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OZET

ASMADA MILDiYO (Plasmopara viticola) HASTALIGINA
DAYANIKLILIK LOKUSLARI iLE iLISKiLi SNP MARKORLERININ
BELIRLENMESI

Esra SULUHAN
Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Ilknur POLAT
Temmuz 2024; 46 sayfa

Uziim yetistiriciligi yapilan alanlarda, fungal hastaliklar en 6nemli biyotik stres
faktdrlerinden biridir. Kyoho (P. viticola'ya dayanikli) ile Yalova Incisi (P. viticola'ya
hassas) melezinden elde edilen 77 adet F1 popiilasyonu kullanilarak, tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) tespit analizleri ve QTL haritalamas1 yapilarak {iziimde mildiyo
hastalik etmeni P. viticola'ya karst dayanikliligi kontrol eden QTL’ler {iziim genomunda
haritalanmustir.

Uziim genomunda yer alan SNP markérlerinin CIM analizi sonucu hesaplanan
LOD degerleri ve yiizde etki degerleri hesaplanmistir. Analizler sonucunda toplam 11
adet QTL’in P. viticola'ya dayanikliligi kontrol ettigi belirlenmistir. SNP’lerin
belirlenmesiyle detayli polimorfizm taramasi yapilmistir. SNP analizleri sonucunda,
dayaniklilikla iligkili gii¢lit QTL’lerin kromozom 7, 14, 16 ve 18 de (7. kromozomda 1
adet; 14. kromozomda 3 adet; 16. kromozomda 1 adet; 18. kromozomda 6 adet) yer
alirken toplam 4 kromozomda yer alan QTL’lerin minimum %29,3 ve maksimum %100
etki degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda P. viticola'min yapay inokiilasyonundan sonra
yapraklardaki sporulasyon yogunluklarina gore ve sporulasyon alanina gore
degerlendirmeler yapilmistir. Inokulasyon skorlama sonuglari sporulasyon siddeti ve
sporulasyon alan1 (Boso vd. 2014; Uzun vd. 2018) sonuglar1 6 ana sinif ayrimina goére
degerlendirilmistir. QTL’lere baglant1 gosteren SNP markodrleri MAS calismalarinda
kullanilabilecek 5 adet CAPS markoriine ¢evrilmis, uygun kesim enzimleri belirlenmistir.

Verifikasyon ¢alismalari i¢in klasik testleme sonucu belli olan Alphonse Lavellée
x Regent ve Yalova Incisi x Kyoho melezi F1 genotipler kullanilmistir. Markérler, P.
viticola'ya dayanikliligin ¢oklu gen tarafindan kontrol edilmesi nedeniyle tek bir primerle
sonug alinamayacagini gostermistir. Bu nedenle, monomortfik band deseni sunan Chr 14
SNP ve Chr 16 SNP primerlerinden elde edilen PCR firiinlerinin, ¢ok kiiciik bp
mesafedeki bandlarin ayrimini1 saglayan sistemler kullanilarak tekrar galisilmasi uygun
olacaktir. Chr 7 SNP i¢in degerlendirme yapilabilmistir ve molekiiler testlemelerin klasik
testlemelerle Ortlisme oranlari sporolasyon siddetine gore %81, sporolasyon alanina gore
ise %77 oraninda paralellik gosterdigi tespit edilmistir.



ANAHTAR KELIMELER: Hastaliga dayaniklilik, Kyoho, Plasmopara viticola, SNP,
Vitis vinifera

JURI: Prof. Dr. ilknur POLAT
Prof. Dr. A. Naci ONUS

Dog. Dr. Ibrahim CELIK



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SNP MARKERS ASSOCIATED WITH RESISTANCE
LOCI TO DOWNY MILDEW (Plasmopara viticola) DISEASE IN GRAPEVINE

Esra SULUHAN
MSc Thesis in Horticultural Department
Supervisor: Prof. Dr. llknur POLAT
July 2024; 46 pages

Fungal diseases are one of the most important biotic stress factors in grape
growing areas. By using 77 F1 populations obtained from Kyoho (resistant to P. viticola)
and Yalova Incisi (susceptible to P. viticola) crosses, single nucleotide polymorphism
(SNP) detection analyses and QTL mapping were performed and the QTLs controlling
resistance to P. viticola, the mildew disease agent in grapes, were mapped in the grape
genome.

LOD values and percentage effect values calculated as a result of CIM analysis of
SNP markers in the grape genome were calculated. As a result of the analyses, a total of
11 QTLs were determined to control resistance to P. viticola. Detailed polymorphism
screening was performed by identifying SNPs. As a result of SNP analyses, it was
determined that the strong QTLs associated with resistance were located on chromosomes
7, 14, 16 and 18 (1 on chromosome 7; 3 on chromosome 14; 1 on chromosome 16; 6 on
chromosome 18), while QTLs located on a total of 4 chromosomes had minimum 29.3%
and maximum 100% effect values.

As a result of the studies, evaluations were made according to the sporulation
intensity and sporulation area on the leaves after artificial inoculation of P. viticola.
Inoculation scoring results, sporulation intensity and sporulation area (Boso et al. 2014;
Uzun et al. 2018) results were evaluated according to 6 main classes. SNP markers
showing linkage to QTLs were translated into 5 CAPS markers that can be used in MAS
studies, and appropriate cutting enzymes were determined.

Alphonse Lavellée x Regent and Yalova Incisi x Kyoho hybrid F1 genotypes were
used for verification studies. Markers showed that no results could be obtained with a
single primer since resistance to P. viticola is controlled by multiple genes. Therefore, it
would be appropriate to re-run the PCR products obtained from Chr 14 SNP and Chr 16
SNP primers, which present a monomorphic band pattern, using systems that enable the
separation of bands at very small bp distance. Chr 7 SNP could be evaluated and it was
determined that the overlap rates of molecular tests with classical tests were 81%
according to sporulation severity and 77% according to sporulation area.

KEYWORDS: Kyoho, Plasmopara viticola, Disease resistance, SNP, Vitis vinifera
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ONSOZ

Kyoho, diinya ¢apinda {iziim yetistiriciliginde sahip oldugu 6zellikler ile dikkat
ceken ve Onemli bir biyotik stres faktorii olan mildiyo hastalik etmeni P. viticola’ya
dayaniklilig1 ile bilinen bir gesittir. Bu hastaliga hassas Yalova Incisi ile melezlemesi
sonucu gelistirilen F1 popiilasyonu kullanilarak, P. viticola'ya kars1 tiziimde
dayanikliligin saglanmasindan sorumlu gen bdlgelerinin tespiti i¢in SNP analizi ve
hastalik testlemeleri ile karsilagtirmali olarak degerlendirme yapilmasi amaglanmistir.
Ayrica, QTL bolgelerinde bulunan genler ile hastalik direnci arasindaki iligkiyi
biyoinformatik analizler araciligiyla belirleyerek dayanikliligin molekiiler genetik
temellerini aydinlatmak hedeflenmistir.

Yiiksek Lisans 6grenimim siirecim boyunca, her zaman destekleri ve rehberligi
ile beni yénlendiren degerli danismanim Prof. Dr. Ilknur POLAT a, Yiiksek Lisans tez
calismalarim sirasinda bilgi ve birikimlerini comertce paylasan Dog. Dr. Ibrahim
CELIK’e ve samimiyeti, enerjisi ve pozitif bakis acisiyla daima dgrencilerine ve bana
ornek olan saygideger hocam Prof. Dr. A. Naci ONUS’a minnettarligimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimimi ve hayatimi ufuk agan sohbetleri ile eglenceli hale getiren
degerli meslektagim Ziraat Miihendisi Melike TEKIN’e, her anima taniklik eden iyi ki
tamstik dedigim, kiiciik kardeslerim olan Senay KOCATEPE ve Arda ZENGIN’e, her
seye ve herkese ragmen birlikte eglenebilmeyi basardigim, yan yana oldugumuz i¢in
hergiin siikrettigim, caliskanligi ve alanindaki bilgileriyle 151k sacan, yiiksek lisans
hayatima renk katan degerli meslektasim Ziraat Miihendisi Simge YILMAZ’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Farkli bir sehirde yiiksek lisansa baglamay1 istedigimde her zaman bana olan
desteklerini yanimda hissettigim, mesafelerin bir 6neminin olmadigin1 bana &greten,
birlikte biiylidiigiim, bir¢ok an1 biriktirdigim ve biriktirmeye devam edecegim, yliksek
lisans stirecimin kolay ge¢mesindeki kahramanlarim, degerli meslektaslarim Ziraat
Miihendisi Eda Nur TAS ve Ziraat Miihendisi Ege Yagiz HIZANLIOGLU iyi ki varsiniz,
tesekkiir ederim.

Egitim hayatimin baslangicindan bu yana isteklerime ulagmamda bana her zaman
destek olan, hayatimda aldigim her karara saygi duyan, her zaman yanimda olan canim
annem Doéndii SULUHAN, babam Kemal SULUHAN, ablam Dr. Ogr. Uyesi Elmas
YELKESEN ve kardesim Ebrar SULUHAN a ailem olduklar1 i¢in tesekkiir ederim.

Bu tez TUBITAK tarafindan 1230092 nolu proje ile desteklenmistir, bu yiizden
TUBITAK ’a tesekkiir ederim.
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GIRIS E. SULUHAN

1. GIRIS

Uziim (Vitis vinifera L.), anavatan1 Kafkasya olan, Tiirkiye’ninde kiiltiir
asmasinin gen merkezi oldugu kabul edilen, Vitis cinsinin Vitaceae familyasina ait asma
bitkisinin meyvesidir. Uziim meyvesi su, seker, mineraller, organik asitler, aromalar,
vitamin, enzim ve fenolik bilesiklerden olusmaktadir. Uziim zengin besin icerigi nedeni
ile insanlarin beslenmesinde yiizyillardir yer almaktadir.

Diinya’da yaklasik 30.000 adet iiziim ¢esidi oldugu belirtilmektedir. Bunlardan
yaklasik 15.000 adet g¢esidin genotipik acidan farklilik teskil ettigi diistiniilmektedir
(Alleweldt ve Possingham 1988). Asmanin genotip acisindan farkli ¢esitlerinin olmasinda
baslica faktor yabanci dollenmesi sonucunda heterozigotik kalitsal yapidan
kaynaklanmaktadir.

Tiirkgedeki iiziim sozciigii Asya Tiirkgesinde koparmak anlamma gelen ‘Uz’
kokiinden tiiremistir. Uziimiin, fonksiyonel bir gida olmasi, beslenmedeki dnemi, tibbi
alanlardaki yaygin kullanimi ve yiliksek ekonomik degeri sebebiyle iilkemizde
yetistiriciligi ve tiiketimi olduk¢a yaygindir (Anonim 1).

Tiirkiye’de liziime verilen degerin bir gostergesi olarak, iilkemizde bulunan asma
genotiplerinin tiimiini koruma altinda tutmak amaciyla, 1965 yilinda g¢alismalarina
baslanan “Milli Koleksiyon Bag1” kurulmus ve burada toplanan 1600’den fazla kiiltiir
cesidi ve formu Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisiindeki baga aktarilmistir ve burada

muhafaza edilmektedir (Celik vd. 2010).

Tiirkiye’de iiztim genellikle sofralik ve kurutmalik olarak degerlendirilmektedir.
Kurutmalik ve sofralik {iziim {iretimi ve tiiketiminin yaninda; islenerek meyve suyu, sirke,
sarap, pekmez yapimi gibi farkli alanlarda da degerlendirilmektir (Ergiil vd. 2017;
Stimbiil ve Yildiz 2022). Sofralik {iziim tiretiminde iilkemizde Sultani Cekirdeksiz tiziim
¢esidi dikkat ¢ekmektedir.

Asma yetistiriciligini sinirlandiran, en 6nemli fungal hastaliklardan olan mildiy6
(Plasmopara viticola) diinyanin bircok yerinde en fazla goriilen hastaliklardandir
(Merdinoglu vd. 2003; Bellin vd. 2009; Delmotte vd. 2014). Hastaliga neden olan etmen
obligat parazittir, hem eseyli hem de eseysiz olarak iki tiirlii cogalabilmektedir. Obligat
parazit etmeninin, enfekte ettigi bitkinin yasi, ¢esidi ve ortam kosullarina gore inkiibe
etme siiresi arasinda paralellik bulunmaktadir. Bitki yetistirme ortaminda sicaklik artis1
oldugunda etmenin inkiibasyon siiresi azalmaktadir, 6zelllikle 30°C ve iizeri sicakliklarda
sporangiumlar canliliklarini kaybederler. Ancak ytliksek nemli donemlerde sporangiumlar
canliliklarini 24 saate kadar koruyabilmektedir. Etmen 6°C’nin altinda gelisemez. Parazit
etmeni ile enfekte olmus ¢iceklerde kahverengilesme ve dokiilme goriilmektedir. Bu
etmenin tanelere olan etkisi ise erken donemde yikici olsa da taneler olgunlastikca
hassasiyetleri azalmaktadir. Hastalik siddetine gore siirgiinde kuruma ve lekelenme
goriilmektedir. Mildiyd hastali§i asmanin tiim yesil kisimlarim1 ve iiriinii dogrudan
etkiledigi i¢in ekonomik zarari biiyiiktiir (Anonim 2). Bu nedenle, baglarda mildiy6
hastalig1 treticilerin en cok c¢ekindigi hastaliklarin basinda gelmektedir. Hastalikla
miicadelede kiiltiirel uygulamalar Onemlidir. Ayrica, kimyasal uygulamalar
yapilmaktadir, fakat genellikle hava kosullar1 ve kiiltiirel islemlere bagli olarak ¢ok yogun
fungisit kullanim1 s6z konusudur (Anonim 2; Yanar vd. 2015). Ayrica, bu fungisitlerin
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kullanimindan sonra hasadin genellikle 14-21 giin beklemesi gerekmektedir. Ciinkii,
meyvelerde kalinti sorunu olusturmaktadir (Cangi vd. 2014; Yanar vd. 2015).

Bununla birlikte, dayanikli ¢esitlerle yetistiricilik yapmak en etkin miicadeleler
arasindadir. Fakat 1slah ¢aligsmalar1 uzun ve zor bir siiregtir. DNA (Deoksiriboniikleikasit)
markdrleri, fenolojik farkliliklara sebep olan genetik etmenlerle ilgili anlamlandirma
yapmamizi saglayarak islah c¢alismalarinda destek olmaktadir. Molekiiler markorlerin
etkin kullanildig: alanlardan birisi de karmagik kalitima sahip birden ¢ok gen tarafindan
kontrol edilen kantitatif karakterlerin (quantitative trait locus=QTL) 1slah1 olmustur.
Genetik harita hazirlanmasinda ilk asama uygun ebeveynlerin se¢imi ve acilim
popiilasyonunun hazirlanmasidir. En yaygin olarak kullanilan agilim popiilasyonlari;
rekombinant kendilenmis hatlar (recombinant inbred lines=RILs), yakin isogenik hatlar
(near isogenic lines=NILs), katlanmis haploid (DHL), F1, F2 ve geri melez
(backcross=BC or advanced backcross=ABC) popiilasyonlaridir (Tanksley vd. 1989).
Tek yillik bitkilerde degerli bir karakter tespit edildigi zaman bu 6zellige sahip olan hat
genetik olarak baska bir saf hatla melezlenebilir, haritalama popiilasyonu olusturulur (F2,
BC, DHL, RIL, NIL vs.) ve karakter molekiiler markorler yardimiyla haritalanir (Wu vd.
1992). Cok yillik bitkilerde ise, F1 bireylerinin genetik haritalama ¢aligsmalar1 i¢in uygun
oldugunu ve bu yontemde ana ve baba bitki i¢in ayr1 ayr1 genetik harita olusturuldugunu
belirtmistir (Vienne 2003). F1 popiilasyonlar1 kullanilarak olusturulan haritalama
caligmalari, odunsu bitkilerde kullanimi, odunsu bitkilerin uzun siiren yasam dongiileri
nedeniyle zamandan tasarruf edilmesi agisindan daha ¢ok tercih edilmektedir. Cok yillik
bitkilerde genetik baglanti haritalarinin kullanimi ebeveyn bitkilerdeki agilima ve
tiirlerarast heterozigotlukla yakindan iliskilidir (Scott vd. 2005). Haritalamada F1
poplilasyonlari, turunggiller (Cristofani vd. 2000; Roose 2000), visne (Canl1 2004), elma
(Jensen vd. 2014; Ban ve Choi 2018), armut (Gabay vd. 2018) gibi bircok meyvede
kullanilmistir. Yine, iizimde tane rengi (Ren vd. 2000), cekirdeksizlik (Doligez vd.
2003), kamali nematoda dayaniklilik (Walker ve Jin 2000), hastaliklara dayaniklilik
(Yasar 2005) gibi bir¢ok karakter i¢in yapilan haritalama ¢alismalarinda F1 popiilasyonu
basarili bir sekilde kullanilmistir.

Calismamizda, hassas ebeveyn olarak Yalova Incisi ve dayanikli ebeveyn olarak
Kyoho ¢esidinin resiprokal melezlemelerinden gelistirilen F1 popiilasyonu kullanilmistir.
Yalova Incisi, Héniisii (V. vinifera) x Siyah Gemre (V. vinifera) melezidir (Uslu ve
Samanci 1998). Kyoho, Japonya’da gelistirilmis, Ishiharawase (V. vinifera) x Centennial
(V. labrusca) melezi bir gesittir (Yang vd. 2017).

Diinyada yaklagik 365.000 ha alanda yetistiriciligi yapilan Kyoho sofralik {iziim
cesidi birinci sirada yer almaktadir, en fazla Cin’de yetistirilmektedir ve her gegen yil
tiretim alanm1 artan sofralik iiziim ¢esididir (Anonymous 2). Mildiyd hastaligina
dayaniklilikta V. labrusca tiirii 6nemlidir (Atak vd. 2017; Yildirim vd. 2019). Ayrica, V.
labrusca tiirii 1slah c¢aligmalarinda ebeveyn olarak V. vinifera ile melezlemelerde
kullanildiginda verim ve kalite yOniinden yiiksek cesitlerin elde edilme sansini
artirmaktadir. Genellikle diger yabani tiirlerle melezlemelerden elde edilen gesitlerin
kalite ve verim degerleri diisiik olmaktadir. Yine, MAS amach kullanilacak markoriin V.
vinifera x V. labrusca melezlemesiyle olusturulan popiilasyondan elde edilmesi markoriin
giivenirliligini arttirmaktadir. Fakat, gliniimiize kadar MAS amacli kullanilan markorlerin
elde edildigi popiilasyonlarda V. labrusca yer almamaktadir. Ayrica, Kyoho, diinyada en
fazla yetistirilen sofralik {iziim ¢esidi olup, mildiy6 hastaligina dayanikli oldugu gibi aynm
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zamanda yine ¢ok Onemli fungal hastaliklardan olan kusuni kiif (Botrytis cinerea)
(Rahman vd. 2019) ve kiilleme (Erysiphe necator)’ye (Atak vd. 2017) de dayaniklidir.
Calismada dayaniklilik kaynagi olarak Kyoho’nun kullanilmis olmasi ve V. labrusca kani
tagimasi ¢alismamizi 6zgiin kilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Diinya’da ve Tiirkiye’de Bagcilik Verileri

Uziim (Vitis vinifera L.), ekonomik bir iiretim modelinde birden fazla
degerlendirme olanagina (sofralik, kurutmalik, saraplik, meyve suyu yapimi vd.) sahip
Tiirkiye ve Diinya agisindan 6nemli bir meyvedir (Ak¢ay 2014). Asmanin iklim sartlaria
kolay uyum saglamasi nedeniyle bagcilik diinyada tarih boyunca énemli yer tagiyan tarim
kollarindan biridir (Uzun 2015). Diinya tizerinde {iziim yetistiriciligi ve bu yetistiriciligin
iireticiler ve tliketiciler i¢in ekonomik Oneme sahip olmasi bilimsel arastirmacilarin
dikkatinin bu alanda toplanmasina neden olmustur (Agaoglu 1999).

2022 yilinda Diinya’da toplam {liziim tliretim alanm1 6.730.179 ha, bu alanlarda
yapilan toplam iiziim iretim miktart 74.942.573 ton ve dekara verim 1.113 kg’dir
(Cizelge 2.1). Diinyadaki iiziim iiretim miktarlari incelendiginde 11.269.900 ton ile Cin
1. sirada yer almaktadir (Anonymous 1). Diinyada’ki lider {iziim tireticileri i¢erisinde yer
alan Tirkiye 4.165.000 ton {liziim iiretimi ile 6. sirada yer almaktadir (Anonymous 1).

Cizelge 2.1. Diinyadaki iiziim iiretim istatistikleri (2017-2022) (FAO 2024)

Yillar Uretim Alam (ha) Uretim Miktari (ton) | Verim (kg/da)
2017 6.836.781 73.549.310 1.075
2018 6.872.676 80.015.896 1.164
2019 6.912.409 77.087.415 1.115
2020 6.924.070 76.997.321 1.112
2021 6.729.198 73.524.196 1.092
2022 6.730.179 74.942.573 1.113

Tiirkiyede’ki toplam tarim alan1 varligmin, 2023 yili TUIK verileri incelendiginde
72.363.880,8 ha oldugu goriilmektedir (Anonim 3). Toplam tarim alani varligi igerisinde
%51,10 ile Meyveler, Sert Kabuklular, icecek ve Baharat Bitkileri birinci sirada yer
almaktadir. Bu kategorideki toplam 28 iiriin igerisinde tizim iiretimi %9,19’luk bir paya
sahiptir.

Tiirkiye’deki sofralik iizlim iiretim istatistikleri incelendiginde sofralik ¢ekirdekli
lizim tiretiminde sirasiyla Mersin, Hatay ve Gaziantep; sofralik g¢ekirdeksiz {iziim
iiretiminde ise Manisa, Denizli ve Mersin lider illerdir (TUIK 2024).

Cizelge 2.2°deki Tiirkiye 2023 yili liziim iiretim verileri incelendiginde toplam
tiretimin 3.400.000 ton oldugu ve sofralik iiziim iiretiminin 1.799.050 ton ile toplam
tretim icerisindeki paymnin %53 oldugu goriilmektedir. Sofralik {iziim {retimini
1.304.344 ton (%38,36) ile kurutmalik {iziim tiretimi ve 296.606 ton (%8,72) ile saraplik
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liziim iiretimi takip etmektedir. Ancak Cizelge 2.2’ de goriildiigii tizere Tiirkiye’deki 2023
yil1 toplam {izim iiretim miktar1 bir dnceki yila gére 765.000 ton azalmistir. Bu duruma
neden olarak lizim yetistiriciligini sinirlandiran fungal hastaliklar 6ne siiriilebilir.

Cizelge 2.2. 2013-2023 yillarindaki Tiirkiye’de iiziim iiretim miktar1 (Ton) (TUIK 2024)

KURUTMALIK SOFRALIK SARAPLIK
Cekirdeksiz Cekirdekli Cekirdeksiz Cekirdekli
2013 957.049 466.529 498.006 1.634.596 455.229
2014 1.135.947 427.533 586.164 1.580.585 445.127
2015 955.300 379.263 586.419 1.305.491 423.527
2016 1.141.130 395.732 610.484 1.380.120 472.534
2017 1.240.000 363.000 668.000 1.441.000 488.000
2018 1.046.345 477.746 458.061 1.487.201 463.647
2019 1.230.000 369.000 656.000 1.394.000 451.000
2020 1.188.139 346.360 603.724 1.614.332 456.353
2021 1.126.304 303.856 422.919 1.434.010 382.911
2022 1.334.283 347.525 556.500 1.543.359 383.333
2023 981.741 322.603 422.983 1.376.067 296.606

Uziim, Tiirkiye’de i¢ piyasada tiiketimi ile dikkat cekmektedir ve ayn1 zamanda
onemli ihracat mallarindan biridir. 2022 yili toplam iizim {iretim miktar1 4.165.000 ton
ve toplam tiretimin %32,44’ 1 ile ihracat yapilmaktadir. 2022 yil1 toplam iiziim ihracati
1.351.183 ton ve toplam iiziim ihracatinin %43,06’s1 AB-27 (Avrupa Birligi) iilkelerine
yapilmaktadir (TUIK 2024).

Tiirkiye’de iiziim tretiminde iiretim kayiplar1 ve endiistriyel kayiplar toplam
iiretimin %8,21°1 kadardir. Tiirkiye’deki kisi bas1 liztim tiiketim miktar1 ise 2022 yilinda
26,1 kg olmustur (TUIK 2024).
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Cizelge 2.3. 2013-2023 yillar1 Tirkiye’deki tizim tretim miktar1 ve ithalat-ihracat
istatistikleri (TUIK 2024)

Toplam Toplam Ithalat (Ton) | Thracat (Ton) Kisi Basina
Uretim Uretim Tiiketim (kg)
Alam (da) | Miktar (Ton)

2013 4.687.922 4.011.409 14.579 971.040 32,7
2014 4.670.929 4.175.356 15.671 1.296.283 29,8
2015 4.619.557 3.650 000 14.303 1.003.453 26,3
2016 4.352.269 4.000.000 8.124 1.231.444 28,7
2017 4.169.068 4.200.000 9.297 1.396.531 27,1
2018 4.170.410 3.933.000 131.285 1.339.499 26,6
2019 4.054.387 4.100.000 11.460 1.196.791 28,4
2020 4.009.979 4.208.908 145.577 1.260.545 29,5
2021 3.902.211 3.670.000 124.454 1.383.637 21,4
2022 3.845.365 4.165.000 102.186 1.351.183 26,1
2023 3.778.482 3.400.000 - - -

2.2. Bagcihkta Mildiyo Hastahg ve Yapilan Bazi Caliymalar

Uziim mildiy®sii olarak bilinen Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl.
& De Toni, Kuzey Amerika ve Avrupa’daki verim ve kaliteyi diisliren, hasat yapilmasini
dahi engelleyen en zararl liziim patojeni olarak kabul edilmektedir. 1834 yilinda ilk defa
Amerika’da goriilen bag mildiyosii Fransa’daki baglarda 1878 yilinda goriilmiis olup,
1882 yilina kadar Fransa’nin tamamia ve Avrupa’nin pek cok iilkesine yayilmistir
(Gargin ve Oztiirk 2012). Bagcilikta meyve kalitesi ve verimde azalmalara neden olan,
mildiy6 hastali1 etmeni, tlim asmalar1 konukgu olarak kullanmaktadir (Dogu 2019). Bag
mildiydsii, asmanin gelisim donemi boyunca ¢evre kosullarinin yagisli, nemli ve iliman
iklim yasanan yerlerde ¢ok sik goriilmektedir (Celik vd. 1998).

Bircok canli tiirii gibi bitkilerde stres faktorlerine karsi kendilerine farkli savunma
teknikleri gelistirmislerdir. Morfolojik ve fizyolojik olarak ayirabilecegimiz bu savunma
mekanizmalar1 sayesinde bitkiler biinyelerindeki bilesikler ile patojen zararim
minimumda tutmak i¢in belirli salgilar tiretmektedir (Ko¢ vd. 2008; Degirmenci ve
Ertung 2010). Bitki savunma mekanizmalarinin yeterli olmadigi durumlarda ve iireticinin
ekonomik kaygilarinin artmasi nedeniyle hastaliklar ile kimyasal miicadele tarimsal
iiretimde en cok tercih edilen savunma yontemlerinden biri olmustur.
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Kimyasal fungisitler mildiy6 ile miicadelede olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bakir esasli fungisitlerin kullaninmi  Avrupa
Komisyonu tarafindan 2002 yilindan beri sinirlandirilmis ve patojene direng gésteren bazi
sistemik fungisitler belirtilmistir (Polat vd. 2020). Ancak bakirin, bagcilikta 150 yildan
fazla, yilda 80 kg/ha oranlarinda kullanilmig olmasi, birgok bagin iist topraklarinda bakir
birikmesine yol agmistir (Rusjan vd. 2007; Akkurt vd. 2018).

Hastaliklarla miicadele iiziim 1slahinda 6nemli bir amag haline gelmistir. Uziim
1slahy, 1slahgilar tarafindan faydali alellerin bilingli olarak secilmesini igermektedir. Bu
da 1slah materyallerindeki cesitliligi azaltir. Simdiye kadar, asma 1slah materyalindeki
genetik ¢esitlilik Kuzey Amerika Vitis spp. ve V. vinifera'dan elde edilmistir, gen
havuzlar1 kismi olarak arastirilmistir (Pollefeys ve Bousquet 2003).

SNP, bitkilerinde dahil oldugu pek ¢ok canli tiiriinde ortaya c¢ikan bir
varyasyondur. SNP olugsmasinda eklenme ve silinme (InDel) niikleotid dizisi degisimine
neden olan temel nedenlerdendir; gen haritalamada, markdrler yardimiyla 1slah ve harita
temelli klonlama ¢alismalarinda etkili bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Filiz ve Kog
2011).

You vd. (2013) ¢alismalarinda, Epinephelus coioides tiiriinde, ticari olarak dnemli
olmasi nedeniyle liretim verimini arttirmak ve istenilen Ozellikleri tasiyan bireyleri
belirlemek amaciyla yaptiklar1 dizileme ve haritalama sonucunda F1 harita
populasyonunda 25.892 SNP belirlemislerdir. Cinsiyet ortalamasi haritasi, 1.581.7 cM"1
kapsayan toplam 4.608 SNP icermektedir ve SNP'ler arasindaki ortalama mesafenin 0.34
cM oldugunu saptamiglardir.

Atak vd. (2017) ¢alismalarinda, asma yetisticiliginde siirlandirict etkileri olan iki
onemli mantar kokenli hastaliktan kiilleme (Erysiphe necator) ve mildiyo (Plasmopara
viticola) ile miicadele i¢in dayanikli gesitler elde edilmesi amaciyla kullanilabilecek 211
asma cesidi ve genotipini toplamislardir. Bu ¢esitlerin hastaliklara dayanikliliklari, 128
bitkide biyoteknolojik yontemlerle ve 164 bitkide klasik hastalik testlemeleri ile tespit
edilmistir. 2 yi1l boyunca siiren calismalarinda dayaniklilikla iligkili gen bélgeleri varligi,
8 farkli markor ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglar dayanikli oldugu bilinen Regent
ve Sugargate ¢esitleri ile karsilastirilmistir. Yapilan analizler ile 128 adet asma tiir ve
¢esidinin kontrol gesitlerle karsilastirilmasi sonucunda 39 V. vinifera gesit/genotipinde
kontrol grubu ile ayn1 bant uzunluklarini verdigini, 38 adet V. labrusca gesit/genotipinde
ise hi¢ ortak band elde edilemedigini bildirmislerdir. Calismada kullanilan VMC7f2
markdriiniin en fazla sayida gesit/genotipte kontrol ¢esitleri ile ayn1 band biiytikliiklerini
verdigi de gozlemlenmistir. Calisma sonucunda dayanikli, toleransli ve hassas olan
cesitler ve genotipler belirlenmis, dayanikli olarak toplam 24 ¢esit/genotip secilmistir. Bu
cesit/genotiplerin 14 tanesi V. labrusca, 7 tanesi tiirler aras1 melez, 2 tanesi V. vinifera ve
1 taneside V. rotundifolia tiiriine mensup oldugunu tespit etmislerdir.

Gaforio vd. (2015), Ispanya’nin farkli bélgelerinden "El Encin" (IMIDRA,
Madrid)'deki germplazm koleksiyonunda yer alan V. vinifera gesitlerini mildiydye
dayanikliliklarinin tespiti i¢in analizler yapmislardir. Calismalarinda "ElI Encin"
koleksiyonunda yetistirilen ve bir siire dnce Ispanya'nin farkli bolgelerinde yetistiriciligi
yapilan 158 {iziim ¢esidinin P. viticola'ya duyarliliklarin1 hem alan analizleri ile hem de
yaprak disk analizi ile belirlemeyi amaclamislardir. Kuzey Ispanya’dan toplanan
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materyallerin diger bolgelerden toplanan V. vinifera gesitlerine gore P. viticola'ya daha
dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Bitkilerin yetistigi iklim kosullarinin hastalik
tizerindeki etkilerine ve hastaliga duyarl bitkilerde yapilacak olan kimyasal miidahale
yerine dayanikli ¢esitlerle yetistiricilik yapilmasini 6nermislerdir.

Cizelge 2.4. Mildiyo (Plasmopara viticola) hastaligina dayaniklilikla iligkili markorler
ve taradig1 gen bolgeleri

Markor Primerlerin Baz Dizilimi Kromozom | Taradigi | Dayamkhilk | Referanslar
Ad1 (FveR) Numarasi Gen Orjini

F: GATAGTTACCATACTTAGTCGGA

VMC1g3.2 R: ACTTAGCTTCAGAAGAAAATAGA 12 Rpvl ve Muscadinia Merdinoglu
Rpv3 rotundifolia vd. 2003
Bianca Bellin vd.
F: TCCGACTTTGGGTAATAAGC (Interspecific 2009
VMC7F2 R:AAGATGACAATAGCGAGAGAGAA 18 va3 ve hybfld)
Rpv4
Muscadinia Wiedemann-
F:AACATTATCAACAACATGGTTTTA rotundifolia Merdinoglu
VMC8g9 R. ATATTCATCCTTCCCATCACTA 12 Rpvl ve vd. 2006
Rpv6
Chambourcin Tummala
F: TTTGCATGCGATACCTGAAG (Interspecific 2021

GF.GA-47-42 Zyprian vd.
F: GACAATAGCGAGAGAGAATGGG and Villard 2016
GF18-08 R: AGTTGGCTAAAACCCTAGAGGC 18 va3_1 blanc
(Interspecific
hybrid)

GF.GA-47-42 Zyprian vd.
F: GGTCTCCTAGAAAGCCAAGCAA and Villard 2016
GF18-06 R: TCCCTTTTCCCCTTGTTCTCG 18 Rpv3.1 blanc
(Interspecific
hybrid)

Frobel vd. (2019) galismalarinda, asmada yikici etkilere sahip olan P. vitocola
zararlisina kars1 kimyasal miicadelelerin tarimda siirdiiriilebilirlik ile ters diistiigiinii ve
1slah yoluyla dayanikli asma gesitlerinin iiretilmesine onem verilmesi gerektigini
vurgulamiglardir. Asma 1slahinda MAS kullanilmaktadir, burada amag gelistirilen direng
lokuslarmi etiketleyen markdrlerin kullanimi ile direng lokuslarinin kombinasyonunu en
uygun sekilde yapmaktir. Bu calismada, Rpv10 tasiyicilar1 {iizerinde yapilan
karsilastirmali RNA dizileme analizi, direnc¢li ve duyarli asmalar arasindaki farkliliklari
ortaya koyarak fenilalanin amonyum liyaz ve stilben sentaz gibi biiyiik gen kiimelerinin
hizli aktivasyonunun 6nemini vurgulamiglardir. Calisma sonucunda hastaliga direngli ve
duyarli asmalar arasindaki farkin, duyarli genlerin miktar artisina ve erken sinyal
iletiminin etkinligi sonucunda gergeklestigini tespit etmislerdir.
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Tummala (2021) ¢aligmasinda, mildiydye dayanikli oldugu bilinen Chambourcin
(Vitis interspesifik melezi) ve hassas olan Cabernet Sauvignon (V. vinifera) ¢aprazlanarak
elde edilen 267 F1 genotipinde mildiyo direnci ile ilgili alelleri tespit etmislerdir.
UDV730, UDV734, UDV736, UDV737 markérleri kullanilarak, Rpv3 direng alelleri,
MAS yoluyla yeni gesitler elde edilmesi amaciyla incelenmistir. Ayrica Chambourcin'in
soyagaci belirleme c¢alismalar1 sonucunda, Joannes Seyve-11369 ve Plantet'in
Chambourcin'in ebeveynleri oldugunu tespit etmislerdir.

Fischer vd. (2004) ¢alismalarinda, Regent X Lemberger melezinden elde edilen
153 adet materyalde hem tarla uygulamalar1 hem de MAS uygulamalari ile mantari
hastaliklara dayanikli oldugu bilinen Regent ile hassas oldugu bilinen Lemberger
cesidinde, Uncinula necator icin yapilan kantitatif karakter lokus analizinde 16. baglanti
grubu ve P. viticola i¢in ise 9. ve 10. baglant1 grubunda dayaniklilik karsilastirmalarini
yapmuslardir. Toplamda 185 AFLP,137 RAPD, 85 SSR ve 22 SCAR markoriini
calismalarinda kullanmislardir.

2.3. SNP Markor Tespit Calismalari

SNP'ler, iki birey arasindaki belirli bir DNA parcasindaki tek baz farkliliklarini
temsil eder. Popiilasyon i¢inde yiiksek degisim oranina sahiptirler ve bir niikleotidin
varyant1 olarak tanimlanabilirler. Genetik markor analizleri i¢in geleneksel yontemler,
pahali ve zaman alicidir. Bu nedenle, SNP, STS ve SSR gibi markérler gelistirilmistir.
SNP'lerin analizi, 6zellikle DNA mikroarray kullanimi gibi yiliksek hacimli modern
tekniklere dayanir. Diger markorlerle karsilastirildiginda, SNP'lerin kullanimi bu
analizleri otomatiklestirebilir ve genotip analizlerinin verimliligini arttirmaktadir.
SNP'lerin temel avantaji, sinirsiz sayida ve olgiilebilir olmalaridir ve insan SNP veri
taban1 dort milyondan fazla SNP i¢cermektedir. (Sonmezoglu vd. 2010).

Sarcan (2018) c¢alismasinda, 94 adet F2 havug bitkisi ile Wisconsin
Universitesi’nde iiretilen, Illumina HiSeq 2000 sistemi ve GBS yontemi ile ApeK I enzimi
kullanilarak tiretilen F2 bitkilerine ait DNA pargalarinin STACKS bilgisayar yazilimi ile
analizini gergeklestirmistir. Elde ettigi genotipler ile genetik baglanti haritasi
olusturulmus ve 13 adet baglant1 grubunda toplam 1.464 adet SNP markor kesfedilmistir.

Celik vd. (2016) calismalarinda, anne baba dahil olmak tizere 95 ay¢icegi bitkisinde
GBS yontemi kullanarak elde ettikleri 271.445.770 okuma sonucunda F2
popiilasyonunda 46.278 SNP lokusu tanimlamislardir ve 7.646 SNP lokusunun dogrulugu
tespit edilmistir. Yaptiklar1 bu ¢alisma aygigegi 1slahinda kullanilmak {izere 6nemli bir
arag olarak nitelenmis ve SNP tabanli diger aragtirmalara 6rnek olacaktir.

Yilmaz (2016) caligmasinda, GemlikX Edincik Su melezlerinden elde edilen 121
adet F1 genotipinde yeni nesil dizileme ile SNP tespit etmeyi amaglamistir. GBS
yontemiyle Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA) cihazinda iiretilen her bir
melez ve ebeveynde niikleotid dizisi belirlenerek SNP tabanli genetik baglanti haritasi
olusturulmustur. Analiz sonucunda 10.941 SNP molekiiler isaretleyicisi tespit etmistir.

GBS teknigi yeni, esnek ve yeterince yliksek verimlidir ve su anda mevcut olan



KAYNAK TARAMASI E. SULUHAN

genotipleme teknolojilerinin maliyetinden ¢ok daha ucuz ve ayni zamanda genomik
seleksiyon veya genom capinda iliskilendirme ¢alismalari i¢in kabul edilebilir belirteg
yogunlugu saglama yetenegine sahiptir. Bu yoOntemin uyarlanmasi ile bitkilerde
kullanilan dizilemenin hayvan genotiplerinde de SNP tespitinde kullanilmistir. Pstl
enzimi, hayvan basina 1.4 milyon okuma lireten ve baslangicta toplam 63.697 SNP'yi
tanimlayan en iyi enzimdir. Donato vd. (2013) calismalarinda, ¢agr1 oranlar1 %70'in
altinda olan SNP'lerin ¢ikarilmasindan sonra, ortalama 48.1 kb mesafeye sahip tim
otozomlarda 51.414 SNP ve X kromozomunda ortalama 130.3 kb mesafede 1.143 SNP
tespit etmislerdir (Donato vd. 2013).

Sun vd. (2023) ¢alismalarinda, tizimde aroma ve kokunun yetistiriciler ve 1slahgilar
acisindan 6nemli bir hedef olmasi nedeniyle Vitis vinifera L. cv. Muscat Alexandria ve V.
vinifera L. cv. Noel Giilii'niin bir melezinden 13 bireyden olusan bir F1 popiilasyonunda
iki y1l boyunca 149 norizoprenoid 6zelligini incelemislerdir. 568.953 SNP markoriine
dayanarak, genom c¢apinda iligskilendirme analizi, 18 gene ait 27 aday SNP lokusunun,
tizim meyvesindeki norizoprenoid bilesenlerin konsantrasyonlar1 ile 6nemli Slgiide
iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.

Gardner vd. (2014), Golden delicious x Scarlet spur elma ¢esitlerinin melezlenmesi
sonucu elde edilen 89 adet melez bitkileri kullanarak toplamda 273 835 SNP molekiiler
isaretleyicisi tespit etmislerdir. Cok farkli tiirde ve heterozigot bitkilerde de kullanilmasi
uygun maliyetli olan ve giivenilir sonuglar elde edildigi belirtilen GBS yontemiyle,
dizileme yapilarak, istenilen 6zelliklerin genetik baglanti haritasina eklenmesi ve QTL’ler
ile tantmlama yapmislardir.

Lijavetzky vd. (2007) ¢alismalarinda, SNP kesfi i¢in saraplik ve sofralik 11 iiziim
genotipinde caligmalarini yiiriitmiislerdir. Calismalar1 sonucunda 230 gen pargasinin
dizilenmis ve her 64 bp’de bir SNP olmak iizere 1573 SNP kesfetmislerdir. Analizler
sonucu elde edilen dizilerin %83 oraninda dogru temsil yetenegine sahip oldugunu
belirtmislerdir. SNP kesfi genotip analizleri ¢esit tanimlanmasinda 6nemli bir yere
sahiptir. Uziimdeki niikleotid gesitliliginin musirdaki gibi polimorfik olmasi SNP
analizlerine 6nem verilmesi gerektigini gdstermektedir.

Wang vd. (2022), Cinde yiiriitilen bu calismada, c¢esitlerin ayirt edilmesi, yerli
cesitlerin korunmasi ve ¢esit tescilinde kullanilmak {iziimde SNP tespiti ve gelistirilmesi
amaciyla 304 iiziim 6rneginin dizilenmesiyle elde edilen 4.241.729 SNP'den toplam 517
yiiksek kaliteli lokus taranmistir; bunlardan 442'si KASP belirtegleri olarak
tasarlanmistir. 304 dizilenmis {iziim 6rnegini tamamen ayirt eden 27 belirtegten olusan
bir set program kullanilarak belirlendi ve 23 temsili liziim ¢esidine dayanarak 26 etkili
belirte¢ taranmis ve 348 {iziim genotipinde %95,69 oraninda etkin dogrulama yapilmistir.

Xuvd. (2016), Kyoho ve Thompson melezlemesi sonucu elde edilen Summer Black
lizimiinde yiirlitiilen bu c¢alismada, tizimde erkencilik mekanizmasinin aydinlatilmasi
icin yeniden dizileme yontemi ile SNP’ler tespit edilmistir. Toplamda, Summer Black
kontrol genomunda 3.692.777 SNP ve 81.223 yap1 varyasyonu tespit edilmistir. Summer
Black genomunda 3.823.464 SNP tespit edilmistir. Kontrole gore fiziksel gozlemlemeler
sonucunda ise daha erken olgunlasma, meyve agirliginda ve antioksidan iceriginde
artiglar oldugu tespit edilmistir.

10



KAYNAK TARAMASI E. SULUHAN

Bhattarai vd. (2021) ¢alismalarinda, Vitis rupestris Scheele ve Vitis riparia Michx,
Kuzey Amerika asmalari, melezlemesinden olusan F1 haritalama populasyonunda
mildiy6 hastalifina dayaniklilik lokuslarinin tespit edilmesi amaciyla, dizileme yoluyla
genotipleme (GBS) yontemi kullanilarak annede 1177 ve babada 1115 anlamli markdr
(LOD >14) tespit etmislerdir ve haritalama yapmislardir. SNP markor temelli bu
haritalama sonucunda anne ve babada tek tek hazirlanan haritaya ek olarak biitiinlesik
haritalamay1 da degerlendirmeye almiglardir. Plasmopara viticola direnci i¢in 6nemli bir
kantitatif 6zellik lokusunu (QTL) hem sera hem de in vitro-liretilmis yaprak direnci
verilerini kullanarak V. rupestris'in 10. kromozomunda haritalamislardir. Elde ettikleri
harita dogrulamasini, asmada cinsiyet fenotipini kullanarak elde edilen haritalama ile
yapmislardir. Calisma sonucunda mildiy6 hastaligina c¢oklu direng genlerininin (Rpv 28
ve Rpv 19) dogrulamas1 yapilmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bitki materyali olarak, TUBITAK-COST 1200273 nolu proje kapsaminda
olusturulan Yalova Incisi (hassas ebeveyn) ve Kyoho (dayanikli ebeveyn) genotiplerinin
resiprokal melezlemelerinden gelistirilen farkli ploidi (diploid, triploid ve tetraploid)
yapidaki ve hastalik testlemeleri yapilan 77 adet F1 genotipi ve ebeveynlerden olusan
haritalama popiilasyonu kullanilmistir. Cizelge 3.1’ de 77 adet materyalin listesi ve ploidi
seviyelerine yer verilmistir.

Kyoho, Japonya’da gelistirilmis, Ishiharawase (V. vinifera) x Centennial (V.
labrusca) melezi olan tetraploid (4n) bir ¢esittir. Diinyadaki en énemli tetraploid tiziim
cesidi olan Kyoho; 12-15 gr dane agirligina, %18-20 Brix degerine sahip olan Asya’nin
onemli iiziim gesididir (Ozalp ve Ergéniil 2013). Siyaha yakin, koyu mor taneli, verimli
erkenci (Yang vd. 2017), ¢ekirdekli, meyvesi sulu ve tatl (Ozalp ve Ergéniil 2013) ve P.
viticola’ya dayanikli (Atak vd. 2017; Yildirim vd. 2019) tiziim gesitlerindendir.

Yalova Incisi, Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nde
gelistirilmis, Hontsi (V. vinifera) x Siyah Gemre (V. vinifera) melezidir. Erkenci ¢esitler
arasinda yer almaktadir. Tane kabugu rengi beyaz, oval sekilli, iri (6-7 gr) ve verimli
diploid (2n) bir cesittir. Tane kabugu orta kalinliktadir. Salkim siklig1 orta, salkim sekli
konik, silindiriktir (Uslu ve Samanci 1998).

Cizelge 3.1. Materyallerin listesi ve ploidi seviyeleri

Ornek . ;0 —_— Ornek . - -
Sayisi Genotip Adi Ploidi Seviyesi Sayisi Genotip Adi Ploidi Seviyesi
1 Kyoho (K) Tetraploid 40 60 Tetraploid (YixK)
Yalova Incisi _ o
2 : Diploid 41 61 Triploid (YIxK)
(YD)
3 2 Diploid (Y1xK) 42 67 Triploid (KxYT)
4 3 Diploid (Y1xK) 43 68 Triploid (KxYT)
5 4 Diploid (YixK) 44 69 Diploid (KxYT)
6 5 Diploid (Y1xK) 45 70 Triploid (KxYT)
7 6 Diploid (YIxK) 46 71 Triploid (KxYT)
8 8 Diploid (YIxK) 47 73 Triploid (KxYT)
9 9 Diploid (YixK) 48 74 Triploid (KxYT)
10 10 Diploid (YixK) 49 75 Triploid (KxYT)
(Devami Arkada)
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Cizelge 3.1’in devamu.
11 11 Diploid (YixK) 50 76 Triploid (KxYT)
12 12 Diploid (YixK) 51 77 Triploid (KxYT)
13 15 Diploid (YixK) 52 78 Triploid (KxY1)
14 16 Diploid (YixK) 53 79 Triploid (KxYT)
15 17 Diploid (YixK) 54 80 Triploid (KxYT)
16 18 Diploid (YixK) 55 81 Triploid (KxY1)
17 19 Diploid (YixK) 56 83 Triploid (KxY1)
18 21 Triploid (YIxK) 57 84 Triploid (KxYT)
19 24 Diploid (YixK) 58 85 Triploid (KxY1)
20 25 Diploid (YIxK) 59 86 Triploid (KxYT)
21 27 Triploid (YIxK) 60 87 Triploid (KxY1)
22 28 Diploid (YixK) 61 88 Tetraploid (KxYT)
23 29 Diploid (YIxK) 62 89 Triploid (KxYT)
24 30 Diploid (YIxK) 63 90 Triploid (KxYT)
25 33 Diploid (YixK) 64 01 Triploid (KxYT)
26 34 Diploid (YIxK) 65 92 Tetraploid (KxYT)
27 37 Triploid (YixK) 66 93 Triploid (KxYT)
28 38 Diploid (YixK) 67 94 Triploid (KxYT)
29 39 Triploid (YixK) 68 96 Triploid (KxYT)
30 40 Triploid (YixK) 69 97 Tetraploid (KxYT)
31 41 Tetraploid (YixK) 70 98 Triploid (KxYT)
32 43 Diploid (YIxK) 71 99 Triploid (KxYT)
(Devami Arkada)
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Cizelge 3.1’in devamu.

33 46 Triploid (YIxK) 72 100 Triploid (KxYT)
34 47 Triploid (YixK) 73 101 Triploid (KxYT)
35 48 Triploid (YixK) 74 102 Tetraploid (KxYT)
36 49 Triploid (YIxK) 75 103 Triploid (KxYT)
37 56 Triploid (YIxK) 76 104 Triploid (KxYT)
38 57 Diploid (YIxK) 77 105 Triploid (KxYT)
39 59 Diploid (YixK)
3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in bitki yaprak 6rnekleri CTAB tampon ¢ozeltisinde ezilerek
Doyle ve Doyle (1987)’e gore izolasyonlar gergeklestirilmistir. izole edilen DNA
orneklerinin kalite ve miktarlar1 agaroz jel sisteminde 100 V gerilim altinda 30 dakika
kosturulduktan sonra, UV 151k altinda DNA’nin jel iizerindeki pozisyonuna bakilarak
degerlendirme yapilmistir. Her bir Ornek icin elde edilen DNA’nin daraltilmisg
kiitiiphanesi ddRAD metoduna gore modifiye edilerek hazirlanmistir (Peterson vd. 2012).

DNA izolasyonu Basamaklari:

1. Calisma materyali olan her bitkinin gen¢ yapraklarindan 0.2 g yaprak 6rnegi
konik eppendorf tiip i¢inde yaprak bilye yardimiyla QIAGEN TissueLyser II cihazi ile
parcalanmugtir.

2. Pargalanmasi tamamlanan herbir 6rnegin tizerine 0.8 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi
[1.4 M of NaCl, 20 mM of EDTA, 100 mM of Tris-HCL (pH 8), %2 CTAB ve 1.2 ul of
beta-mercaptoethanol] eklenmis ve 1 dk. Vortex islemi yapilarak -20 °C’de 30 dk.
bekletilmistir.

3. Derin dondurucudan c¢ikarillan eppendorf tiiplerin ¢dziinmesi beklendikten
sonra 1 dk. Vortex islemi yapilmistir.

4. Vortex islemi sonrasi tiipler 65 °C’de her 5 dakikada bir alt {ist edilerek
toplamda 15 dk. inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon sonrasinda 15.000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmustir.
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6. Sivi kisitmdan 600 pl alinip, yeni eppendorf tiipe aktarilmig ve sonrasinda
tizerine esit hacimde 24:1 oraninda hazirlanmis olan kloroform: isonoml alkolden eklenip
tiipler alt tist edilmistir.

7. 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij edilen 6rneklerde
tiiplin alt kisminda kloroform ve iist fazinda ise DNA’nin bulundugu s1vi bulunmaktadir.
Tiipiin icerisinde bulunan iist faz (siipernatant kisim) yeni tiipe aktarilmis ve lizerine 350
ul isoproponal eklenerek, pipetaj islemi yapilmistir. 30 dk. derin dondurucuda
bekletilmistir.

8. Derin dondurucudan ¢ikarilan tiipler 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

9. Dipteki pelete dikkat edilerek eppendorf tiiplerdeki sivi kisim dokiildiikten
sonra pelet %70’lik alkol ile yikanmig ve 15.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra
stv1 kisim tekrar dokiilerek tiipler kurumaya birakilmistir.

11. Oda sicakliginda kurutma igleminden sonra pelet 50 pl 20 mM Tris HCL
(ph:8) soliisyonu ile ¢ozdiiriilmesi sonrasinda -20 °C’de saklanmistir.

3.2.2. GBS yontemi ile niikleotid sekanslarmin belirlenmesi, SNP’lerin tespit
edilmesi ve gelistirilen CAPS markoriin test edilmesi

Bu yontemde kisaca, her bir asma yaparagindan elde edilmis DNA’lar kesim
enzimleri Vspl (ATTAAT) and Mspl (CCGG) ile eszamanli kesilmis ve sonrasinda
manyetik boncuklar ile temizlik ve biyiiklik ayrimi yapilmistir (300-600 bp).
Temizlenen DNA’lara barkod igeren adaptorler eklenmis ve bu adaptorler ligase enzimi
ile kesim enziminin overhang kisimlarina baglanmistir. Ardindan tekrar temizleme islemi
gergeklestirilerek PCR asamasina hazir hale getirilmistir. Temizlenen iiriinlerin 5’ ve 3’
uclarina Illumina chiplerine baglanmasin1 saglayacak diziler spesifik PCR islemi ile
eklenmis ve zenginlestirilmesi saglanmistir. PCR bitimini takiben en son temizlik ve
bliytikliik ayrimi yapilarak bireysel DNAlara ait kiitiiphaneler agaroz jel sisteminde
kontrol edilmistir. Istenen biiyiikliik (350-550 bp) araliginda smear yapi1 gdsteren
kiittiphaneler uygun yogunlukta (equimolar concentration and size) birlestirilerek
Illumina HiSeq SBS sisteminde 2*150 bp okumaya tabii tutulmustur.

Dizileme islemi sonrasinda fastq dosyalar1 oncelikle “je-suite” programi ile
demultiplex edilmistir. Daha sonra, her bir 6rnege ait bireysel fastq dosyas:1 “fastp”
algoritmas1 kullanilarak Illumina adaptorlerinden ve diisiik kalite okumalarindan
arindirilmigtir. Temizlenen okumalar “bwa” programi kullanilarak referans asma
genomuna hizalanmistir. Hizalanan her bir O0rnege ait “bam” dosyasi ‘“freebayes”
programina beslenerek 15X coverage filtresi ile SNP’ler ortaya ¢ikarilmistir. Bu islem
sonucunda elde edilen her bir genotipe ait “vcf” dosyasi “vcfcombine™ ile birlestirilecek
ve TASSEL programinda kullanima hazir hale getirilmistir.

Dizileme ile genotipleme analizlerinin ilk adimi, iziim genomunun uygun kesim
enzimleriyle kesilmesi ve GBS kiitiiphanesi olusturulmustur. Bu kesim iglemi i¢in {iziim
genomuna uyumlulugu Onceki caligmalara gore belirlenen ApeKI kesim enzimi
kullanilmistir (Guo vd. 2019). Bu yontemde kisaca, her bir asma yaparagindan elde
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edilmis DNA’lar kesim enzimler ile eszamanli kesilmis ve sonrasinda manyetik
boncuklar ile temizlik ve biiyiikliik ayrimi yapilmistir. Temizlenen DNA’lara barkod
iceren adaptorler eklenmis ve bu adaptdrler ligase enzimi ile kesim enziminin overhang
kisimlarina baglanmistir. Ardindan tekrar temizleme islemi gercgeklestirilerek PCR
asamasina hazir hale getirilmistir.

Kesilen genomik dizilere adaptor dizilerin baglanmasi ve dizilerin bir yeni nesil
dizileme platformu olan Illumina HiSeq 2000 ile dizilenmistir (Elshire vd. 2011).
Temizlenen iirlinlerin 5° ve 3’ uglarma Illumina chiplerine baglanmasini saglayacak
diziler spesifik PCR islemi ile eklenmis ve zenginlestirilmesi saglanmistir. PCR bitimini
takiben en son temizlik ve biiyiikliik ayrim1 yapilarak bireysel DNA ’lara ait kiitiiphaneler
agaroz jel sisteminde kontrol edilmistir. Istenen biiyiikliik (350-550 bp) araliginda smear
yap1 gosteren kiitiiphaneler uygun yogunlukta (equimolar concentration and size)
birlestirilerek Illumina HiSeq SBS sisteminde 2*150 bp okumaya tabii tutulmustur.

Olusturulan yeni nesil diziler Stacks (Catchen vd. 2011) ve Tassel GBS (Glaubitz
vd. 2014) programi kullanilarak analiz edilmistir. GBS analizleri sonucunda bulunan SNP
markorlerinin yerleri dikkate alinarak FASTA formatina ¢evrilmistir. Bu islem ig¢in
BioEdit (Hall vd. 2011) programi kullanilmistir. Bu analizler, her bir genotipe ait dizilerin
barkotlar yardimiyla hizalanmasini ve hizalanan dizilerden etiket diziler olusturularak bu
etiket dizilerin iizim genomunda haritalanmasin1 kapsamaktadir. Boylelikle hem
gelistirilen SNP markdrlerinin genomdaki yeri hem de her bir bireyin bu SNP bakimindan
genotipi belirlenmistir.

Gelistirilen CAPS markdriin test edilmesi amaciyla klasik hastalik testleme
sonuglari belli olan hem projemizdeki materyaller hem de Alphonse Lavallée X Regent
melezlemelelerinden elde edilen F1 materyaller (Uzun vd. (2018)’nin 1150176 numaral
TUBITAK projesinden elde edilmistir) kullanilarak molekiiler analiz sonuglar1 ile
karsilagtirma yapilmistir. Genotiplerin klasik hastalik teslemeleri, koparilmig yapraklar
lizerinde suni inokiilasyon c¢alismalar1 ve dayanikliligin belirlenmesi yapilmistir.
Koparilmis yapraklar iizerinde dayanikliligin belirlenmesi hem sporulasyon yogunluguna
bagli sporulasyon siddetini belirleyerek hem de sporulasyon alanini dlgerek
gerceklestirilmistir. Sporulasyon alanina gore degerlendirmede Ozer vd. (2021)
tarafindan olusturulan ve asagida verilen skala kullanilmistir (Cizelge 3.2). Sporulasyon
siddetine gore degerlendirme dayanmiklilik skalasi (Boso vd. 2006) dikkate alinarak
genotiplerin dayaniklilik diizeyine gore gruplandirilmistir. Skala Cizelge 3.3’de
verilmistir.

Cizelge 3.2. Sporulasyon alanina gére dayaniklilik skalas1 (mm?)

Alan Skala
0 Son Derece Dayanikli (ER)
0.1-1.0 Yiiksek Derecede Dayanikli (HR)
1.1-2 Dayanikli (R)
2.1-10.0 Hassas (S)
10.1-15 Yiiksek Derecede Hassas (HS)
=151 Son Derece Hassas (ES)
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Cizelge 3.3. Sporulasyon siddetine gore dayaniklilik skalasi (%)

Hastalik Siddeti Skala
0 Son Derece Dayanikli (ER)
0,1-5.0 Yiiksek Derecede Dayanikli (HR)
5,1-25.0 Dayanikli (R)
25,1-50.0 Hassas (S)
50,1-75.0 Yiiksek Derecede Hassas (HS)
75,1-100 Son Derece Hassas (ES)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Gaforio vd. (2015)’in ¢alismalarinda belirttigi iizere V. labrusca genotipleri ve
Amerika’da nemli bolgelerde yetisen melez ¢esitlerin, mildiyo ve kiilleme hastaliklarina
V. vinifera gesitlerinden daha dayanikli oldugu bizimde ¢alismamizda materyal olarak
kullandigimiz Kyoho’nun V. labrusca kani tasimasi mildiyo hastaligina dayaniklilik
genlerinin varligim1 ve dayanikli genlere sahip oldugu bilinen genotipler ile 1slah
caligmalarinin 6nemini géstermistir.

Uziim genomunu daha detayli tarayabilmek amaciyla calismada SNP’lerden
yararlanilmistir. SNP, canlilarin bir¢ogunda goriilen, ortaya ¢ikmasinda eklenme ve
silinmelerle birlikte niikleotidlerde meydana gelen degisimler ve bu degisimlerin
markorler yardimiyla 1slah c¢alismalarinda kullanilan etkili bir yontem olarak kabul
edilmektedir (Filiz ve Ko¢ 2011). Son yillarda, tek niikleotiddeki farkliliklar1 ayirabilen
bu yontem olduk¢a 6nemli olmustur ve kullanimi asmada da hizla artmaktadir (Emanuelli
vd. 2013; Zyprian vd. 2016). Calismada, hassas ebeveyn olarak Yalova Incisi ve dayanikli
ebeveyn olarak Kyoho melezlemesinden gelistirilen F1 popiilasyonu iizerinde, mildiy6
(P. viticola) hastaligina dayaniklilik lokuslart ile iliskili SNP markoérleri belirlenmistir.

Yapilan calismalar sonucunda P. viticola’'min yapay inokiilasyonundan sonra
sporiilasyon yogunluklarina gore direng seviyesi agisindan puanlandirilmistir. Kyoho X
Yalova Incisi yapraklardaki lezyon alan ortalamasi ve dayaniklilik degerlendirmesi
sonucunda toplam 77 genotipten (14 genotip kurudu) 63 adedinde ¢alisma yapilmis olup,
dayanikli oldugunu bildigimiz Kyoho’nun da dahil oldugu 17 birey (%27) son derece
dayanikli, 12 birey (%19,04) yiiksek derecede dayanikli, 7 birey (%11,11) dayanikli,
Yalova Incisi’nin de dahil oldugu 23 birey (%36,50) hassas ve 4 birey (%6,34) yiiksek
derecede hassas olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

63 adet bireyde yapilan hastalik siddeti analizlerinden elde edilen sonuglar ise su
sekildedir; Kyoho’nun da dahil oldugu 17 birey (%27) son derece dayanikli, 7 birey
(%]11,11) yiiksek derecede dayanikli, 17 birey (%27) dayanikli, Yalova incisininde dahil
oldugu grupta 11 birey (%17,46) hassas, 9 birey (%14,28) yiiksek derecede hassas ve 2
birey (%3,17) son derece hassas olarak nitelendirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Kyoho X Yalova Incisi lezyon alan ortalamasi ve dayaniklilik derecesi

19

Sira no Ornek No Alan Ortalama (mm2) Dayamikhilik Derecesi
1 2 0,00
2 4 0,00
3 6 0,00
4 8 0,00
5 10 0,00
6 11 0,00
7 12 0,00
8 16 0.00 Son Derece Dayanikli
9 18 0,00
10 21 0,00
11 24 0,00
12 25 0,00
13 27 0,00
14 29 0,00
15 30 0,00
16 73 0,00
17 KYOHO 0,00
18 96 0,20
19 77 0,23
20 1 0,24
21 49 0,32
22 19 0,37
23 80 0.48 Yiiksek Derecede
24 3 0,48 Dayanikli
25 5 0,49
26 67 0,70
27 41 0,72
28 89 0,78
29 59 0,87
30 78 1,08
31 17 1,15
32 36 1,24
33 38 1,47
34 93 1,66 Dayanikh
35 90 1,84
36 63 1,87
(Devami Arkada)
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Cizelge 4.1°in devamu.

37 15 2,01
38 61 2,16
39 64 2,32
40 86 2,70
41 40 2,83
42 84 2,90
43 102 3,02
44 Y. INCisi 3,03
45 88 3,13
46 74 3,35
47 105 4,26
48 76 4,30 Hassas
49 62 4,38
50 81 4,72
51 34 4,80
52 87 4,86
53 68 5,78
54 85 6,92
55 83 7,34
56 75 7,68
57 99 8,24
58 91 8,35
59 104 8,39
60 103 10,80
61 100 11,04
62 59 13.00 Yiiksek Derecede Hassas
63 70 14,07
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izelge 4.2. Kyoho X Yalova Incisi hastalik siddeti sonuclari (%
Cizelg y $ clar1 (%)

21

Sira no Ornek No Hastalik siddeti (%) Hastalik siddeti (%)
1 2 0,00
2 4 0,00
3 6 0,00
4 8 0,00
5 10 0,00
6 11 0,00
7 12 0,00
8 16 0,00
9 18 0,00
10 21 0,00
11 24 0,00
12 25 0,00 Son Derece Dayanikli
13 27 0,00
14 29 0,00
15 30 0,00
16 73 0,00
17 KYOHO 0,00
18 1 2,50
19 3 2,50
20 5 2,50
21 19 2,50 Yiiksek derecede Dayanikli
22 41 2,50
23 89 3,75
24 49 5,00
25 77 7,50
26 80 7,50
27 17 10,00
28 67 10,00
29 78 12,50
30 96 12,50
7 15 15,00 Dayanikl
32 38 18,33
33 36 18,75
34 93 20,00
35 74 22,50
36 84 22,50
(Devamm Arkada)
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Cizelge 4.2°nin devamu.
37 86 22,50 Dayanikli
38 59 25,00
39 63 25,00
40 90 25,00
41 91 25,00
42 88 26,25
43 34 27,50
44 102 30,00 Hassas
45 64 33,75
46 62 37,50
47 81 40,00
48 105 40,00
49 104 45,00
50 40 45,00
51 76 48,75
52 Y. INCiSi 48,75
53 103 55,00
54 99 55,00
25 I %875 Yiiksek Derecede Hassas
56 68 59,17
57 69 60,00
58 87 61,25
59 61 62,50
60 85 67,50
61 100 75,00
62 70 80,00 Son Derece Hassas
63 83 92,50
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Group Chr Legend
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Sekil 4.2. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 1)

Group Chr2 Legend
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Sekil 4.3. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 2)
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Sekil 4.4. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 3)
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Group chr4 Legend

LoD
257

207

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Sekil 4.5. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 4)

Group Chrs Legend
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Sekil 4.6. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 5)

Group Chré Legend
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Sekil 4.7. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 6)
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Group Chr7 Legend
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Sekil 4.8. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 7)

Group Chr8 Legend
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Sekil 4.9. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 8)

Group Chr9 Legend
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Sekil 4.10. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 9)
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Group c10 Legend
LoD
.
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Sekil 4.11. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 10)
Group Chri1 Legend
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Sekil 4.12. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 11)
Group Chr12 Legend
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Sekil 4.13. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 12)
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Group chrid Legend
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Sekil 4.14. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 13)
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Sekil 4.15. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 14)

Group Chr1s Legend

LOD

287

207

0at

0.0 F—t——
0 2 4 6 8 M0 12 14 16 18 20 22

Sekil 4.16. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 15)
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Group Chr1é Legend
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Sekil 4.17. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 16)

Group Chr17 Legend
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Sekil 4.18. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 17)
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Sekil 4.19. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 18)
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Group Chr19 Legend
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Sekil 4.20. QTL’lerin LOD degerleri grafigi (Kromozom 19)

Sekil 4.2- Sekil 4.20 arasinda verilen grafiklerde yer alan 7, 8, 11, 12,14 16 17 ve
18. kromozomlarda P. viticola’ya dayaniklilikla iliskilendirilen giiglit QTL’ler tespit
edilmistir.

Calismalar kapsaminda mildiydye dayanikliligi kontrol eden QTL’lerin liziim
genomunda haritalanabilmesi i¢in yliksek ¢oziintirliiklii SNP verileri kullanilmistir. QTL
analizlerinde MapQTL programinda yer alan CIM (kompozit aralik haritalama programi
kullanilarak  yapilmistir. LOD degeri 3’den biylik lokuslar QTL olarak
degerlendirilmistir. Cizelge 4.3’da {iziim genomunda yer alan SNP markorlerinin CIM
analizi sonucu hesaplanan LOD degerleri ve yiizde etki degerleri yer almaktadir.
Analizler sonucunda toplam 11 adet QTL’in P. viticola'ya dayanikliligi kontrol ettigi
belirlenmistir. Cizelge 4.3’ da, toplam 4 kromozomda yer alan QTL’lerin etki degerleri
incelendiginde minimum %?29,3 ve maksimum %100 degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir.

Cizelge 4.3 incelendiginde 11 adet P. viticola hastaligina dayanikliligi kontrol
eden QTL’lerin yilizde etkileri verisinde 4 adet %100 etkiye sahip QTL listelenmistir.

Cizelge 4.3. Belirlenen QTL’lerin lokasyonlari, LOD degerleri

QTL Adi |Grup Kromozom Lokasyonu LOD % EXp
Mr7.1 Chr7 10800732 99,99 100
Mrl4.1 Chr14 21610628 4,26 70
Mr14.2 Chr14 29403464 99,99 100
Mr14.3 Chr14 14569280 3,05 31,9
Mr16.1 Chrl6 10263968 99,99 100
Mr18.1 Chr18 767326 4,81 74,5
Mr18.2 Chr18 7971115 3,19 68,4
Mr18.3 Chr18 11265938 5,4 79,3
Mr18.4 Chr18 19868374 3,54 29,3
Mr18.5 Chr18 23992103 13,84 91,3
Mr18.6 Chr18 11720927 99,99 100
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Haritalama populasyonundaki genotip sayist da Onemlidir. Asmada, mildiyo
fungal hastaligina dayaniklilik saglayan genle yakin iligkili markor elde etmek amaciyla
280 adet RAPD primerlerinden yararlanilmis ve 60 adet F1 genotipi haritalama
populasyonu olarak kullanilmistir (Luo vd. 2001). Peterlunger vd. (2003), Avrupa
asmalarinda kiilleme, mildiy6 ve kursuni kiif gibi hastalilarda dayaniklilig1 arastirmak
amaciyla, genotip sayisi birka¢ taneyle 136 arasinda degisen farkli populasyonlar
olusturmus ve 371 adet SSR primeri kullanmistir. Dayanikli cesitlerle yetistiricilik
yapmak en etkin miicadeleler arasindadir. Bununla birlikte, 1slah ¢alismalarinda,
biyotik/abiyotik stres kosullarina dayanik/tolerant ¢esit elde etme g¢alismalarinin en
onemli kismin1 genotiplerin testlenmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi olusturmaktadir
(Uzun vd. 2018). Bu kapsamda, molekiiler markorleri kullanarak karmasik kalitima sahip
olan birden ¢ok gen tarafindan idare edilen kantitatif karakterlerin (QTL) haritalanmasi
(Tanksley 1983; Buck vd. 2000; Madini vd. 2003; Riaz vd. 2003; Ferreira vd. 2006;
Welter vd. 2007), gene yakin molekiiler markdrlerin elde edilmesi ve MAS amagl
kullanima 1slahgilara biiylik avantajlar saglamaktadir (Mejia vd. 2003). Bu amagla, asma
yetistiriciliginde bliylik sorun olan 6nemli fungal hastaliklardan kiilleme ve mildiyd
hastaliklar1 i¢in bir¢cok ¢alisma yiiriitiilmiis (Pauquet vd., 2001; Reisch, 2001) ve MAS
amacgh kullanilabilecek markorler elde edilerek 1slah ¢alismalarinda kullanimi
saglanabilmistir (Pauquet vd. 2001; Vezzulli vd. 2019; Akkurt vd. 2022).

Regent x Lemberger c¢esidinin melezlemesiyle elde edilen mildiydye
dayaniklilikla iliskili Rpv3, Rpv4 ve Rpvll genlerin; 18, 4 ve 5 numarali kromozom
tistiinde oldugu bulunmustur (Bellin vd. 2009; Welter vd. 2007; Fischer vd. 2004; Uzun
vd. 2018). Bu tez calismasi sonucunda da mildiydye dayaniklikla iligkilendirilen
QTL’lerin ve tespit edilen SNP markorlerinin 18. kromozomda yer aldigi sonucu
literatiirdeki c¢alismalar ile g¢aligmamizin paralellik gosterdigini ve daha Onceki
caligmalarda tespit edilmis olan kromozomlardan farkli olarak 7, 14 ve 16. kromozomda
da P. viticola’ya dayaniklilikla iliskilendirilen genlerin varligmin tespit edilmesi
calismay1 6zgiin kilmaktadir.

SNP analizi yapilan Yalova Incisi x Kyoho melezi genotipler F1 genotipleri
verifikasyon i¢in kullanilmistir. Belirlenen primelerle yapilan PCR ¢aligmalar1 ve kesim
enzimi sonucundan elde edilen iiriine gore genotiplerin dayaniklilik ve hassaslik durumu
belirlenmistir. Chr18 i¢in kesim enzimi ¢alismamistir, bu nedenle sonug¢ verilememistir.
Bununla birlikte, Mr14.1,Mr14.2, Mrl4.3 ve Mrl6.1 i¢cin monomorfik band elde
edilmistir (Sekil 4.21). Agaroz jelde bantlar arasindaki mesafenin az olmas1 durumunda
ayirt etmek zorlagsmakta ve monomorfik olarak goriilebilmektedir. Bu nedenle, yalniz Chr
7 icin degerlendirme yapilabilmistir ve molekiiler testlemelerin klasik testlemelerle
ortiisme oranlar1 % olarak tespit edilmistir.

Calismada monomorfik band elde ettigimiz Chr 14 SNP ve Chr 16 SNP
markdrlerinde kullanilan kesim enziminin degistirilmesi ile bundan sonraki ¢alismalarda
daha basarili sonuglar elde edilebilecegi ongoriilmektedir.

Calismada elde edilen SNP primerleri ve kesim enzimleri Cizelge 4.4’de yer
verilmistir. 4 farkli SNP primeri i¢in 3 farkli kesim enzimi kullanilmistir.
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Cizelge 4.4. SNP primerleri ve forward reverse baz dizilimleri ve kesim enzimleri

SNP

) . Forward Reverse Baz Dizilimleri Kesim Enzimleri
Primerleri

F: TTTTGTCAAGGCTAGTCC Bglll
Chr7_SNP | R: ATTTGGGATAAAATTGGATCAC

F: GGTGCAAACTTTATATTCCATGA Pmll
Chr14 SNP | R: CTTGTTCTATCACGTGAATCAAAT

F: CTCTGAGGAATTTTCTAGTAATGT Apol HF
Cchr16_SNP | R: CCAAATCTAGATTCAGAGACCCTAA

F: TTAGATGATGCTATCCGGATA Apol HF
Chr18 SNP | R: CAGAGGATATGAACCCACTAC

Primerlerden Chrl8 SNP ile yapilan PCR caligmalarinda amplifikasyon elde
edilememistir. Kesim oncesi Chr7 SNP, Chrl4 SNP, Chrl6 SNP ve Chr 18 SNP
primerinin agaroz jeldeki gorlintlisii Sekil 4.21°de verilmistir. Sekil 4.22°de ise kesim
enzimlerine gore ebeveynlerin vermis oldugu band desenleri goriilmektedir.

K Y.i. F1 Fa

L Chr 16

K Y.i. Fa Fa

Sekil 4.21. Kesim dncesi primerlerin agaroz jel goriintiisii (Chr7: 190 bp;
Chr14: 190-200 bp; Chr16: 200-210 bp) (L: Ladder; K: Kyoho; Y.I. : Yalova Incisi)
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Sekil 4.22. Kesim sonrast SNP primerlerinin agaroz jel goriintiisii (AL: Alphonse
Lavallée, L: Ladder, K: Kyoho, Y.I. : Yalova Incisi, R: Regent)

Chr 7 SNP primeri ile kesim sonras1 agaroz jel goriintiisiinde K, YI, AL ve R
genotiplerinden P. viticola’ya hassas olan genotipler (YI ve AL) kesim sonrasinda tek
band gozlemlenmistir; dayanikli olan genotiplerde (K ve R) ise ¢ift bant gézlemlenmistir.
Bu degerlendirmeler 1s181inda dayaniklilik skalasi olusturulmus ve F1 genotiplerinde
okumalar yapilmistir.

"~ Chr7 SNP Yalova incisi X Kyoho F1 Genotipler Kesim Sonrasi

|

Sekil 4.23. Chr 7 SNP kesim sonras1 Yalova Incisi X Kyoho F1 genotipleri agaroz jel
goriintilisii (L: Ladder)
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Chr 7 SNP Alphonse Lavallée X Regent F1 Genotipler Kesim Sonrasi

R s

L]

Sekil 4.24. Chr 7 SNP kesim sonras1 Alphonse Lavallée X Regent F1 genotipleri agaroz
jel goriinttisti (L: Ladder)

Sekil 4.22’de belirlenen hastaliga dayaniklik skalasina gore yapilan
degerlendirmeler sonucunda, Yalova Incisi X Kyoho bazi F1 genotiplerinde yapilan Chr
7 SNP kesim sonrasi agaroz jel goriintiilerine Sekil 4.23° de yer verilmistir. 87,88 ve 89
numarali 6rnekler hassas olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.24°de ise Alphonse Lavallée
X Regent F1 genotipleri agaroz jel goriintiisiinde, skalaya gore yapilan degerlendirme
sonucunda sekilde yer alan genotiplerin dayanikli oldugu goriilmektedir.

P. viticola’ya dayaniklilikla ilgili yapilan ¢aligmalarda dayaniklilik genlerinin 4,
5, 12 ve 18. kromozomlarda bulundugu tespit edilmistir (Bellin vd. 2009; Welter vd.
2007; Fischer vd. 2004; Uzun vd. 2018). Yapilan bu tez calismasi sonucunda ise
V.vinifera’da P. viticola’ya dayaniklilikla iliskilendirilen genlerin 7, 14, 16 ve 18.
kromozomlarda yer aldig1 tespit edilmistir.

Tummala (2021) ¢aligmasinda, mildiyoye dayaniklilik orijini Chambourcin (Vitis
interspesifik melezi) olan 267 F1 genotipinde mildiyd direnci ile ilgili alelleri tespit
etmiglerdir. 18. Kromozomda yer alan Rpv3 geni ile bizim ¢alismamizda P. viticola
dayaniklikla iligkili giicli QTL’lerin yer aldigi 18. kromozom sonucu caligmanin
literatiirde yer alan diger caligmalarla paralellik gosterdigini bildirmektedir.

Chr 7 SNP ile tespit edilen Yalova Incisi X Kyoho F1 genotiplerinde klasik
testlemelerle Ortlisme oranlari sporolasyon siddetine gore %81, sporolasyon alanina gore
ise %77 oraninda olmasi gelistirilen markdriin etkinlik oraninin yiiksek oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.5). Alphonse Lavallée X Regent F1 genotiplerinde klasik
testlemelerle Ortiigme oranlar1 sporolasyon siddetine ve sporolasyon alanina gore %87,5
olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Alphonse Lavallée x Regent F1 genotipleri klasik testleme ve molekiiler
testleme sonuglari

Ornek Klasik Testleme Sonuglari Molekiiler Testleme Sonuglari
S,\llroa No Sporulasyon | sporulasyon Chr7 SNP Chri14 SNP Chr16 SNP
Siddeti Alam (Bglll) (Pmil) (Apol HF)
1 Regent R HR Dayanikli Monomorfik Monomorfik
2 5;52101226 ES ES Hassas Monomorfik Monomorfik
3 1 R R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
4 2 R R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
5 9 S R Dayanikl Monomorfik Monomorfik
6 14 R R Dayanikh Monomorfik Monomorfik
7 64 R R Dayanikl Monomorfik Monomorfik
8 187 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
9 205 HR HR Dayanikh Monomorfik Monomorfik
10 |211 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
11 |225 R R Dayanikh Monomorfik Monomorfik
12 |233 R R Dayanikl Monomorfik Monomorfik
13 | 264 R R Dayanikl Monomorfik Monomorfik
14 | 266 R R Dayanikl Monomorfik Monomorfik
15 291 R R Dayanikl Monomorfik Monomorfik
16 |318 S R Hassas Monomorfik Monomorfik
17 1319 HR ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
18 359 R R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
19 |412 HR ER Hassas Monomorfik Monomorfik
20 |410 Dayanikli Monomorfik Monomorfik
21 |441 Dayanikli Monomorfik Monomorfik
22 | 443 HR ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
23 | 449 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
24 | 481 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
25 |492 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
26 | 497 R HR Dayanikli Monomorfik Monomorfik
27 1500 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
28 | 507 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
29 |524 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
30 |539 R HR Hassas Monomorfik Monomorfik
31 |542 ER ER Hassas Monomorfik Monomorfik
32 |612 R R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
f]ER: S)on derece dayanikli, HR: Yiiksek derece dayanikli, R: Dayanikli, S: Hassas, HS: Yiiksek derecede hassas, ES: Son derece
assas
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Cizelge 4.6. Yalova Incisi X Kyoho F1 genotiplerinde klasik testleme ve molekiiler
testleme sonuglari

Klasik Testleme Sonuglari Molekiiler Testleme Sonuglari
Sira -
No | OrmekNo Sporulasyon | sporulasyon Chr7 SNP Chr14 SNP Chr16 SNP
Siddeti Alam (Bglll) (Pmll) (Apol HF)

1 Yalova Incisi S S Hassas Monomorfik Monomorfik
2 Kyoho ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
3 2 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
4 3 HR HR Dayanikli Monomorfik Monomorfik
5 4 ER ER Dayanikl Monomorfik Monomorfik
6 5 HR HR Dayanikli Monomorfik Monomorfik
7 6 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
8 8 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
9 10 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
10 |11 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
11 |12 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
12 |15 R S Dayanikli Monomorfik Monomorfik
13 |16 ER ER Dayanikli Monomorfik Monomorfik
14 |17 R R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
15 |18 ER ER Hassas Monomorfik Monomorfik
16 |87 HS S Hassas Monomorfik Monomorfik
17 |88 S S Hassas Monomorfik Monomorfik
18 |89 HR HR Hassas Monomorfik Monomorfik
19 |90 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
20 |91 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
21 |93 R Dayanikli Monomorfik Monomorfik
22 |96 R HR Dayanikli Monomorfik Monomorfik
23 |99 HS S Dayanikli Monomorfik Monomorfik
24 | 100 HS HS Dayanikli Monomorfik Monomorfik
25 |102 S S Dayanikli Monomorfik Monomorfik
26 ]103 S HS Hassas Monomorfik Monomorfik
(ER: Son derece dayanikli, HR: Yiiksek derece dayanikli, R: Dayanikli, S: Hassas, HS: Yiiksek derecede hassas, ES:
Son derece hassas)

SNP analizi yapilan Yalova Incisi x Kyoho melezi genotipleri ve Alphonse
Lavallée X Regent F1 genotipleri de verifikasyon i¢in kullanilmistir. Belirlenen
primelerle yapilan PCR calismalari ve kesim enzimi sonucundan elde edilen {iriine gore
genotiplerin dayaniklilik ve hassaslik durumu belirlenmistir. CHR 18 SNP i¢in kesim
enzimi ve primer ¢alismamistir, bu nedenle sonug verilememistir. Bununla birlikte, Chr
14 SNP ve CHR 16 SNP i¢in monomorfik band elde edilmistir (Sekil 4.22). Agaroz jelde
bantlar arasindaki mesafenin az olmasi durumunda ayirt etmek zorlagsmakta ve
monomorfik olarak goriilebilmektedir. Bu nedenle, yalniz Chr 7 SNP i¢in degerlendirme
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yapilabilmistir ve molekiiler testlemelerin klasik testlemelerle Ortlisme oranlar
sporolasyon siddetine gore %81, sporolasyon alanina gore ise %77 oraninda paralellik
olarak tespit edilmistir.

Bhattarai vd. (2021) ¢aligsmalarinda, Vitis rupestris Scheele ve Vitis riparia Michx
melezlemesinden olusan F1 haritalama populasyonunda mildiy6 hastaligina dayaniklilik
lokuslarmin tespit edilmesi amaciyla, dizileme yoluyla genotipleme (GBS) ydntemini
kullanmiglardir. Elde ettikleri haritalarin verifikasyonu sonucunda %66,5 dogrulama
yapabilmislerdir. Bu c¢alismada ise GBS ile dizilenen iizim genomundan yiiksek
cOziinlirliikteki SNP tabanli fiziksel harita elde edilmistir. Yapilan  molekiiler
testlemelerin klasik testlemelerle Ortiisme oranlari sporolasyon siddetine gore %81,
sporolasyon alanina gore ise %77 oraninda oldugu tespit edilmistir. Calismalarinda
kullandiklar1 V.riparia ve V.rupestris melezlemeleri sadece mildiyd hastaligina
dayaniklik amaci ile degil ayn1 zamanda filoksera ve bagciliktaki diger Onemli
hastaliklara da dayaniklilik 1slahinda kullanilmaktadir.

Genellikle asmada diger yabani tiirlerle melezlemelerden elde edilen gesitlerin
kalite ve verim degerleri diisiik olmaktadir. Yine, MAS amagh kullanilacak markoériin V.
vinifera x V. labrusca melezlemesiyle olusturulan popiilasyondan elde edilmesi markoriin
giivenirliligini arttirmaktadir. Fakat, glinlimiize kadar MAS amagli kullanilan markorlerin
elde edildigi popiilasyonlarda V. labrusca yer almamaktadir. Ayrica, Kyoho, diinyada en
fazla yetistirilen sofralik iiziim ¢esidi olup, mildiyd hastalifina dayanikli oldugu ve
dayaniklilik 1slahinda yaygin olan bazi tiirlerin disinda ¢alismamizda Kyoho (V.labrusca)
dayaniklilik gen kaynaginin kullanilmasi literatiire 6zgiinliik katmaktadir.

SNP analizi yapilan Yalova Incisi x Kyoho melezi genotipleri ve Alphonse
LavalléeX Regent F1 genotipleri ile verifikasyon sonrasinda; Yalova Incisi x Kyoho
melezi klasik testleme sonucunda 8 hassas genotip tespit edilmistir. Molekiiler testleme
sonucunda ise 6 adet hassas genotip dogrulanmustir.
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5. SONUCLAR

Diinyada iiziim yetistiriciligi yapilan alanlarda en Onemli biyotik stres
faktorlerinden birisi olan fungal hastaliklardan mildiyo hastalik etmeni P. viticola'dir.
Calismamizda, dayanikli oldugu bilinen Kyoho ile hassas Yalova Incisi melezinden
gelistirilen F1 popiilasyonunu kullanarak, SNP analizleriyle QTL haritalamasi ile iziimde
P. viticola'ya dayanikliligi saglayan gen bdlge/bolgelerini belirlemek ve QTL
bolgelerindeki yer alan genlerin dayaniklilikla olan ilgilerinin biyoinformatik analizlerle
SNP’ler belirlenerek dayanikliligin molekiiler genetik temellerini aydinlatmak
hedeflenmistir.

Toplam 63 adet bireyde yapilan sporolasyon siddeti analizleri sonucunda
Kyoho’nun da dahil oldugu 17 birey (%27) son derece dayanikli, 7 birey (%11,11) yiliksek
derecede dayanikli, 17 birey (%27) dayanikli, Yalova Incisi’ninde dahil oldugu grupta 11
birey (%17,46) hassas, 9 birey (%14,28) yiiksek derecede hassas ve 2 birey (%3,17) son
derece hassas olarak nitelendirilmistir. Sporulasyon alanina gore yapilan
degerlendirmeler sonucunda toplam 63 bireyden dayanikli oldugunu bildigimiz
Kyoho’nun da dahil oldugu 17 birey (%27) son derece dayanikli, 12 birey (%19,04)
yiiksek derecede dayanikli, 7 birey (%11,11) dayanikli, Yalova Incisi’nin de dahil oldugu
23 birey (%36,50) hassas ve 4 birey (%6,34) yiiksek derecede hassas olarak tespit
edilmistir.

SNP analizleri sonucunda, tim asma genomunu kapsayan toplam 15.215 adet
temiz (clean) SNP markori belirlenmis ve bu markorler QTL analizlerinde kullanilmastir.
Toplam 627 adet markdrii iceren ve toplam 911.3 ¢cM uzunlugunda olan bir genetik
baglanti haritas1 olusturulmustur ve genetik harita iiziim genomunun 19 kromozumunu
kapsamaktadir. Kromozom 2 en diisiik ¢oziiniirliige (136.17 kb/SNP) sahip olmasina
ragmen kromozom 7 en yiliksek ¢oOziintirliige (45.17 kb/SNP) sahiptir. Analizler
sonucunda toplam 12 adet QTL in mildiydye dayanikliligi kontrol ettigi belirlenmistir.

QTL lere baglant1 gésteren SNP markorleri MAS ¢alismalarinda kullanilabilecek
5 adet CAPS markoriine ¢evrilmis, uygun kesim enzimleri belirlenmistir. Verifikasyon
caligmalar1 i¢in klasik testleme sonucu belirlenmis olan Alphonse Lavellée x Regent ve
Yalova Incisi x Kyoho melezi F1 genotipler kullanilmistir. Markérler, P. viticola'ya
dayanikliligin ¢oklu gen tarafindan kontrol edilmesi nedeniyle tek bir primerle sonug
alinamayacagini gostermistir. Bu nedenle, monomorfik band deseni sunan Chr 14 SNP
ve Chr 16 SNP primerlerinden elde edilen PCR iiriinlerinin, ¢ok kii¢iik bp mesafedeki
bandlarin ayrimini saglayan sistemler kullanilarak tekrar ¢alisilmasi uygun olacaktir. Chr
7 SNP i¢in degerlendirme yapilabilmistir ve molekiiler testlemelerin klasik testlemelerle
Ortlisme oranlar1 sporolasyon siddetine gore %81, sporolasyon alanina gore ise %77
oraninda paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Klasik testleme sonucunda Yalova Incisi
x Kyoho melezi genotiplerden 8 genotip hassas olarak tespit edilmistir. Molekiiler
testleme sonucunda ise 6 adet hassas genotip tespit edilmistir.

Calismalar kapsaminda mildiydye dayanikliligi kontrol eden QTL’lerin liziim
genomunda haritalanabilmesi i¢in yliksek ¢oziintirliiklii SNP verileri kullanilmistir. QTL
analizlerinde MapQTL programinda yer alan CIM (kompozit aralik haritalama programi)
kullanilarak  yapilmistir. LOD degeri 3’den biiyiik lokuslar QTL olarak
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degerlendirilmistir. Analizler sonucunda toplam 11 adet QTL’in P. viticola'ya
dayaniklilig1 kontrol ettigi belirlenmistir. Toplam 4 kromozomda yer alan QTL’lerin etki
degerleri incelendiginde minimum %?29,3 ve maksimum %100 degerleri goriilmektedir.

Calisma sonuglarina gore 7, 14, 16 ve 18. kromozomlarda P. viticola’ya
dayaniklilikla iligkilendirilen (7. kromozomda 1 adet; 14. kromozomda 3 adet; 16.
kromozomda 1 adet; 18. kromozomda 6 adet) giiclii QTL’ler tespit edilmistir. Onceki
caligsmalarda {iziim genotiplerinde tespit edilen P. viticola’ya dayaniklilik genlerinin, bu
caligmada tespit edilen kromozomlardan farkli olmasi literatiire katki agisindan 6nem
tagimaktadir. Monomorfik band deseni elde ettigimiz Chr 14 SNP, Chr 16 SNP ve band
elde edemedigimiz Chr 18 SNP ile farkli kesim enzimleri kullanilarak sonraki
calismalarda basarili sonuglar elde edilebilecegi ve literatiire katki saglayabilecegi
distiniilmektedir.
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