Ren3 | 760 2 Batum 4 (Batum siyah)
760 17 55 Merkez 11 (Beyaz)
760 37 Boscoop Glory (Holland)
760 38 Orion
760 40 Staufer
760 41 Regent
760 42 Sirius
760 43 Phoenix
760 47 Sugargate
760 184 Rize Cayeli isimsiz 4
(Roucaneuf ?)

42



CAPS Markorleri

CAPS markorii GLP1-12 primeri Runl ile iligkili olarak Donald vd. (2001) tarafindan
gelistirilmis ve Muscadinia genotipi tasiyan populasyonlarda Runl ile iligkili bireylerin
belirlenmesi amaciyla basartyla kullanilmistir. Arastirmamizda PCR amplifikasyon
triinleri agaroz jel ilizerinde goriintiilenerek, Ornekler bant var bant yok seklinde
degerlendirilmistir. GLP1-12 PCR analiz sonuglar1 amplifikasyon {iriini var (+)
amplifikasyon iiriinii yok (-) olacak sekilde Cizelge 4,3'de verilmistir. Donald vd.
(2002)'e gore dayanikli genotiplerin belirlenmesi amaciyla amplifikasyon {iriinleri
EcoRI enzimi ile kesilmistir. 870 bp DNA fragmani hem saglikli hem de duyarli
bireylerde amplifike olmustur. ECORI ile kesimden sonra dayanikli bireyler iki ayri
parcaya ayrilirken (670 bp ve 200 bp), duyarli bireylerde boliinme olmamistir.
Arastirmamizda kesim irilinleri agaroz jel elektroforez yontemiyle goriintiilenmistir
(Sekil 4.12). Dayanikli ¢esitler 670 bp ve 200 bp kesim {iiriinii olusturmasina gore
degerlendirilmistir. Analiz sonrasinda yalnizca 35 No’lu Ornekte (Sunbelt) kesilme
gerceklesmistir  (Sekil 4.12.2). Diger Orneklerde herhangi bir kesilme

ger¢eklesmemistir.

Aragtirmamizin sonucunda 128 6rnek Markore Dayali Seleksiyon yontemiyle kiilleme
ve mildiydye dayaniklilikla iliskili markorler ile taranmis, kiillemeye olast dayanikli

olarak 22, mildiydye olas1 dayanikli olarak 10 genotip secilmistir.

Arastirma bir TUBITAK projesinin pargasi olarak yiiriitiilmiis, diger taraftan proje
kapsaminda fenotipik gozlemlere dayali olarak dayanikli bireyler belirlenmistir. Atak
vd. (2016) proje kapsaminda (Proje Kod No:TUBITAK/1130641) yaymladiklar1 proje
gelisme raporunda fenolotipik olarak takibi yapilan genotiplerin sonuglari Cizelge

5.3’de verilmistir.
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Cizelge 5.3 Proje gelisme raporunda yapay ve dogal inokiilasyon sonucunda dayanikli
ve hassas ¢esitler (Atak vd. 2016)

MIiLDiYO DOGAL MILDIYO YAPAY
Genotip . Hastahk Genotip . Hastahk
No Cesit Siddeti No Cesit Siddeti
43 Phoenix Asirt 19 08 Arhavi 01 Asirt
Dayanikli Dayanikli
Kofteci tiziimit | v Isabella- i
51 Yiksek 49 YALOVA Yiksek
Dayanikli Dayanikli
Orion Lival
38 Dayanikli 59 Ve Dayanikli
Niagara Mars (C.siz
28 g Hassas 27 € 5iz) Hassas
Batum 4
1 57 Ayancik 01 | Oldukea 2 (Batum siyah) | Oldukea
Hassas Hassas
KULLEME DOGAL KULLEME YAPAY
Genotip | (. ¢ Bk Genotip | (¢ Hastahk Siddeti
No $ Siddeti No $
53 Giineysu A 55 Merkez
03 (TESCIL $ir 06
14 ( ) Dayanikls 15 Asir1 Dayanikli
53 Giineysu Yidksek 53 Ardesen
18 01 uxse 11 02 (TESCIL) | Yiiksek Dayanikl
Dayanikli
Sunbelt Sugargate
35 Dayanikli 47 Dayanikl
Steuben
30 Hassas 39 Hassas
Ozer Karast | Olduk Muscat
uxea Bailey A
65 Hassas 48 y Oldukga Hassas
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Fenotipik gozlem sonuglari ve bizim aragtirmamiz sonuglart kiyaslandiginda VMC7F2
markdrleri ile mildiydye olast dayanikli tespit ettigimiz 38 nolu genotip (Orion) Atak
vd. (2016)‘nin calismasinda dogal inokiilasyon sonucunda mildiydye dayanikli
bulunmustur. 43 no’lu genotip (Phoenix) ve 38 no’lu genotip (Orion) ¢alismamizda
SCORA7 markéri ile kiillemeye olasi dayanikli bulunurken Atak vd. (2016)’nin
calismasinda mildiydye asir1 dayanikli bulunmustur. VMC7F2 markérii ile mildiyoye
olas1 dayanikl1 olarak tespit edilen 51 genotip no’lu ‘Kéfteci Uziimii’ fenotipik gézlem
sonucu mildiydye yiiksek dayanikli olarak tespit edilmistir (Cizelge 5.5)
Arastirmamizda VMC9H4.2 markorii ile kiillemeye olast dayanikli olarak tespit
ettigimiz 14 no’lu ‘53 Giineysu 03’ ¢esidi dogal inokiilasyon sonucu kiillemeye asir1
dayanikli bulunmustur (Cizelge 5.6) VMC7F2 ile mildiydye, VMC4F3.1, VMC1g3.2
ve SCORA?7 ile kiillemeye dayanikli bulunan 47 no’lu M. rotundifolia ¢esidi olan
‘Sugargate’ Atak vd. (2016) tarafindan yapay kiilleme inokiilasyonu sonucu dayanikli

tespit edilmistir.

Cizelge 5.4 Mildiyoye Dayanikli Cesit adaylar

Fenotipik olarak

Mildiyoye Dayamkh Mildiyoye Dayamikh | Ortak Dayamkh
Sugargate ( M.rotundifolia) Phoenix Orion

57 Gerze 04 Kofteci liziimii Kofteci tiziimii
Orion Orion

Staufer 08 Arhavi 01

Regent Isabella-YALOVA

Mortensen Lival

Kofteci tizimi

(Yusufeli) yag tizimii
(Yusufeli) Peterek turfandasi(beyaz)

(Yusufeli) Istanbul {iziimii (kirmiz)
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Cizelge 5.5 Kiillemeye Dayanikli Cesit adaylari

Fenotipik Gozlemde
Kiillemeye Dayamkl Kiillemeye Dayamklh Ortak Dayamkh
Valiant 53 Giineysu 03 (TESCIL) | Sugargate
Mars (C.siz) 53 Giineysu 01 ?%E(}Sucniiy)su 03
Sugargate Sunbelt
FX1-1 55 Merkez 06
Kus Yiirek 53 Ardesen 02 (TESCIL)

Siyah Geggi-YALOVA

Sugargate

Beyaz tiziim (Geggi)Sinop 4

Bektas tiziimii

(Yusufeli) isimsiz 1 - 24 ¢elik

Rize Cayeli isimsiz 4 (Roucaneuf ?)

53 Pazar 03 (TESCIL)

53 Giineysu 03 (TESCIL)

Concord

Kyoho

Batum 4 (Batum siyah)

55 Merkez 11 (Beyaz)

Boscoop Glory (Holland)

Orion

Staufer

Regent

Sirius

Phoenix

Arastirmamizin sonucunda 128 o6rnek arasindan kiillemeye olasi dayanikli olarak 22,
mildiydye olas1 dayanikli olarak 10 adet birey se¢ilmistir. Fenotipik gozlemlerle birlikte
ortak olarak mildiydye dayanikli bulunan «Kofteci Uziimii», kiillemeye dayanikli

bulunan «53 Giineysu 03» ¢esitleri projenin devaminda degerlendirilip gelecekte 1slah

caligmalarinda erken seleksiyonda rol oynayacaktir.
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EKLER

EK 1 DNA miktar1 ve saflik degerleri ortalamalari

EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markorleri ile elde edilen PCR
iriinlerinin allelik dagilimi

EK 3 CAPS Primerinde PCR iiriinii varligi
EK 4SCAR Primerinde 760 bp amplifikasyon iiriinii varlig
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EK 1 DNA miktar1 ve saflik degerleri ortalamalari

Ornek Miktar Saflik Ornek No Miktar Saflik
No (ng/ul) (260/280) (ng/ul) (260/280)
No 0 NaN No 0 NaN
1 285 1,86 21 37,245 1,575
2 270,18 1,65 22 80,32 1,815
3 251,19 1,705 23 60,475 1,76
4 238,61 1,73 24 79,83 1,91
5 153,025 1,44 25 13,865 1,25
6 114,58 1,99 26 127,91 1,745
7 41,01 2,005 27 105,31 1,54
8 49,825 1,765 28 103,13 1,6
10 48,715 1,71 29 198,34 1,58
11 77,645 1,29 30 107,905 15
12 40,605 1,58 31 139,3 1,49
13 55,1 1,41 32 81,735 1,62
14 45,85 1,97 33 121 1,55
15 42,975 1,985 34 96,65 1,325
16 54,15 1,5 35 138,9 1,43
17 49,45 1,75 37 127,05 14
18 87,205 1,535 38 156,77 1,57
19 38,25 1,965 40 140,005 1,435

o1




EK 1 DNA miktar1 ve saflik degerleri ortalamalar1 (devam)

Ornek No (I;]Agi/ﬁ?r (ggg/lgsm Ornek No (wg;/IthI?r (ggg/lgsm
No 0 NaN No 0 NaN
a1 110,1 15 76 122,19 1,585
2 153,05 1,775 81 137,59 1,205
e 147,225 153 82 84,82 0,75
24 102,6 1,68 85 62,96 0,895
25 183,165 177 88 86,435 0,835
26 63,385 178 89 244 64 1,565
a7 35,855 1,745 94 95,445 0,975
a8 149,205 1,92 95 2718 0,75
29 101,71 162 9% 114,26 141
50 96,27 176 97 228,44 159
51 103,925 1,895 98 180,78 15
62 9,8 1,89 99 89,52 1,395
63 62,18 1,895 100 147,335 118
64 37,505 1,785 101 63,26 0,645
65 97,93 176 108 98,925 173
67 725 1,995 109 229,06 1,855
63 28,53 1,92 110 105,675 1,685
69 70,495 211 111 153,915 1,785
70 29,86 173 112 204,97 185
71 122,675 1,08 113 82,25 153
72 52,135 175 114 135,725 1,775
73 81,18 2,05 117 62,62 176
74 67,525 1,85 118 74.8 1,84
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EK 1 DNA miktar1 ve saflik degerleri ortalamalar1 (devam)

Ornek No (ﬁ”g;/'fﬁ?r (ggg/lgsm Ornek No (wg;/IthI?r (ggg/lgsm
No 0 NaN No 0 NaN
119 110,42 1,835 160 144,975 14
120 138,885 18 161 466,85 1,935
122 119,06 1,655 162 388,62 1,945
123 207 44 1,865 164 401,94 1,925
124 54,465 1,605 165 326,275 1,94
125 106,9 1,795 166 605,14 1,03
126 111,68 18 168 238,375 19
127 113,78 1,705 169 219,965 1,905
128 158,05 1,885 172 518,715 1,035
131 378,23 187 173 421,035 1,965
132 1374095 | 1,965 174 337,985 1,89
133 459,97 1,01 175 611,675 1,98
134 546,215 1,945 176 352,7 19
135 579,25 19 177 468,565 1,95
136 373,575 1,86 178 443,44 1,925
137 16479 1,975 179 448,295 1,015
153 316,45 1,92 180 455,85 1,97
154 285,975 1,88 181 943,855 1,01
155 17517 1,85 182 453,705 1315
156 232,39 1,895 183 751,845 141
157 255,99 1,885 184 251,05 136
158 281,185 1,875 192 291,055 1575
159 409,005 1,94 193 180,25 143
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EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markorleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilimi

4%

VMC1g3.2 UDV020a VMC9h4.2 VMC8g9 VMCT7f2 VMC4f3.1

Genotip | allel | allel | Genotip | allel | allel | Genotip | allel | allel | Genotip | allel | allel | Genotip | allel | allel | Genotip | allel | allel

bily. | biy. bily. | biiy. bily. | biiy. bily. | biiy. biiy. | biiy. biiy. | biiy.
Regent | 140 | 153 | Regent 143 | 149 | Regent 280 | 292 | Regent 182 | 185 | Regent 210 | 216 | Regent 195 | 197
1 140 | 140 |1 144 | 144 | 1 273 | 292 |1 178 | 202 |1 203 | 207 |1 174 | 197
2 - - 2 147 | 151 | 2 272 | 287 | 2 173 | 177 | 2 213 | 224 | 2 179 | 181
3 - - 3 144 | 144 | 3 274 | 292 |3 - - 3 211 | 211 |3 179 | 181
4 140 | 140 | 4 144 | 144 | 4 273 | 292 | 4 178 | 202 | 4 210 | 216 | 4 179 | 179
5 140 | 140 |5 145 | 145 | 5 273 [ 292 |5 - - 5 208 | 212 |5 179 | 181
6 137 | 137 | 6 144 | 144 | 6 273 | 292 | 6 178 | 202 | 6 202 | 207 | 6 179 | 181
7 141 | 183 |7 144 | 144 | 7 269 289 |7 - - 7 208 | 212 |7 181 | 181
8 132 | 132 | 8 144 1150 | 8 290 [ 298 |8 174 | 180 | 8 211 | 211 | 8 179 | 181
10 141 | 141 | 10 - - 10 287 | 291 | 10 180 | 186 | 10 205 | 205 | 10 176 | 176
11 141 | 141 | 11 144 | 151 |11 274 | 293 | 11 - - 11 208 | 212 |11 179 | 180
12 148 | 207 | 12 116 | 149 | 12 283 | 292 |12 186 | 196 | 12 205 | 209 |12 - -
13 142 | 142 | 13 144 | 144 | 13 274 | 293 | 13 151 | 190 | 13 205 | 210 | 13 176 | 212
14 149 | 149 | 14 118 | 118 | 14 283 | 292 | 14 182 | 185 | 14 208 | 212 | 14 176 | 180
15 274 | 274 | 15 - - 15 - - 15 - - 15 - - 15 175 | 212
16 140 | 140 | 16 143 | 143 | 16 274 | 293 | 16 - - 16 203 | 207 | 16 181 | 182
17 142 | 154 | 17 150 | 166 | 17 290 | 290 | 17 - - 17 208 | 212 | 17 182 | 210
18 142 | 142 | 18 144 | 144 | 18 273 | 292 | 18 175 | 198 | 18 203 | 208 | 18 179 | 181
19 148 | 148 | 19 117 | 150 | 19 284 | 292 | 19 186 | 195 | 19 208 | 212 | 19 180 | 192
21 141 | 141 | 21 151 | 166 | 21 274 | 291 | 21 178 | 178 | 21 210 | 220 | 21 - -
22 141 | 141 | 22 - - 22 274 | 293 | 22 178 | 202 | 22 208 | 212 | 22 180 | 181
23 140 | 140 | 23 141 | 141 | 23 274 | 293 | 23 178 | 202 | 23 208 | 212 | 23 178 | 179




i)

EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markorleri ile elde edilen PCR iirtinlerinin allelik dagilimi (devam)

24 140 | 182 | 24 143 | 143 | 24 274 | 293 | 24 178 | 202 | 24 208 | 212 | 24 179 | 181
25 142 | 184 | 25 143 | 143 | 25 274 | 293 | 25 - - 25 208 | 212 | 25 177 | 179
26 140 | 140 | 26 142 | 142 | 26 283 | 292 | 26 - - 26 208 | 212 | 26 175 | 211
27 153 | 153 | 27 151 | 151 | 27 272 | 283 | 27 180 | 186 | 27 211 | 211 | 27 177 | 179
28 136 | 136 | 28 144 | 144 | 28 290 | 293 | 28 178 | 188 | 28 207 | 207 | 28 176 | 176
29 141 | 184 | 29 144 | 144 | 29 272 | 292 | 29 174 | 178 | 29 211 | 211 | 29 181 | 190
30 140 | 140 | 30 142 | 142 | 30 272 1292 | 30 - - 30 182 | 208 | 30 182 | 214
31 182 | 181 | 31 144 | 144 | 31 283 | 283 | 31 163 | 176 | 31 203 | 203 | 31 186 | 186
32 141 | 141 | 32 143 | 143 | 32 283 | 290 | 32 176 | 180 | 32 208 | 212 | 32 179 | 227
33 182 | 184 | 33 143 | 143 | 33 285 | 312 | 33 - - 33 208 | 208 | 33 174 | 182
34 147 | 147 | 34 144 | 144 | 34 273 | 298 | 34 186 | 186 | 34 250 | 250 | 34 188 | 211
35 137 | 137 | 35 142 | 142 | 35 269 | 289 | 35 175 | 175 | 35 211 | 211 | 35 176 | 192
37 141 | 141 | 37 149 | 149 | 37 313 | 321 | 37 169 | 208 | 37 208 | 212 | 37 183 | 212
38 140 | 140 | 38 142 | 148 | 38 271 | 291 | 38 - - 38 210 | 216 | 38 182 | 187
40 140 | 140 | 40 143 | 147 | 40 272 | 291 | 40 184 | 229 | 40 210 | 216 | 40 181 | 183
42 140 | 140 | 42 143 | 147 | 42 273 | 273 | 42 183 | 202 | 42 214 | 219 | 42 182 | 190
43 154 | 154 | 43 148 | 151 | 43 272 | 291 | 43 183 | 202 | 43 215 | 221 | 43 191 | 197
44 143 | 143 | 44 149 | 149 | 44 271 | 290 | 44 182 | 185 | 44 210 | 216 | 44 184 | 184
45 183 | 140 | 45 144 | 144 | 45 271 | 290 | 45 178 | 202 | 45 208 | 212 | 45 181 | 181
46 140 | 182 | 46 117 | 117 | 46 284 | 284 | 46 178 | 178 | 46 208 | 212 | 46 182 | 182
47 153 | 153 | 47 147 | 149 | 47 271 | 318 | 47 - - 47 212 | 222 | 47 176 | 184
48 141 | 141 | 48 118 | 144 | 48 277 | 320 | 48 178 | 202 | 48 208 | 212 | 48 181 | 214
49 140 | 182 | 49 144 | 144 | 49 274 | 293 | 49 178 | 202 | 49 208 | 212 | 49 180 | 182
50 146 | 153 | 50 152 | 152 | 50 288 | 288 | 50 - - 50 208 | 212 | 50 174 | 232
51 154 | 154 | 51 143 | 143 | 51 276 | 292 | 51 170 | 170 | 51 210 | 216 |51 173 | 194
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EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markorleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilim1 (devam)

62 153 | 153 | 62 143 | 143 | 62 277 | 293 | 62 170 | 170 | 62 208 | 212 | 62 174 | 195
63 137 | 142 | 63 150 | 150 | 63 292 | 321 | 63 175 | 208 | 63 206 | 211 | 63 181 | 187
64 141 | 153 | 64 158 | 158 | 64 272 | 279 | 64 186 | 186 | 64 213 | 216 | 64 176 | 181
65 141 | 141 | 65 138 | 149 | 65 298 | 320 | 65 170 | 177 | 65 211 | 211 | 65 17 17

67 141 | 141 | 67 148 | 158 | 67 298 | 302 | 67 175 | 186 | 67 211 | 211 | 67 176 | 192
68 141 | 141 | 68 147 | 157 | 68 299 | 303 | 68 174 | 186 | 68 211 | 211 | 68 176 | 198
69 141 | 141 | 69 150 | 159 | 69 288 | 298 | 69 182 | 185 | 69 211 | 211 | 69 176 | 192
70 141 | 141 | 70 150 | 157 | 70 290 | 320 | 70 186 | 186 | 70 208 | 212 | 70 176 | 182
71 136 | 146 | 71 148 | 158 | 71 280 | 285 |71 183 | 183 | 71 208 | 212 |71 191 | 219
72 136 | 136 | 72 147 | 157 | 72 292 | 311 | 72 173 | 180 | 72 213 | 216 | 72 204 | 219
73 149 | 156 | 73 148 | 151 | 73 277 | 298 | 73 174 | 186 | 73 - - 73 169 | 188
74 142 | 142 | 74 158 | 158 | 74 291 | 311 | 74 181 | 185 | 74 208 | 212 | 74 176 | 176
76 137 | 143 | 76 160 | 162 | 76 279 | 287 | 76 173 | 185 | 76 211 | 211 | 76 185 | 201
81 141 | 153 | 81 148 | 158 | 81 289 | 296 | 81 169 | 181 | 81 208 | 212 | 81 183 | 216
82 154 | 154 | 82 157 | 157 | 82 301 | 310 | 82 174 | 186 | 82 208 | 208 | 82 192 | 198
85 140 | 140 | 85 147 | 147 | 85 275 | 294 | 85 178 | 202 | 85 208 | 212 | 85 176 | 198
88 141 | 141 | 88 150 | 150 | 88 275 | 294 | 88 178 | 202 | 88 208 | 212 | 88 182 | 189
89 140 | 140 | 89 150 | 150 | 89 - - 89 178 | 202 | 89 204 | 208 | 89 182 | 182
94 138 | 138 | 94 149 | 149 | 94 274 | 293 | 94 178 | 202 | 94 209 | 213 | 94 181 | 181
95 - - 95 148 | 148 | 95 - - 95 178 | 202 | 95 208 | 212 | 95 182 | 189
96 143 | 143 | 96 158 | 173 | 96 277 | 290 | 96 174 | 174 | 96 214 | 214 | 96 196 | 233
97 140 | 140 | 97 151 | 151 | 97 273 | 292 | 97 178 | 202 | 97 207 | 211 | 97 182 | 182
98 140 | 140 | 98 158 | 161 | 98 288 | 312 | 98 174 | 174 | 98 213 | 217 | 98 178 | 209
99 201 | 201 | 99 159 | 159 | 99 291 | 312 | 99 185 | 185 | 99 208 | 212 | 99 176 | 233




LS

EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markoérleri ile elde edilen PCR iirtinlerinin allelik dagilimi (devam)

100 142 | 142 | 100 148 | 158 | 100 280 | 288 | 100 175 | 184 | 100 209 | 227 | 100 192 | 212
101 2 - 101 148 | 159 | 101 289 | 296 | 101 174 | 186 | 101 212 | 216 | 101 176 | 212
108 136 | 141 | 108 159 | 162 | 108 303 | 312 | 108 175 | 186 | 108 212 | 216 | 108 183 | 198
109 135 | 135 | 109 158 | 158 | 109 278 | 311 | 109 170 | 175 | 109 208 | 212 | 109 177 | 183
110 144 | 144 | 110 147 | 157 | 110 298 | 311 | 110 175 | 175 | 110 208 | 212 | 110 188 | 197
111 136 | 141 | 111 148 | 158 | 111 - - 111 181 | 186 | 111 208 | 212 | 111 175 | 198
112 140 | 152 | 112 154 | 168 | 112 290 | 352 | 112 180 | 186 | 112 212 | 216 | 112 199 | 218
113 142 | 142 | 113 146 | 158 | 113 276 | 287 | 113 170 | 170 | 113 208 | 212 | 113 179 | 197
114 144 | 153 | 114 159 | 172 | 114 287 | 290 | 114 175 | 186 | 114 211 | 211 | 114 177 | 189
117 153 | 153 | 117 148 | 158 | 117 302 | 312 | 117 175 | 175 | 117 217 | 217 | 117 196 | 196
118 136 | 141 | 118 147 | 157 | 118 291 | 304 | 118 181 | 187 | 118 208 | 223 | 118 177 | 183
119 143 | 155 | 119 154 | 169 | 119 286 | 308 | 119 - - 119 206 | 221 | 119 180 | 194
120 143 | 145 | 120 158 | 164 | 120 312 | 402 | 120 - - 120 208 | 223 | 120 177 | 189
122 137 | 142 | 122 148 | 159 | 122 278 | 292 | 122 181 | 186 | 122 208 | 212 | 122 175 | 212
123 141 | 141 | 123 149 | 149 | 123 323 | 337 | 123 174 | 196 | 123 205 | 205 | 123 182 | 182
124 138 | 143 | 124 158 | 158 | 124 294 | 314 | 124 181 | 186 | 124 208 | 212 | 124 175 | 212
125 139 | 142 | 125 158 | 158 | 125 291 | 291 | 125 175 | 180 | 125 207 | 207 | 125 183 | 192
126 132 | 132 | 126 157 | 157 | 126 293 | 313 | 126 177 | 185 | 126 208 | 212 | 126 177 | 218
127 135 | 141 | 127 148 | 156 | 127 293 | 323 | 127 169 | 174 | 127 206 | 214 | 127 191 | 216
128 139 | 139 | 128 151 | 151 | 128 244 | 274 | 128 178 | 202 | 128 204 | 208 | 128 181 | 181
131 137 | 142 | 131 158 | 158 | 131 296 | 304 | 131 175 | 175 | 131 207 | 224 | 131 183 | 189
132 132 | 136 | 132 158 | 173 | 132 291 | 404 | 132 203 | 203 | 132 207 | 222 | 132 189 | 192
133 139 | 139 | 133 149 | 149 | 133 274 | 294 | 133 - - 133 203 | 208 | 133 182 | 182
134 - - 134 147 | 159 | 134 292 | 303 | 134 174 | 174 | 134 - - 134 197 | 197
135 141 | 145 | 135 148 | 158 | 135 303 | 303 | 135 179 | 179 | 135 205 | 211 | 135 192 | 198
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EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markoérleri ile elde edilen PCR {irtinlerinin allelik dagilimi (devam)

136 143 | 143 | 136 137 | 155 | 136 291 | 313 | 136 - - 136 208 | 225 | 136 193 | 211
137 144 | 144 | 137 158 | 158 | 137 291 | 305 | 137 - - 137 208 | 212 | 137 177 | 198
153 145 | 145 | 153 426 | 426 | 153 272 | 303 | 153 175 | 187 | 153 204 | 208 | 153 184 | 184
154 143 | 143 | 154 152 | 152 | 154 270 | 321 | 154 183 | 183 | 154 203 | 208 | 154 182 | 182
155 482 | 482 | 155 147 | 147 | 155 272 | 277 | 155 179 | 183 | 155 203 | 205 | 155 178 | 178
156 140 | 140 | 156 157 | 157 | 156 272 | 275 | 156 179 | 208 | 156 203 | 206 | 156 182 | 200
157 143 | 143 | 157 123 | 123 | 157 284 | 291 | 157 191 | 191 | 157 207 | 225 | 157 180 | 180
158 141 | 141 | 158 - - 158 275 | 314 | 158 186 | 208 | 158 203 | 209 | 158 183 | 213
159 143 | 143 | 159 148 | 155 | 159 272 | 293 | 159 187 | 187 | 159 163 | 203 | 159 184 | 214
160 144 | 165 | 160 120 | 120 | 160 273 | 285 | 160 187 | 191 | 160 202 | 212 | 160 177 | 183
161 147 | 147 | 161 120 | 148 | 161 272 | 284 | 161 192 | 199 | 161 208 | 223 | 161 195 | 195
162 140 | 140 | 162 120 | 156 | 162 284 | 293 | 162 184 | 184 | 162 203 | 208 | 162 182 | 182
164 - - 164 121 | 121 | 164 284 | 322 | 164 182 | 185 | 164 205 | 222 | 164 183 | 183
165 154 | 154 | 165 155 | 233 | 165 293 | 313 | 165 184 | 188 | 165 203 | 209 | 165 183 | 198
166 203 | 205 | 166 - - 166 291 | 291 | 166 190 | 192 | 166 - - 166 213 | 222
168 140 | 140 | 168 155 | 155 | 168 274 | 312 | 168 187 | 208 | 168 203 | 205 | 168 183 | 212
169 139 | 139 | 169 148 | 148 | 169 270 | 320 | 169 191 | 200 | 169 206 | 208 | 169 185 | 185
172 208 | 208 | 172 147 | 147 | 172 274 | 293 | 172 191 | 207 | 172 203 | 203 | 172 193 | 214
173 135 | 135 | 173 156 | 162 | 173 289 | 301 | 173 184 | 190 | 173 212 | 216 | 173 - -

174 140 | 140 | 174 155 | 170 | 174 292 | 303 | 174 - - 174 208 | 212 | 174 197 | 197
175 138 | 155 | 175 155 | 155 | 175 279 | 312 | 175 174 | 174 | 175 208 | 212 | 175 178 | 183
176 - - 176 155 | 170 | 176 291 | 303 | 176 190 | 190 | 176 210 | 216 | 176 196 | 212
177 149 | 156 | 177 155 | 170 | 177 292 | 302 | 177 187 | 187 | 177 212 | 214 | 177 184 | 195
178 156 | 156 | 178 155 | 170 | 178 285 | 303 | 178 - - 178 208 | 212 | 178 195 | 195
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EK 2 Arastirmada kullanilan genotiplerin SSR markorleri ile elde edilen PCR {iiriinlerinin allelik dagilimi (devam)

179 156 | 156 | 179 155 | 163 | 179 277 | 313 | 179 180 | 189 | 179 212 | 216 | 179 184 | 198
180 138 | 141 | 180 145 | 155 | 180 307 | 307 | 180 178 | 178 | 180 210 | 216 | 180 192 | 192
181 136 | 136 | 181 155 | 168 | 181 280 | 314 | 181 173 | 178 | 181 210 | 216 | 181 173 | 179
182 - - 182 - - 182 - = 182 - - 182 211 | 211 | 182 - -

183 141 | 141 | 183 147 | 147 | 183 274 | 293 | 183 202 | 202 | 183 208 | 212 | 183 182 | 182
184 - - 184 148 | 160 | 184 273 | 273 | 184 190 | 190 | 184 212 | 222 | 184 174 | 174
192 140 | 140 | 192 137 | 155 | 192 287 | 291 | 192 177 | 183 | 192 213 | 229 | 192 185 | 213
193 142 | 142 | 193 137 | 155 | 193 289 | 293 | 193 184 | 191 | 193 212 | 214 | 193 - -




EK 3 CAPS Primerinde PCR iiriinii varlig

GLP1-12 GLP1-12 GLP1-12 GLP1-12
Genotip | PCRiiriinii | Genotip | PCRiiriinii | Genotip | PCRiiiriinii | Genotip PCR
urunu
1 + 40 - 99 + 160 +
2 + 41 - 100 + 161 +
3 + 42 - 101 + 162 +
4 + 43 - 108 + 164 +
5 + 44 - 109 + 165 +
6 + 45 - 110 + 166 +
7 - 46 - 111 + 168 +
8 + 47 - 112 + 169 +
10 - 48 - 113 + 172 +
11 + 49 - 114 + 173 +
12 + 50 - 117 + 174 -
13 + 51 + 118 + 175 +
14 - 62 + 119 + 176 +
15 - 63 + 120 + 177 +
16 + 64 + 122 + 178 +
17 + 65 + 123 + 179 +
18 + 67 - 124 + 180 +
19 + 68 + 125 + 181 +
21 - 69 + 126 + 182 -
22 + 70 + 127 + 183 +
23 - 71 + 128 + 184 +
24 - 72 + 131 + 192 +
25 + 73 - 132 + 193 +
26 + 74 + 133 +
27 + 76 + 134 +
28 + 81 + 135 +
29 - 82 + 136 +
30 - 85 - 137 +
31 + 88 + 153 +
32 - 89 + 154 +
33 - 94 + 155 +
34 + 95 + 156 +
35 96 + 157 +
37 - 97 + 158 +
38 - 98 + 159 +
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EK 4SCAR Primerinde 760 bp amplifikasyon {irtinii varligi

SCORA7 SCORA7 SCORA7 SCORA7
Genotip | 760 bp allel | Genotip | 760 bp allel Genotip 760 bp allel | Genotip 760 bp
biyiikligii biyiikligii biyiikligii allel
biiylikligii
1 - 40 + 99 - 160 -
2 + 41 + 100 - 161 -
3 - 42 + 101 - 162 -
4 - 43 + 108 - 164 -
5 - 44 - 109 - 165 -
6 - 45 - 110 - 166 -
7 - 46 - 111 - 168 -
8 - 47 + 112 - 169 -
10 - 48 - 113 - 172 -
11 . 49 - 114 - 173 -
12 - 50 - 117 - 174 -
13 . 51 - 118 - 175 -
14 - 62 - 119 - 176 -
15 - 63 - 120 - 177 -
16 - 64 - 122 - 178 -
17 + 65 - 123 - 179 |-
18 E 67 - 124 - 180 -
19 . 68 - 125 Iy 181 -
21 - 69 - 126 - 182 -
22 - 70 - 127 - 183 -
23 - 71 - 128 - 184 +
24 - 72 - 131 - 192 -
25 - 73 - 132 - 193 -
26 - 74 - 133 -
27 - 76 - 134 -
28 - 81 - 135 -
29 - 82 - 136 -
30 - 85 - 137 -
31 - 88 - 153 -
32 - 89 - 154 -
33 - 94 - 155 -
34 - 95 - 156 -
35 - 96 - 157 -
37 97 - 158 -
38 98 - 159 -
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