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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje ¢alismasinda,

- Bu tezin/projenin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu,

- Calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigima,

- Bucalisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢cin kaynak gosterdigimi
ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi,

- Bu calismanin Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii'niin belirlemis oldugu o6l¢iitlere uygun
oldugunu,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Tezin/Projenin herhangi bir boliimiinii bu liniversite veya baska bir tiniversitede
bagka bir tez/proje ¢aligmasi olarak sunmadigima,

beyan ederim.

] Bu tez/proje calismasinin herhangi bir asamasi hi¢bir kurum/kurulus tarafindan
maddi/alt yap1 destegi ile desteklenmemistir.

Bu tez caligmasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler Atatiirk Bahge Kiiltiirleri
Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan Asma Genetik Kaynaklarmin Karsilikli
Degerlendirilmesi ve Sofralik Uziim Islah1 adli proje kapsaminda maddi/alt yap: destegi
alinarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun
saptanmas1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi
bildiririm.
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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin tamamin1 veya herhangi
bir kismini, basilt ve elektronik formatta arsivleme ve asagida belirtilen kosullarla
kullanima agma izninin Kocaeli Universitesi’'ne verdigimi beyan ederim. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap,
lisans ve patent vb.) kullanimi bana ait olacaktir.

Tezin kendi 6zgiin ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin
alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit
ederim.

Yiiksekogretim kurulu tarafindan yayimnlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi/ Kocaeli Universitesi
Kiitiiphaneleri Acik Erigim Sisteminde erisime agilir.

[C]  Enstitii yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihinden
itibaren 2 yil ertelenmistir.

Enstitii yonetim kurulu gerekcgeli karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarithinden itibaren 6 ay ertelenmistir.

L1 Tezimile ilgili gizlilik karar1 verilmemistir.
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MELEZLEME ISLAHI iLE ELDE EDILEN BAZ| F; ASMA GENOTIPLERININ
KULLEME (Uncinula necatory VE MILDIYO (Plasmopara viticola)
HASTALIKLARINA DAYANIKLIKLARININ SKORLANMASI VE
CEKIRDEKSiZ ASMA  GENOTIPLERININ MARKOR DESTEKLI
SELEKSIYON iLE BELIRLENMESI

OZET

Ulkemiz asmanin gen merkezi olup, eski ve koklii bir bagcilik kiiltiiriine sahiptir. Diinya
da bagciligi kisitlayan verim ve kalite kayiplarina neden olan en 6nemli hastalik etmenleri
arasinda; mildiyo (Plasmopara viticola (Berk. Et Curt) Berl et de Toni) ve kiilleme
(Erysiphe necator syn. Uncinula necator (Schw.) Burr. ) yer almaktadir ilaveten
cekirdeksizlik iiziimde aranan en 6nemli kalite kriterlerinden birisidir.

Bu calismada ‘Asma Genetik Kaynaklarmin Karsilikli Degerlendirilmesi ve Sofralik
Uziim Islah1’ isimli Giiney Kore ve Tiirkiye IKili isbirligi projesi kapsaminda 2019 yilinda
melezleme c¢aligmalarindan elde edilen F1 liziim genotipleri kullanilmistir. Calisma; F1
tizim genotiplerinin kiilleme (Uncinula necator) ve mildiyé (Plasmopara viticola)
hastaliklarina dayanikliklarinin skorlanmasi ve ¢ekirdeksiz genotiplerin markdr destekli
seleksiyon (MDS) ile belirlenmesi olmak tizere iki ana asamadan olusmustur.

Kiilleme ve mildiyé hastaliklarina karst melez genotiplerin dayaniklilik seviyelerini
belirlemek amaciyla her bir fidandan olgunluga erigmis rastgele secilen dort-bes yaprak
tizerinde, enfeksiyonlarin kaplama alani baz alinarak OIV-452, 455 ve 456 skalalarina
gore tiim yaprak alaninda go6zlemlenen hastalik lezyonlarmin yiizdesine gore
belirlenmistir. Toplamda 470 adet melez iiziim genotipi skorlanmig ve 31 adet genotip
hem kiilleme hem de mildiy6 hastaligina kars1 ¢ok dayanikli olarak tespit edilmistir.

Markor destekli  seleksiyon ile ¢ekirdeksiz melez genotiplerin belirlenmesi igin
5U_WVIAGL11 isimli SSR markérii kullanilmistir. Arastirmanin sonucunda 351 genotip
arasindan potansiyel ¢ekirdeksiz 136 adet birey tespit edilmistir. Toplamda 136 potansiyel
cekirdeksiz melez liziim genotipinin 77 adedi hem kiilleme hem de mildiy6 hastaligina
¢ok dayanikli ya da dayanikli olarak belirlenmistir. Belirlenen 77 adet melez genotip
gelecekteki 1slah calismalarinda kiilleme ve mildiydye dayanikli ¢esitlerin iilkemiz ve
diinya bagciligina kazandirilmas1 amaciyla kullanilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Cekirdeksizlik, Dayaniklilik, Kiilleme, MDS, Mildiy®.



SCORING THE RESISTANCE OF SOME F; GRAPEVINE GENOTYPES
OBTAINED BY CROSSBREEDING TO POWDERY MILDEW (Uncinula necator)
AND DOWNY MILDEW (Plasmopara viticola) DISEASES AND
DETERMINATION OF SEEDLESS GENOTYPES BY MARKER ASSISTED
SELECTION

ABSTRACT

Our country is the gene center of the vine and has an old and deep rooted viticulture
culture. Among the most important disease factors that restrict viticulture in the world
and cause yield and quality losses; downy mildew (Plasmopara viticola) and powdery
mildew (Erysiphe necator syn. Uncinula necator ) additionally seedless is one of the most
important quality criteria sought in grapes.

In this study, F1 hybrid grape genotypes obtained from crossing studies carried out in
2019 within the scope of the South Korea and Turkey Bilateral Cooperation project
named "Mutual Evaluation of Grape Vine Genetic Resources and Breeding of Table
Grape" were used. Studies; It consisted of two main stages: scoring the resistance of F1
hybrid grape genotypes to powdery mildew (U. necator) and downy mildew (P. viticola)
diseases and determining seedless genotypes by marker assisted selection (MAS).

In order to determine the resistance levels of hybrid genotypes against powdery mildew
and downy mildew diseases, on four to five randomly selected leaves from each young
plant(seedling), on the whole leaf area according to OIV-452, 455 and 456 based on the
coverage area of the infections determined by the percentage of disease lesions observed.
A total of 470 hybrid grape genotypes were scored and 31 genotypes were determined to
be very resistant to both powdery mildew and downy mildew disease.

SSR marker 5U_VViAGL11 was used to identify seedless hybrid genotypes with marker
assisted selection. As a result of our research, one hundred and thirty-six potential
seedless individuals were identified among three hundred and fifty-one genotypes. In
total, seventy-seven of one hundred and thirty-six potential seedless hybrid grape
genotypes were determined as very resistant to both powdery mildew and downy mildew.
The determined seventy-seven hybrid genotypes will be used in future breeding studies
to gain new cultivars resistant to powdery mildew and mildew to the World’s and the our
country's viticulture.

Keywords: Seedlessness, Resistance, Powdery Mildew, MAS, Downy Mildew.



1. GIRIS

Ulkemiz asma yetistiriciligi agisindan diinyadaki en elverisli iklim kusag1 iizerinde
bulunmakta ayrica asmanin gen merkezleri arasinda yer almaktadir. Ulkemizde bagcilik
cok eskilere dayanan ve gilinlimiize kadar 6nemini siirdiiren tarim dallarindan birisidir.
Bagcilik kiiltiiriiniin Anadolu’da M.O. 3500 yillarina kadar dayandigi bilinmektedir
(Celik, 1998). Tirkiye’de lizim iireticileri, lilke ekonomisine son derecede Snemli
katkida bulunmaktadirlar. Bagciligin tarim iriinleri arasindaki yeri bolgelere gore
farklilik gostermekle beraber iilkemizin hemen her bolgesinde giiglii bir bagcilik
potansiyeli mevcuttur (Celik ve ark., 1998). Tirkiye diinyada tiziim tretim alani
bakimindan 417 bin ha ve %6’lik oran ile Ispanya (%16), Cin (%11), Fransa (%11) ve
Italya’dan (%9) sonra 5. sirada yer almaktadir. Tiirkiye iiretimde ise %5 oran ile Cin
(%17), Italya (%11), ABD (%9), Ispanya (%8) ve Fransa’dan (%8) sonra 6. sirada yer
almaktadir. Tiirkiye’yi Hindistan (%4) takip etmektedir (URL-2, 2021). Bu iiretimin
yaklasik %43 {inii ¢ekirdeksiz iiziim {iretimi olusturmaktadir (URL-3, 2022). Uretilen
cekirdeksiz liziimiin 1/3 i yas olarak, 2/3 i ise kurutmalik olarak degerlendirilmektedir.
Diinya bagciligiin en 6nemli hastalik etmenleri arasinda; mildiyo (Plasmopara viticola)
ve kiilleme (Erysiphe necator syn. Uncinula necator ) yer alir. Kiilleme ve mildiy6
hastaliklari, asmanin gelisimini smirlandirarak 6nemli derecede verim ve Kkalite
kayiplarina sebep olmaktadirlar. Fungal hastaliklardan korunmak amaciyla bir vejetasyon
doneminde 7-14 arasinda ilaglama yapilmasi gerekmektedir. Hatta bazi sofralik {iziim
reticileri bu sayiyr bir vejetasyon periyodunda 15 ve iizeri ilaglamaya kadar
¢ikarmaktadir. Bu da bagcilikta 6nemli bir girdiye sebep olurken, ayni zamanda
kullanilan kimyasallar hava, su kaynaklar1 ve toprakta ciddi kirlenmelere sebep
olmaktadir (Karabat ve Atig, 2009, Lu ve dig., 2020). Ancak bazen bu ciddi ilaglama
uygulamalarina ragmen sonuglar istenildigi gibi olmamaktadir. Bu durum ayni zamanda
insan sagligini tehdit edebilecek boyutta ilag kalintist riskine de sebep olabilmektedir
(Nicolopoulou-Stamati ve dig., 2016). Hem ilaglamalari minimum diizeye indirmek, hem
de insan saghigint korumak amaciyla hastaliklara dayanikli veya tolerant cesitlerin
gelistirilebilmesi i¢in diinyanin farkli {ikelerinde 1slah c¢alismalar1 ylriitiilmektedir
(Yildirim ve dig., 2019). Kiilleme (Uncinula necator) erken meyve olusum doneminde
yapraklarda ve meyvede gelisim gdsteren, uygun iklim ve ¢evre kosullarina gore farkl

seviyelerde zarara neden olan dnemli bir fungal hastaliktir. Tanelerin olgunlagsmasinda



gecikme, verim ve kalitede azalma gibi hastaligin siddetine bagli olumsuz etkileri
bulunmaktadir (Pool ve dig.,1984; Calonnec ve dig., 2004; Stummer ve dig., 2005).

Mildiyo ise ozellikle yiiksek yagis alan bolgelerde bulunan baglarda ciddi sorunlara
neden olan bir fungal hastaliktir (Kennelly ve dig., 2005). Nemli yaprak yiizeyi ve 20-
25°C ortam sicakligi mildiyo gelisimi i¢cin en uygun kosullardir. Mildiy6 hastaligi da
kiilleme gibi baglarda verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen bir hastaliktir (Salinari ve dig.,

2007; Chen ve dig., 2020).

Yogun bag alanlarina sahip iilkeler, 6zellikle hastaliklara dayanikli Amerikan kdkenli
Vitis tiirlerini gen kaynagi olarak kullanmaya baglamislardir. Klasik melezleme 1slahi
yontemiyle Amerkan kokenli Vitis tirleri ile Vitis vinifera’ min kalite ozellikleri
birlestirmeye ¢aligmislardir. Son yillarda organik {irlinlere talebin gittikce artmasiyla
beraber organik iiziim yetistiriciliginde de ciddi bir artis meydana gelmistir. Uziim
piyasasindaki bu gelismelerden dolay hastaliklara dayanikli veya tolerant ¢esitlere talep

giinden giine artmaktadir (Akkurt, 2004).

Cekirdeksizlik, taze meyve veya kuru ilizim olarak dogrudan tiikketime yonelik asma
meyvelerinde en degerli kalite 6zelliklerinden biri olmustur (Ledbetter ve Ramming,
1989). Ulkemizde ve diinyada cekirdeksiz iiziim cesitlerine olan talep giinden giine
artmaktadir ve sonug olarak yeni ¢ekirdeksiz sofralik {iziim ¢esitlerinin gelistirilmesine
yonelik 1slah calismalarina ihtiya¢ da benzer sekilde artmaktadir. I¢ ve dis pazara sunulan
ana cesidimiz Ege Bolgesi’nde yaygin olarak yetistirilen Sultani Cekirdeksiz’dir. Asma
1slah1 calismalarinda; biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayaniklilik, ¢ekirdeksizlik,
erkenci ve gecci cesitlerin elde edilmesi gibi ¢alismalar 6ncelikli konular arasindadir
(Ergiil, 1994). Klasik 1slah ¢aligsmalari ile istenilen bu 6zelliklerin bir arada toplanmasi
oldukga uzun yillar gerektirmektedir. Tane boyutu, meyve kabugu rengi ve salkim boyutu
gibi Ozelliklerin fenotipik degerlendirmesine dayanan segimler i¢in asmanin verime
yatmasini beklemek gerekmekte olup bu durumda melezlemelerden sonra en az ii¢ yil
beklemeyi de beraberinde getirir. Bununla birlikte, duyusal ve/veya spesifik enstriimantal
analiz gerektiren gevreklik, aroma ve asitlik gibi diger degerlendirmelerin elde edilmesi
birka¢ mevsim daha fenotipik stabilite gerektirmektedir (Ledbetter ve Ramming, 1989).
Bitki biyoteknolojisi son yillarda bitki 1slahinin hizlandirilmasinda 6nemli olanaklar

saglamaktadir. DNA molekiiler belirtecleri kullanilarak yapilan secimde, bitki



gelisiminin ¢ok erken asamalarindan itibaren ve meyve gelisimi ile olgunlasma
siirecinden tamamen bagimsiz olarak istenilen Ozelliklerin se¢imi yapilabilir. Yogun
emek ve uzun zaman gerektiren klasik 1slah ¢aligmalarina yardimci olmak amaciyla,
markor destekli seleksiyon ve doku kiiltiiri uygulamalari gliniimiizde siklikla kullanilan

tekniklerdir (Degirmenci ve Marasali Kunter, 2007).

Klasik 1slah ¢alismalari, melezleme ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen genis popiilasyon
igerisinden arzu edilen 6zelliklere ait genotiplerin se¢imi esasina dayanmaktadir. Asma
gibi heterozigotik kalitsal yapiya sahip ¢ok yillik bitkilerde uzun siiren bir genglik kisirlig
donemi vardir (Is¢i, 2008). Markor Destekli Seleksiyon (MDS) fenotipik segilimin
markdriin genotipine dayali olarak yapildig: seleksiyon teknigidir. MDS klasik 1slahta her
gecen giin biiylik 6nem kazanmakta ve basari orani giderek artmaktadir. MDS, ekonomik
olarak 6nem arz eden, birden fazla gen veya lokus tarafindan kontrol edilen, karakterlerin
daha hizli bir sekilde belirlenmesini saglayan klasik 1slaha yardimci bir tekniktir
(Hvarleva ve dig., 2009). MDS ile klasik 1slah ¢alismalar1 daha kisa siirede
tamamlanabilmekte ve hedef popiilasyon biiyiikligii de klasik 1slaha gore daha kiigiik
olmaktadir. Melez bitkilerin heniiz ¢imlenme asamasinda hedefe yonelik seleksiyonuna
imkan sagladigi i¢in zamandan, paradan ve emekten biiyiik oranda tasarruf saglamaktadir.
Bu teknik kullanilarak ¢ekirdeksizlik ve hastaliklara dayaniklilik gibi istenen 6zellikleri

tastyan genotipler secilebilmekte, diger genotipler ise elenebilmektedir.

Bu tezin amaglarindan biri F1 melez {iziim popiilasyonunun kiilleme (Uncinula necator)
ve mildiy6 (Plasmopara viticola) hastaliklarina dayanikliklik bakimindan skorlanarak
potansiyel dayanikli genotiplerin belirlenmesi diger amaci ise farkli Vitis tiirlerine ait
tiziimlerin melezlenmesi sonucunda elde edilen F1 melez tiziim genotipleri igerisinden
cekirdeksiz olabilecek genotiplerin markore dayali seleksiyon yontemi ile
belirlenmesidir. Kisaca bu calisma ile hem ¢ekirdeksiz hemde kiilleme ve mildiyo

hastaliklarina dayanikli/tolerant melez genotipler belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

Asmalar, Rhamnales takiminin Vitaceae familyasina ait bitkiler olup, kiiltiir asmalarinin
timi Vitis cinsine aittir. Vitis cinsinin Euvitis (2n=38) ve Muscadinia (2n=40) olmak
tizere iki alt cinsi bulunmaktadir. Euvitis, ana¢ olarak kullanilan ve {irlinlerinden
yararlanilan binlerce varyete ve kiiltiir ¢esidine sahiptir. Vitis vinifera L. Euvitis cinsinin

en 6nemli tirtidir (Winkler ve dig., 1974).

Uziim (Vitis spp.) Akdenize kiyis1 olan eski diinya iilkelerinde ilk yetistirilen meyveler
arasindadir (Zohary ve Hoph, 2000). Ulkemizde asmanin gen merkezlerinden biri olup,
cok zengin bir iiziim koleksiyonuna sahiptir. Ulkemizde asmanin meyvesi olan iiziim
sofralik, saraplik, sirke, sira,pestil, meyve suyu, kurutmalik gibi bir¢ok farkli sekilde
tilketilmektedir. Sofralik liziim yetistiriciligi iilkemizde Ege Bolgesi basta olmak {izere

Marmara ve Akdeniz Bolgelerinde oldukga yaygindir.

Asma hastaliklarinin basinda gelen ve bagcilig1 sinirlandiran 6nemli iki hastalik; mildiy6
(Plasmopara viticola) ve kiilleme (Erysiphe necator syn. Uncinula necator) dir. Bu iki
mantari hastalik yesil yapraklar1 ve meyveleri etkileyerek; tiziim verimini, sira ve sarabin

kalitesini diistirmektedir (Gadoury ve dig., 2001).

Kiillemeye neden olan fungus obligat bir parazittir ve miselyumu bolmelidir. Cok bolmeli
konidioforlar {izerinde zincir seklinde dizilmis seffaf fici bi¢ciminde konidiosporlari
vardir. Kis1 genellikle tomurcuk pullar arasinda ve ¢ubuklarda miselyum halinde gegiren
etmen tomurcuklar patladiktan sonra aktiflesmektedir. Hastalik etmeni 6zelligi geregi
sicak ve kurak iklim kosullarinda her y1l goriilmektedir. Optimum gelisme sicakligi 20-
25 °C’ dir. Konidiosporlarin ¢imlenmesi 35°C’de durmakta ve 40 °C’ de 6lmektedirler.
Cimlenmede rol oynayan diger 6nemli bir faktor ise nemdir. Genellikle %40-100 orantili
nem konidiyumlarin ¢imlenmesi i¢in yeterli olmaktadir. Hastalik riizgarla yayilmaktadir.
Kiilleme hastaligi, omganin tiim yesil organlarinda (yaprak, sap, siirgiin,salkim)
goriilmektedir. Yapraklarin her iki yiizeyi de her yasta enfeksiyona duyarlidir. Miselyum,
konidiosporlar grimsi, beyaz tozlu veya pudramsi goriiniistedir. Hastalikli yapraklar
kenardan i¢e dogru kivrilip yaslandik¢a kalinlasmakta ve gevreklesmektedir. Siirgiinler
yesilken enfekteli kisimlar siyaha yakin koyu kahverengi, kisin ise bu lekeler kirmizimsi

kahverengine doniismektedir. Koruk doneminde hastaliga yakalanan taneler kiiciik



kalarak  gelisememektedir. Erken olusan enfeksiyonlarda ¢icekler meyve
baglayamamaktadir. Taneler heniiz tam biiyiikliigiinii almadan hastaliga yakalanirsa, tane
sap dogrultusunda c¢atlamakta ve cekirdek goziikmektedir. Hastaliktan dolay1 renkli
cesitler tam rengini alamazken beyaz cesitlerde tane iizerinde sarimsi kahverenginde ag
seklinde lekeler olusmakta ve boyle salkimlarin satis kalitesi diismektedir (Gokge ve
dig.,2008). Kiilleme hastaliginin (Sekil 2-1a,b) belirtileri yaprak yiizeyinde beyaz tozlu
diizensiz grimsi beyaz kloroz ve meyve, sap ve dal ylizeyinde beyaz tozlu siyah ag

cizgileri olarak ortaya ¢ikmaktadir (Reisch ve Pratt 1996, He, 1999).

Sekil 2.1. a. Salkimda kiilleme hastalig1, b. Yaprakta kiilleme hastalig1

Mildiyo hastaligina neden olan fungus obligat bir parazittir ve hiicrelerarasi
gelismektedir. 4-10 pm ¢apinda yuvarlak emegleri olup bu emeglerle konukgu hiicrenin
icine girerek beslenmesini saglamaktadir. Kis mevsimini yere dokiilmiis hastalikli
yapraklarda oospor formunda gegirmektedir. Ilkbaharda oosporlardan zoosporlar
olusarak sicrayan yagmur damlalariyla etrafa yayilmaktadir. Enfeksiyonlarin biiyiik bir
kism1 yapragin alt ylizeyinde meydana gelmektedir. Yaprak dokusu i¢inde gelisen fungus
hiicrelerarasi boslukta yayilir, hiicre icine emeglerini gondererek beslenip, yapragin iist
ylzeyinde yag lekeleri olusturmaktadir. Mildiy6 hastalifi yapragin tiim yesil aksaminda
goriilmektedir. Baslangi¢c asamasinda yapragin iist yilizeyinde sar1 renkli tipik yag lekeleri
meydana gelmektedir. Alt yiizeylerinde ise beyaz fungal bir 6rtii vardir. Bu lekelerin rengi

zamanla koyulasip kahverengilesmekte ve bir slire sonra kruyup dokiilmektedir.



Siirglinler iizerinde eliptik kahverengi lekeler olusmakta ve hastalik siddetli ise siirgiinler
kurumaktadir. Hastalili taneler olgunluk donemine dogru su kaybederek burusarak
mesinlesmis bir goriiniim almaktadir. Bu taneler beyaz ¢esitlerde mat grimsi-yesil, siyah
cesitlerde pembemsi kirmiziya donmektedir (Gokge ve dig.,2008). Mildiyd hastaliginin
(Sekil 2.2a,b) belirtileri yaprak yiizeyinde sarimsi, yagli lezyonlar olarak ortaya
cikmaktadir (He, 1999, Brown ve dig.; 1999 a ve b; Emmett ve dig.; 1992). Mildiy6
hastaligi, yaprak dokiilmesine neden olarak genel canliligin azalmasina, kis
yaralanmasina ve hatta hassas asmalarin 6liimiine neden olur (He, 1999, Brown ve dig.,

1999 a ve b).

Sekil 2.2. a. Yaprak tist yiizeyinde mildiy6 hastaligi, b. Yaprak alt yilizeyinde mildiy6
hastalig1

Kiilleme ve mildiy6 hastaliklarinin sporiilasyon siddetinin gorsel skala ile skorlanmasi
geleneksel bir yontem olup hastalik direncinin degerlendirilmesinde farkli skalalar da
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan OIV-452 skalasi olup,
yapraklarin degerlendirilmesi i¢in tasarlanmis bir 6l¢ektir (Gomez-Zeledon ve dig.; 2013;

Bove ve dig.; 2019).

Kiilleme hastalig1 bagcilik i¢in birincil 6neme sahip kabul edilmektedir (Gessler ve dig.;
2011). P. viticola zoosporlari ilk olarak stomalardan gectigi i¢in stoma bulunan tiim yesil
kisimlar patojene duyarlidir (Kortekamp ve dig., 1998). Hastalig1 kontrol altina almak
icin kapsamli bir fungisit ile miicadele programinin yapilmasi gerekmektedir; ancak asir1

pestisit kullanim1 ¢evre kirliligine, tirtinde kalintiya toksisiteye ve patojenin direngli



suslarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Chen ve dig., 2007; Gisi, 2002, Matasci
ve dig., 2008; Blum ve dig., 2010). Bu durum insan saglig1 agisindan ciddi sorunlara yol
acmaktadir. Pestisitlerin azaltilmasi, ¢evre koruma, insan saghgi ve gida giivenligi
acisindan biiyiik 6nem arzetmektedir (Hoffmann ve dig., 2007; Deliere ve dig., 2010;
Riaz ve dig., 2011). Alternatif olarak, 1slah ¢aligmalari sonucunda elde edilen yeni asma
genatipleri, pestisit uygulamasini azaltmakta ve bagciligin siirdiirtilebilirligine 6nemli bir

katk1 saglamaktadir.

Vitis tiirlerinin mantari hastaliklara duyarliliklar1 arasinda biiyiik farkliliklar vardir.
Birkag Vitis tiirii ve tiirler arasi melez bireyler, birgok mantari hastaliga karsi yiiksek
dirence sahiptirler. Ornegin, V. vinifera olduk¢a duyarli olarak kabul edilirken, V.
labrusca, V. riparia ve V. rupestris gibi Amerikan tiirleri ¢ok daha az duyarhidir. Bununla
birlikte, tiirler ve ¢esitler hastaliklara karst duyarliliklart bakimindan farklilik
gostermektedir (Wan ve dig., 2007). Dogal olarak direncgli ve yiiksek kaliteli ¢esitler
yetistirilir ve segilirse, tiziimler kimyasal ilaglama yapilmadan basariyla yetistirilebilir.
Son yillarda mildiyd ve kiilleme hastaliklarina dayanikli veya tolerant gesitler elde etmek
icin farkli 1slah ¢alismalart yapilmistir (Hajdu, 2007; Cindric ve dig., 2009; Lisek, 2014).
20. ylizyilin baslarinda klasik melezleme 1slahi ¢alismalariyla dayanikli yeni ¢esitler
gelistirilmek amaciyla Fransa basta olmak iizere diinyada Amerikan kokenli, hastaliklara
dayanikli/tolerant Vitis tiirleri gen kaynagi olarak kullanilmaya baslanmistir. V.
vinifera’nin kalite o6zellikleri ile Amerikan Vitis tiirlerindeki dayaniklilik &zelligi
birlestirilmeye ¢alisilmistir (Akkurt, 2004). Bu ¢alismalarin sonucunda Vignoles ve Baco
noir gibi bircok tiirler arasi "Fransiz-Amerikan" melezleri ortaya ¢ikmistir. Pek cok
aragtirmact, kiillemeye direngli genleri izole ederek bunlar1 kaliteli yeni gesitlere eklemek
igin biiytik bir ¢aba sarf etmektedir (Akkurt ve dig., 2007; Barker ve dig., 2005; Coleman
ve dig., 2009; Dalbo ve dig., 2001; Di Gaspero ve dig., 2007; Eibach ve dig, 2007,
Hoffmann ve dig., 2008; Mahanil ve dig., 2007; Molnar ve dig., 2007; Welter ve dig.,
2007).

Ulkemizde de hastaliklara dayanikli yeni iiziim cesitlerinin elde edilmesine yonelik
calismalar 2000’li yillarin baslarinda baslamis ve bu kapsamda Tekirdag Bagcilik
Arastirma Enstitlisii tarafindan bazi1 yeni cesitler tescil edilerek iilke bagciligina

kazandirilmigtir. Bu ¢aligmalarda V.labrusca ve V.vinifera tiirleri arasinda melezlemeler



yapilmis ve ¢alismalarin sonucunda elde edilen yeni dayanikli/tolerant ¢esitlerin sofralik

kullanima uygun olmadig1 daha ¢ok saraplik amagli oldugu bildirilmistir (Ozer ve dig.,
2012).

Kiilleme etkeni olan Eriysphe necator (Schw.) Burr., (syn. Uncinula necator) sadece Vitis
cinsindeki bitkileri etkileyen zorunlu bir parazittir. Yiizelli yildan fazla bir siiredir
kiilleme hastaligi, liziim iiretimini etkileyen ve smirlandiran en 6nemli hastaliklarin
basinda gelmektedir (Pirrello ve dig., 2019). 1850'lerden bu yana, Avrupa'daki birkag
biiylik salgina yanit olarak bu hastalik iizerine arastirmalar yapilmigtir. Hastalik hem
dogrudan (iiriin kayiplar1) hem de dolayli (diisiik asma giicii) zararlara neden olmaktadir.
Orta ve yogun siddetli hastalik salginlari, verimde azalmaya (diisiik meyve agirlig),
gecikmis meyve olgunluguna ve degisen sarap bilesimine yol agmaktadir (Calonnec ve
dig., 2004; Gadoury ve dig., 2001). Hastaliklarin hafifletilmesine yonelik mevcut yontem,
fungusitlerin 7 ila 14 giin arayla tekrarlanmasini gerektirmektedir. Kimyasal ilaglar hem
meyve lzerinde hem de uygulanan ¢evrede kalabileceginden dolay1 hem insan saglhigina
hem de ¢evreye biiyiik zararlar verebilmektedir (Lu ve dig., 2020). Kiilleme, asmanin tiim
toprak iistli kisimlarini etkileyebilmekte; asma fenolojik asamalarini geciktirebilmekte,
cigceklenme, meyve tutumu gibi donemlerini uzatabilmektedir (Valdés-Gomez ve dig.,
2011). Ayrica hastaligin seyri ilerledikge meyvelerde ¢atlama meydana gelmekte ve

pazarlanabilirlik yoniinden meyveler olumsuz etkilenmektedir (Jarvis ve dig., 2002).

Calonec ve dig., (2012) tarafindan, bag alaninda meyve tizerinde hastalik direncini tahmin
etmek ve asma yapragi biyo-tahlillerinin giivenilirligini degerlendirmek i¢in bir arastirma
yapmiglardir. Mildiy6 ve kiilleme dayanikliligini tespit etmek icin gesitli asma kantitatif
ozellik lokuslarinin (QTL'ler) etkinligini, biyo-tahlillerle ve mildiy6 i¢in iki yillik bir
arazi deneyi ile degerlendirmislerdir. Arazide hastalik siddetini OIV- 452 skalasini
kullanarak tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismanin, yapraklar tizerinde biyo-tahlillerin
kullanilmasinin, salkimlarin mildiydye karsi dayaniklilik seviyesini  dogruladigini

bildirmislerdir.

Boso ve dig., (2014) farkl1 V. vinifera gesitlerinin ve diger Vitis tiirlerinin arazi, sera ve
laboratuvar testlerinde mildiyd hastaligina duyarliliklarini ti¢ yillik bir siire boyunca
karsilastirmiglardir ve farkli derecelerde duyarlilik tespit etmislerdir. En duyarli V.

vinifera cesitleri '"Treixadura' ve 'Albarifio olurken 'Cabernet Sauvignon', 'Mencia' ve



'Chasselas Doré' nin en az duyarli olan ¢esitler oldugunu bulmuslardir. Farkli gesitlerin
mildiyoye duyarliliginin daha iyi bilinmesinin, yetistiricilerin daha direngli gesit ve tipleri

secmesine olanak tantyacaginin sonucuna varmislardir.

Calonnec ve dig., (2004) yaptiklar1 g¢alismada Cabernet Sauvignon ¢esidi ve 1999'da
Sauvignon blanc i¢in hastalik siddeti ve verimi (meyvelerin ve siranin); ile hastalik
siddeti ve sarap kalitesi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Uziim salkimlarini omca
tistiinde, hastaliklt meyvelerin oranlarini yansitan 0-4'liik bir gorsel dlgek ile;salkimlari
CO: goriiniir kiilleme yok; Cl: <%25 hastalikli meyveler; C2: %26-50 hastalikli
meyveler; C3: %51-80 hastalikli meyveler; C4: >%80 hastalikli meyveler olacak sekilde
skorlamislardir. Uziimlerin (hastalik karakterizasyonu, agirlik, seker ve antosiyanin
igerigi) ve onlardan iiretilen sarabin analizlerini (antosiyanin, tanen igerigi ve asitlik)
hastaliklardan farkli oranlarda etkilenen &rnekler iizerinde yapmislardir. Uziim verimi
tizerine kiillemenin etkisine bakmiglar ve hastalikli meyvelerin yiizdesindeki artigin
salkim basina diisen meyve sayisinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
kiillemenin meyvelerin tane tutumundan sonraki siirecte etkili oldugu ve biiylime evresi
boyunca kalitesini 6nemli oranda etkileyebilecegini bildirmislerdir. Wu ve dig., 2011
yilinda yaptiklar1 ¢caligmalarinda Red Globe'un her iki hastalikta da yiliksek duyarliliga
sahip oldugunu tespit etmisler ayrica V.labrusca ile yapilan melezlemelerden elde edilen

melez genotiplerin daha yiiksek bir dayanikliliga sahip oldugunu bildirmislerdir.

Wan ve dig., (2007), Vitis spp. gen havuzu i¢inde kiilleme ve mildiyd hastaliklarina
direnci belirlemek amaciyla 13 adet Vitis tiirii i¢erisinden 66 adet genotip iizerinde
hastaliklarin seyrini dogal kosullar altinda incelemislerdir. Her yapraktaki semptomlari,
tim yaprak iizerindeki tahmini lezyon ylizdesine dayali olarak O ile 7 arasinda
derecelendirmislerdir (He, 1994; Wang ve dig., 1998): Derece 0 = semptom yok, 1 =
%0,1-5,0; 2 = %5,1-15,0; 3 = %15,1-30,0; 4 = %30,1- %45,0; 5 = %45,1-65,0; 6 = %65,1-
85,0; 7 = %85.1-100.0. Bu dereceleri daha sonra bir duyarlilik indeksine (SI)
doniistiirmiislerdir. Her genotipin direng seviyesini, SI degerine gore bes kategoride
derecelendirmislerdir: ST = 0.0 asir1 direngli; SI = 0.1-5.0 yiiksek direngli; SI = 5.1-25.0
direngli; SI = 25.1-50.0 duyarli; SI = 50.1-100.0 yiiksek derecede duyarli. Buna gore 66
genotipten 46'sinin kiillemeye, 28'inin mildiydye ve 19'unun her iki hastaliga da direngli

oldugunu tespit etmisglerdir.



Atak ve dig., (2017) kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina kars1 dayanikli oldugu diistintilen
26 adet V. labrusca genotipi ile toplam 35 adet tiziim genotip ve ¢esidinin her iki hastaliga
da dayaniklilik seviyelerini belirlemeye ¢alismislardir. Cesitleri ve genotipleri oldukca
dayanikli, ¢ok dayanikli, dayanikli, hassas ve ¢ok hassas olmak iizere bes kategoride
smiflandirmislardir. 35 ¢esit/genotip arasindan dogal enfeksiyon sonucuna gore, besinin
oldukga dayanikli, sekizinin ¢ok dayanikli , ondordiiniin dayanikli, besinin hassas ve son
olarak iiclinin ¢ok hassas oldugunu tespit etmislerdir. Genel olarak,
cesitlerin/genotiplerin mildiy6 hastaligina karst dayaniklilik seviyesini, kiillemeden ¢ok
daha yiiksek bulmusglardir. 35 g¢esit/genotipin mildiyd degerlendirmesi agisindan,
dokuzunun tamamen dayanikli ve 22 c¢ok dayanikli ve dordiiniin dayanikli oldugunu
tespit etmislerdir. V. labrusca genotiplerinin diger tiirlere gére daha dayanikli oldugunu

bildirmislerdir.

Ulkemizde farkli amaglarla sofralik iiziim cesitlerinin eldesine yonelik 1slah ¢alismalar
Atatlirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisii (ABKMAE)’ nde 1973 yilinda
baslamistir. 1988 yilinda Yalova Cekirdeksizi, 1991 yilinda Ergin Cekirdeksizi, 1997
yilinda Samanci Cekirdeksizi tescil edilmistir (Uslu ve Samanci, 1998). Bu 1slah
calismasindan su ana kadar 12 {iziim ¢esidi tescil edilerek {ilke bagciligina
kazandirilmistir (Soylemezoglu ve dig., 2020). Diger bir 1slah g¢alismasi Tekirdag
Bagcilik Arastirma Enstitiisii’ nde 1974 yilinda baslamistir. Baris, Tekirdag Cekirdeksizi,
Recel Uziimii ve Giiz Uziimii bu 1slah programi kapsaminda tescil edilen baslica
cesitlerdir (Giirnil ve dig., 1998).

Cekirdeksizlik kavrami ilk olarak Pearson (1932) ve Stout (1936) tarafindan
tanimlanmistir. Cekirdeksiz iizim ¢esitleri ¢ekirdeksizligin ¢esidine gore iki ana gruba
ayrilabilir (Stout, 1936; Pratt, 1971). Birincisi dollenme ve embriyonun gelisiminin
gerceklestigi ancak tohum gelisiminin zamanindan 6nce genetik olarak kontrol edilen
mekanizmalar sonucunda durduruldugu stenospermokarpik tane tutumudur (Stout, 1936;
Ledbetter ve Ramming, 1989; Kovaleva ve dig., 1997). Digeri ise partenokarpik tane
tutumu olup tohum taslaklarinin yapisina gore iki grupta incelenmektedir. Stimulatif
partenokarpi ¢icek tozlarinin uyarici etkisi sonucu olugsmaktadir. Diger partenokarpik tane
tutumu vejetatif partenokarpi olup tohum taslaklarinin  kusurlu yapisindan

kaynaklanmaktadir. Stimiilatif partenokarpik tane tutumu ilk olarak Black Corint
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cesidinde, vejetatif partenokarpik tane tutumu White ve Red Corint gesitlerinde

tanmlanmustir (Ledbetter ve Ramming, 1989; Degirmenci ve Kunter, 2007).

Stabil bir stenospermokarpi fenotipi olarak 'Kishmish' olarak bilinen birkag¢ eski Orta
Asya asma ¢esidi ve bundan iiretilen ¢esitler gosterilmektedir. Bunlar arasinda, sofralik
lizim yetistirme programlarinda ¢ekirdeksizligin ana kaynagi olan 'Sultani ¢ekirdeksiz'
veya 'Thompson Seedless' (Dangl ve dig., 2001) olarak da bilinen beyaz meyveli
'‘Kishmish' bulunmaktadir (Adam-Blondon ve dig., 2001; Ibanez ve dig., 2009; Ibanez ve
dig., 2015). Bu nedenle stenospermokarpi calismalari, genellikle tohum kabugu
lignifikasyonundan yoksun, yumusak ve genellikle algilanamayan tohum izleri {ireten

'Sultani ¢ekirdeksiz' ve 'Sultani ¢ekirdeksiz' tiirevli ¢esitlere odaklanmastir.

Embriyo genellikle canli kalirken, ¢cigeklenmeden 3-4 hafta sonra tespit edilen endosperm
dejenerasyonunun derecesi ve tohum izlerinin nihai boyutu, genetik arka plana bagh
olarak degiskenlik gostermektedir (Pearson, 1932; Stout, 1936; Barritt, 1970). Sultani
cekirdeksiz'deki stenospermokarpi, maternal tohum kabugu dokularinin gelisimindeki

kusurlarla iliskilendirilmistir (Malabarba ve dig., 2017).

Embriyo gelisimi c¢esidin genetik 0Ozelliklerine bagli olarak degisik sathalarda
durabilmekte (Ledbetter ve Ramming, 1989; Gribaudo ve dig., 1993) ve buna bagli olarak
farkli siniflandirmalar yapilabilmektedir. Olmo ve Barris (1973) ¢ekirdeksizligi tohumun
jiletle kesilebilme durumu ve tohum agirhigma gore siniflandirmislardir. Merin ve
dig.(1983), melezleme ¢aligmasi sonucunda F1 generasyonunun ¢ekirdeksizliklerinin
belirlenmesinde tanelerin polifenol igeriklerine gore ayirim yapmuslardir. Ledbetter ve
Shonnard (1991) calismalarinda ¢ekirdek agirligi 20 mg ve daha az olanlar ile ¢ekirdek

biiyiikliigii iki mm ile daha kiigiik olanlar seklinde degerlendirmislerdir.

Son yillarda melezleme ¢aligmalarinda c¢ekirdeksiz genotiplerin 6n seleksiyonu markore
dayal1 seleksiyon yardimi ile erken safhalarda yapilabilmektedir. Markore dayali
seleksiyon asma gibi uzun genglik kisirligina sahip olan bireylerde istenilen karakterlerin

On seleksiyonunda dnemli avantajlar sunmaktadir (Hvarleva ve dig., 2009).

Striem ve dig., (1996) calismalarinda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) teknigini kullanarak Flame scedless ve Early
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Muscat cesitlerinin melezlemesinden olusan 82 adet (39 ¢ekirdeksiz ve 43 ¢ekirdekli)
genotipin analizini yapmuslardir. On iki adet markorde gekirdeksizlige iliskin 6zelliklerde
onemli korelasyonlar saptamislardir. Markor destekli seleksiyon ile c¢ekirdekli

genotiplerin %44’ iinii elemislerdir.

Bouquet ve Danglot (1996) arastirmalarinda ¢ekirdeksizligin kalitiminin simdiye kadar
One siirtilen sayisiz hipotezden higbirinin, ister ¢ekinik ister baskin temellere dayansin,
tatmin edici olmadigindan bahsetmislerdir. Asmadaki c¢ekirdeksizligi, baskin bir
diizenleyici gen tarafindan kontrol edilen, birbirinden bagimsiz olarak {i¢ ¢ekinik genin
ifadesinin oldugu karmasik bir sisteme dayandigi hipotezini 6ne siirmislerdir. Bu
hipotezlerini, bilimsel literatiirlerde yayimlanan diger sonuglarla karsilastirmislar ve
asmada ¢ekirdeksizlik kalitimi {izerine daha fazla ¢alisma igin teorik bir temel olarak
kullanilacak kadar tutarli olarak gormiislerdir. Bu baskin lokus daha sonra Tohum
Gelistirme Inhibitorii (SDI-Seed Development Inhibitor) olarak adlandiriimigtir
(Lahogue ve dig., 1998).

Lahogue ve dig., (1998) calismalarinda Sultani ¢ekirdeksiz ¢esidindeki ¢ekirdeksizligin
dollenmenin gerceklestigi ancak tohumlarin daha sonra gelismedigi tiir ¢ekirdeksizlik
tiirtine 6rnek olarak verilebileceginden bahsetmislerdir. Bu 6zelligin, | adli dominant bir
gen tarafindan diizenlenen {i¢ tamamlayici resesif gen tarafindan kontrol edilebilecegini
one siirmiislerdir. Iki adet kismen gekirdeksiz genotipin ¢aprazlama ile elde edilen soyun
| genine bagli RAPD markdrlerini arastirmak amactyla Bulk segregant analiz yontemini
kullanilmistir. | ile sik1 bir sekilde baglantili goriinen iki RAPD markérii belirlemislerdir.
En yakin markéri, SCC8 adli kodominant SCAR markor gelistirmek igin kullanmiglardir.
Bu ikinci markdr, ya potansiyel olarak ¢ekirdekli genotipleri elemek ya da ¢ekirdeksiz
bireyleri segmek i¢in son derece onemli gorlilmiistiir. Gergekten de, popiilasyonun tim
¢ekirdekli bireylerinin homozigot scc87/scc8  oldugu ve tiim gekirdeksiz bireylerin
homozigot SCC8*/SCC8" oldugunu tespit etmislerdir. SCC8 markorii gekirdeksizligin
daha detayli bir sekilde incelenmesi icin de kullanilmigtir. SCAR markoriin ANOVA
analizi ile tohumun kuru maddesinin fenotipik varyasyonunun en az %78,7'sini ve
tohumun yas agirliginin fenotipik varyasyonunun en az %64,9'undan sorumlu oldugunu
gostermistir. Bu sonuglarla arastirmacilar, bir ana genin ve ayrica gekirdeksizligin

ifadesini kontrol eden diger tamamlayici resesif genlerin varligini da dogrulamislardr.
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Son yirmi yilda asmalarda molekiiler belirteclerin gelistirilmesinde onemli ilerleme
kaydedilmistir. Farkli ¢ekirdeksiz ebeveyn kombinasyonlarindan elde edilen kantitatif
ozellik lokuslar1 (QTL) haritalarinda asmalarda tane biiytikliigl ve ¢ekirdeksizlik ile ilgili
baglanti gruplari tespit edilmistir. SDI, QTL baglanti grubu (LG- Linkage group) 18
tizerinde konumlandirmis ve tohum igerigi parametrelerindeki fenotipik varyansin %70'e
kadarini1 ag¢iklamistir (Fanizza ve dig., 2005; Cabezas ve dig., 2006; Mejia ve dig., 2007,
Costantini ve dig., 2008).

Cabezas ve dig. (2006), cekirdekli V. vinifera ¢esidi “Dominga” ile ¢ekirdeksiz “Autumn
Seedless” ¢esidinin melezlenmesinden elde edilen F1 kombinasyonundan bir genetik
harita gelistirmistir. QTL haritasinda, baglant1 grubu 18' in ¢ekirdeksizlik 6zelligi ile
iligkili oldugunu tespit etmisler ve VMC7f2 markoriinii bu QTL bdlgesi ile yakindan
iligkili SSR markorii olarak rapor etmislerdir. VMC7{2 markoriiniin, 1slahta ¢ekirdeksiz
bireylerin erken tespiti igin MDSde kullanilabilecegini bildirmislerdir. Costantini ve dig.
(2008), iizlim asmalarinda tane boyutu ve olgunlagsma stiresi i¢in QTL analizlerinden
sonra bu bulguyu dogrulamis ve VMC7f2'yi SDI lokusu ile yakindan iliskili markor

olarak tanimlamislardir.

Akkurt ve dig., (2012) “Muscat Hamburg” x “Sultani” hibrit popiilasyonunda VMC7f2
markoriinden gelen 198 bp alelinin Fi1 neslinde ¢ekirdeksizlik ile yakindan iliskili

oldugunu bulmus ve erken seleksiyonda MDS i¢in kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Karaagag¢ ve dig., (2012) c¢ekirdeksiz bireylerin se¢ciminde 198 bp alleli ve VMC7{2
markoriiniin basarili bir sekilde kullanilabilecegini ve popiilasyon biiyiikliigii boyutunun

bu markor kullanilarak %54'e diisiiriilebilecegini belirtmislerdir.

Genetik baglantiya ve varsayilan homolojiye dayanilarak, bolgedeki diger genler icin
asma AGAMOUS-LIKE 11 (WiAGL11= AGAMOUS-LIKE 3, WIAG3=
MINICHROMOSOME MAINTENANCE1, AGAMOUS, DEFICIENS ve SERUM
RESPONSE FACTOR 5, VWMADSS), SDI aday geni olarak onerilmistir (Costantini ve
dig., 2008; Mejia ve dig., 2011). Bu varsayim, Arabidopsis thaliana’da oviil
morfogenezini ve tohum kabugu farklilagmasini kontrol eden SEEDSTICK (STK,
At4g09960) olarak da bilinen MADS-box geni AGL11 ile homolojisi dikkate alinarak
yapilmistir (Pinyopich ve dig., 2003; Mizzotti ve dig., 2014). Asma VVviAGL11 homolog
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proteinlerinin tohum morfogenezinde bir rolii oldugu gosterilmistir (Malabarba ve dig.,
2017). Molekiiler analizler, VVIAGL11'in ¢ekirdeksiz mutant haplotipinde (sdi+) iki sessiz
olmayan tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tanimlamistir (Mejia ve dig., 2011; Malabarba
ve dig., 2017).

Mejia ve dig., (2011) sofralik {iziim gesitlerinde, ¢ekirdeksizligin VViAGL11 geninin
ifadesinin susturulmasina neden olan kisa ‘ekleme’ ve ‘cikarma’lardan (INDELs)
kaynaklandig1 tespit etmisler ve VVIAGL11l geninin g¢ekirdeksizlikten sorumlu gen

olabilecegini belirtmiglerdir.

Ayrica arastirmacilar, ¢ekirdeksiz (sdi+) bireylerin tanelerinde veya c¢ekirdekli bireylerin
¢ekirdeklerine kiyasla azalmis VVIAGL11 ifadesinin, ¢ekirdeksizligin kokeni ile ilgili
oldugunu bildirilmistir (Mejia ve dig., 2011; Ocarez ve Mejia, 2016; Malabarba ve dig.,
2017). Bu hipotezin devaminda, VVIAGL1l'in ¢ekirdeksiz alelinin kodlamayan
bolgelerinde gozlenen dizi polimorfizmleri, yanlis ifadeye ve ¢ekirdeksizlige neden olan
olas1 mutasyonlar olarak bildirilmistir (Mejia ve dig., 2011; Di Genova ve dig., 2014).
Yanlis ifade hipotezini dogrulamak i¢in daha sonraki bir ¢calismada, Ocarez ve Mejia
(2016), VWIAGL11'in promotor bolgesindeki birkag olasi gen doniisiim olayini, diizenli
cekirdek iireten Sultani cekirdeksiz' in somatik varyantlarinda stenospermokarpinin
tersine ¢evrilmesiyle iliskilendirmislerdir. Yanls ifade hipotezinin SDI mutasyonunun
baskin dogasmi agiklamada sinirlamalar1 oldugunu ve ayrica cekirdek dokularinda
WVIAGL11 ifadesinin azaldigi gergegi tutarli bir sekilde kanitlanamamistir (Mejia ve dig.,
2011; Ocarez ve Mejia,2016; Malabarba ve dig., 2017).

Bergamini ve dig. (2013) VVAGL11l'in MDS’de "tanisal" giiciinii degerlendirmek ve
dogrulamak i¢in kendi iiziim koleksiyonlarindan 475 adet melez F1 genotipi {lizerinde
derinlemesine bir analiz yapmislardir. Bu 475 adet genotipten sadece sekiz adet genotipi
yanlis pozitif olarak tespit etmislerdir. Cekirdeksiz cesitlerin tamamiin bu alleli
icerdigini ve V. vinifera L. melezlerinde negatif stenospermokarpinin erken se¢imi igin

bu markoriin %100 etkili bir arag olarak kullanilabilecegini ifade etmisleridir.

Ocarez ve dig.(2020) tarafindan yapilan c¢alismada toplam 573 Fi1 bireyinin
¢ekirdeksizligini belirlemek igin 20K SNP ¢ipini kullanmiglar ve iyi bir QTL haritalama

analizi i¢in dort mevsim boyunca genotipleri fenotipik olarak karakterize etmislerdir.
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Sonug olarak, 5U_VVviAGL11 SSR markoériiniin  p3_VVviAGL11 SSR markoériinden daha
bilgilendirici oldugunu tespit etmislerdir. Yeni, 5U VVIAGL1l markoriinin daha
bilgilendirici, saglam ve analiz edilmesinin daha kolay oldugunu vurgulamislardir.
Calismalarinda Sultani Cekirdeksizi ve Crimson Seedless’ 1 referans olarak kullanmiglar

ve 319 bp’ lik allelin ¢ekirdeksizligi tanimladigini ifade etmislerdir.

Bu bilgiler 151nginda, tez caligmasinda baz1 F1 melez iiziim genotiplerinin kiilleme ve
mildiyé hastaliklarina dayanikliliklarinin skorlanmasi ve genotiplerin markére dayali

seleksiyon ile ¢ekirdeksizliklerinin belirlenmesi konular1 ele alinmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Malzeme

Aragtirmada, bitkisel materyal olarak “Asma Genetik Kaynaklarinin Kargilikli
Degerlendirilmesi ve Sofralik Uziim Islah1” isimli Giiney Kore ve Tiirkiye Ikili isbirligi
projesi kapsaminda 2019 yilinda amaca uygun belirlenen ana ve tozlayici gesitlerle
melezleme ¢alismalart yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen meyvelerden ¢ikarilan
¢ekirdeklerlerden, F1 melez tizim genotipleri elde edilmistir. Bu F1 melez {izim
genotipleri ¢alismanin ana materyalini olusturmaktadir. Denemenin takibi agisindan
kombinasyonlardan elde edilen her F1 melez bireye 6zgii kodlama yapilmigtir. Yapilan
kodlamada kullanilan harf melezlemenin yapildig1 yil1 temsil ederken, sag tarafindaki ilk

say1 kombinasyon numarasini, en sagdaki say1 ise genotip numarasini belirtmektedir.

Sekil 3.1. Denemede kullanilan F1 melez {iziim genotiplerinin genel goriintiisii

Calismada B5 (K- 77 X Bronx Seedless), B10 (Beyaz Cavus X Crimson Seedless), B16
(Red Globe X Yalova Cekirdeksizi), B20 (86/ 1 X Bronx Seedless) ve B21 (86/1 X Ruby

Seedless) melezleme kombinasyonlarindan elde edilmis olan F1 melez tiziim genotipleri

kullanilmigtir. Calismada kullanilan F1 genotiplerin enstitii fidanligindaki genel
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goriintiisii Sekil 3.1” de verilmistir. Calismalarin Kapiller Elektroforez ile olan kismi
Ankara Universitesi Bahce Bitkileri Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvarinda
yapilmus olup diger kisimlar1 Yalova Atatiirk Bahge Kiitiirleri Merkez Arastirma Enstitii
igerisinde yer alan fidanlik, deneme serasi, biyoteknoloji laboratuvarinda yiiriitilmistiir.

Calismada kullanilan melezleme kombinasyonlari, ve ebeveynlere ait 6zellikler Tablo

3.1.”de verilmistir.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan melezleme kombinasyonlari ve ebeveynler

Kombinasyon Kodu

Ana Ebeveyn

Tozlayici

K-77; (V.labrusca): Bu iiziim
genotipi Yalova ABKMAE
tarafindan seleksiyon 1slahi
sonucunda segilmistir (Sekil
3.2.h).

mensup olan bu

V.labrusca tiiriine
genotip
mantari  hastaliklara  kars1

dayanikli,  siyah  renkli,
cekirdekli ve yogun misket

aromal1 tanelere sahiptir..

Bronx Seedless: (Goff X lona)

X Sultani cekirdeksiz
kombinasyonunda elde
edilmis tiirlerarasi bir

melezdir (Sekil 3.2.a). Foxy
tadima sahip olup, kirmizi
renkli ve ¢ekirdeksiz

meyvelere sahiptir

B-10

Beyaz Cavus: Sarimsi yesil,
hafif oval, iri ve 1-2
cekirdekli tanelere sahiptir
(Sekil 3.2.c). Ceside ozgii
aromasi vardir. Salkimlari
dalli silindirik seklinde ve
iri/¢cok iridir. Orta erken
olgunlasan ve kisa budamaya

uygun bir ¢esittir.

Crimson Seedless: taneleri
eliptik, kirmizi renkli ve iridir
(3,7 gr.) (Sekil 3.2.b). Salkim
cok iri (670 gr.), kanath konik
seklinde ve siktir.
Cekirdeksiz, orta gecci bir
cesittir. Iri taneli ve sert meyve
eti yapisiyla sofralik ozelligi

yiiksek bir gesittir

B-16

Red Globe: 1980 yilinda

Kaliforniya’ da tescil
edilmistir. Tane 6zellikleri
yuvarlak hafif eliptik,
pembemsi kirmizi ¢ok iridir

(12-14 gr.) (Sekil 3.2.¢).

Yalova Cekirdeksizi: 1990
yilinda ABKMAE
Midirliigii’'nde tescil
edilmistir. Tane oval, beyaz,
iri (4-5 gr.) ve ince kabukludur

(Sekil 3.2.d).

17



Tablo.3.1.(Devam) Calismada kullanilan melezleme kombinasyonlari ve ebeveynler

Kombinasyon Kodu

Ana Ebeveyn

Tozlayici

86/1: Hafizali X Muscat
Reine des Vignes melezidir.
Vitis vinifera L. tiiriine

mensup melez lizim genotipi

Bronx Seedless: Ozellikleri

B-20 yukarida verilmistir.
olup beyaz renkli, ¢ekirdekli
ve misket aromahdir (Sekil
3.2.9).
Ruby Seedless: tane
ozellikleri kirmizi renkli, iri
__ taneli ve ¢ekirdeksizdir (Sekil
86/1: Ogzellikleri yukarida
B-21 i 3.2.1). Salkimlar1 ¢ok iri dalli
verilmistir.

silindirik  seklindedir. Orta
erken olgunlagir ve kisa

budamaya uygun bir ¢esittir.

Sekil 3.2. Denemede kullanilan genotiplere ait ebeveynler; a) Bronx Seedless, b) Crimson
Seedless, ¢)Beyaz Cavus, d)Yalova Cekirdeksizi, ¢)Red Globe, f)Ruby Seedless, g)86/1,

h)K-77.
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Calismalar; F1 melez tiziim genotiplerinin kiilleme (Uncinula necator) ve mildiy6
(Plasmopara viticola) hastaliklarina dayanikliklarinin skorlanmasi ve ¢ekirdeksiz
genotiplerin markor destekli seleksiyon (MDS) ile belirlenmesi olmak iizere iki ana

safthadan olugmaktadir.
3.2. Yontem

3.2.1.F; Uziim Genotiplerinin Kiilleme (Uncinula Necator) ve Mildiyé (Plasmopara

Viticola) Hastaliklarina Dayamikhiklarinin Skorlanmasi

Kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina kars1 genotiplerin duyarlilik seviyelerini belirlemek
amaciyla saksilarda koklendirilmis F1 melez {iziim fidanlari kullanilmistir. Siirgiinlerde
on yaprak olustugunda bu fidanlar enstitiideki tiztim parsellerine hastalikli bitkilere 250
metre uzaklikta uygun bir yere, dogal ortamlara birakilmis, herhangi bir yapay asilama
yapilmamus, kiilleme ve mildiy6 hastalik etmenleri tarafindan dogal inokiilasyon yontemi
ile enfekte olmasi saglanmistir. Bu asamada enstitii parselindeki ve F1 melez lizim
fidanlarina herhangi bir fungisit uygulamasi yapilmamis ve yapraklardaki kiilleme ve
mildiy0 enfeksiyonlar1 kontrol edilmistir. Mildiy0 skorlamasi 21 Haziran kiilleme

skorlamasi ise 10 Agustos tarihinde yapilmustir.

Genotiplerdeki kiilleme ve mildiyé enfeksiyonlar1 her bir fidandan olgunluga erigsmis
rastgele segilen dort, bes yaprak iizerinde, enfeksiyonlarin kaplama alan1 baz alinarak
OIV-452, 455 ve 456 ° nin EkK-A'da agiklanan prosediiriine gore tiim yaprak alaninda
gozlemlenen hastalik lezyonlarinin yiizdesi hesaplanarak belirlenmistir (O1V, 2009).

3.2.2.Cekirdeksiz Genotiplerin MDS ile Belirlenmesi

MDS ile gekirdeksiz genotiplerin belirlenmesi amaciyla genotiplere ait yaprak érnekleri
2.0 mL’lik ependorf tiiplere Sekil 3.3 de gosterildigi sekilde alinmis ve drnekler analiz
edilene kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir. DNA izolasyonu i¢in oncelikle yaprak
dokular1 iyice homojenize edilmistir. Bu amagla 6nce her biri 2.0 mL’lik yiiksek basinca
dayanikli plastik tiip icerisine 100 mg yaprak 6rnegi ve bir adet metal bilye konulmus,
daha sonra yaklasik 30 saniye sivi azot igerisine daldirilmistir. Sivi azottan ¢ikarilan
ornekler toz haline gelene kadar Qiagen marka Tissuelyser- II pargalayici kullanilarak

parcalanmistir. Toz haline gelen 6rnekler Qiagen marka DNeasy Plant mini kit ile yapilan
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DNA izolasyonu kit protokoliine (URL-1, 2020) uygun olarak gerceklestirilmistir (Sekil
3.4). DNA izolasyon protokolii EK-B’ de verilmistir. izole edilen DNA’lar kullanilacag:

zamana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. DNA izolasyonu ve MDS ig¢in genotiplere ait yaprak drneklerinin alinmasi

Elde edilen DNA’ nin kalitesi ve miktarin1 belirlemek amaciyla hem agaroz jel
elektroforezinde yiiriitme isleme hem de Nanodrop spektrofotometre ile 6l¢tim islemleri
gerceklestirilmistir. DNA’lar 200 ml %1’ lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. Herbir kuyucuga 3 pL. 6X Loading Dye boya ve 5 ul. DNA
karistirtlarak ytikleme yapilmis ve 6rnekler 30 dak. 100 V’ ta yiiriitilmiistiir.

Sekil 3.4. Genotiplerin DNA izolasyonu.
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Implen marka N-60 Touch model Nanodrop spektrofotometre’de absorbans degerleri
Olctilerek (Sekil 3.5) belirlenmistir. Nanodrop spektrofotometre ile miktar (ng/ul) ve
saflik tayinleri yapilan DNA orneklerinde, son hacim 10 ng/ul olacak sekilde seyreltme
islemi gergeklestirilmistir. DNA miktar ve saflifinda sorun goriilen melez genotiplerin

DNA izolasyon islemleri tekrar edilmistir.

Sekil 3.5. izole edilen DNA” larin miktar ve safliklarin Nanodrop spektrofotometre ile
Olclilmesi.

Izole edilen DNA 6rneklerinin PZR’lar1 5U_VWiAGL11 SSR markérii kullamilarak

gerceklestirilmistir. Arastirmada kullanilan primerler

Ileri (forward) primer: 5°-CGC CCATTC TCT CTC GCT AT-3’
Ters (reverse) primer: 5°’-GTG CAA AAA CGC GTA TCC CA-3°
seklindedir (Ocarez ve dig., 2020).

PZR i¢in; 15-200 ng DNA, 10 pmol ileri (forward) primer, 10 pmol ters (revers) primer,

12.5 uL “‘master mix’ olmak tizere son hacim 25 pl olacaksekilde karisim hazirlanmis ve
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Biorad T-100 Thermal Cycler (Sekil 3.6) cihazinda asagidaki programa goére PZR islemi
gergeklestirilmistir (Ocarez ve dig., 2020).

PZR programu:

94 °C 3 dak
94°C 1 dak
559C 1 dak
72°C 2 dak
72°C 10 dak

(2,3 ve 4 nolu basamaklar 35 dongii tekrarlanarak uygulanmuistir.)

T100™ Thermal Cycler

Y

Sekil 3.6. PZR isleminin yapildigi Biorad T-100 Thermal Cycler cihazi

PZR amplifikasyonu sonrast PZR iiriinlerinin ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek
amactyla %2’lik agaroz jele 5U_VVIAGL11 primeri i¢in lokuslara ait PZR iriinleri 10 pL
yiiklenerek Vilber E-Box goriintiileme sistemi kullanilarak lokuslara ait jel goriintiileri
alimmustir. Her bir jelin ilk kuyucuguna 10 uL. DNA Ladder (50-1000 bp) yiiklenmis ve
bant biiytikliikleri bu ladder yardimu ile tespit edilmistir. Calismayan 6rnekler i¢in PZR
tekrar edilmistir. PZR triinleri DNA fragment analiz sisteminde kapiller elektroforez

islemine tabi tutulmustur.
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Sekil 3.7. Kapiller Elektroforez isleminin yapildigi Fragment Analiz Cihazi

Kapiller Elektroforez islemi Fragment Analiz cihazinda (Sekil 3.7) Ankara Universitesi
Bahge Bitkileri Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvarinda Ek-C’ de verilen protokole
uygun sekilde yapilmistir. PZR iiriinleri Fragment Analiz cihazinda pik goriintiileri elde

edildikten sonra, ProSize yazilimiyla piklerdeki allel biiyiikliikleri belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. F1 Melez Genotiplerin Kiilleme ve Mildiyé Hastahiklarina Ait Skorlamalar:

F1 melez liziim genotiplerinin dogal inokiilasyon sonucunda kiilleme (Uncinula necator)
ve mildiyo (Plasmopara viticola) hastaliklarina ait skorlama sonuglar1 Tablo 4.1.- Tablo

4.5’ te verilmistir.

Tablo 4.1. B5 (K- 77 X Bronx Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme ve mildiyd
skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyo | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B5-2 1 3 B5-58 3 1
B5-3 1 1 B5-59 3 3
B5-4 3 1 B5-61 5 1
B5-5 1 1 B5-62 5 1
B5-6 1 5 B5-67 1 5
B5-7 3 3 B5-69 3 3
B5-8 3 3 B5-70 3 1
B5-9 1 3 B5-71 5 1

B5-10 3 g B5-81 1 3
B5-11 1 1 B5-82 1 1
B5-15 5 1 B5-84 3 1
B5-16 1 1 B5-93 1 1
B5-17 1 1 B5-95 3 3
B5-18 1 1 B5-97 3 3
B5-19 3 1 B5-100 1 1
B5-20 3 3 B5-104 1 1
B5-21 3 5 B5-105 5 3
B5-22 1 3 B5-109 3 3
B5-24 1 1 B5-111 3 3
B5-25 3 1 B5-114 1 3
B5-26 3 3 B5-117 5 1
B5-27 3 3 B5-122 5 5
B5-29 3 3 B5-125 3 1
B5-31 5 3 B5-127 1 5
B5-32 3 1 B5-128 1 3
B5-33 3 3 B5-129 3 1
B5-46 1 3 B5-137 3 3
B5-35 1 5 B5-130 3 1
B5-37 3 1 B5-133 7 3
B5-39 5 1 B5-135 3 3
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Tablo 4.1. (Devam) B5 (K- 77 X Bronx Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme ve
mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyo | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B5-41 3 5 B5-136 3 3
B5-49 3 1 B5-138 1 3
B5-52 5 1 B5-139 3 1

Tablo 4.2. B10 (Beyaz Cavus X Crimson Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme
ve mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyé | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B10-127 7 5 B10-196 1 3
B10-129 7 5 B10-198 3 1
B10-132 5 3 B10-199 3 1
B10-133 5 3 B10-200 5 1
B10-134 5 5 B10-203 5 3
B10-136 7 3 B10-204 5 1
B10-137 5 5 B10-205 3 5
B10-138 7 3 B10-207 1 3
B10-141 5 1 B10-209 7 3
B10-145 5 3 B10-213 3 1
B10-146 5 3 B10-214 3 5
B10-147 3 5 B10-215 3 3
B10-149 5 1 B10-216 3 5
B10-151 5 1 B10-217 1 3
B10-154 5 1 B10-218 5 1
B10-155 5 1 B10-220 3 3
B10-157 3 1 B10-221 5 3
B10-158 5 1 B10-222 7 3
B10-160 5 1 B10-223 1 1
B10-161 5 1 B10-224 5 1
B10-162 3 3 B10-226 3 3
B10-164 3 3 B10-227 3 1
B10-165 5 3 B10-229 3 1
B10-166 5 3 B10-230 3 1
B10-167 5 3 B10-231 3 1
B10-168 3 1 B10-232 3 1
B10-169 3 3 B10-234 3 1
B10-170 7 5 B10-237 3 1
B10-172 5 3 B10-246 3 1
B10-173 5 5 B10-247 3 1
B10-174 3 1
B10-253 5 1
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Tablo 4.2. (Devam) B10 (Beyaz Cavus X Crimson Seedless) serisi melez genotiplere ait
kiilleme ve mildiy0 skorlama sonuglar1

Genotip No Kiilleme Mildiyo | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B10-171 5 3 B10-238 3 1
B10-175 3 1 B10-264 5 1
B10-178 5 3 B10-265 7 3
B10-180 5 3 B10-270 5 3
B10-181 1 1 B10-273 5 3
B10-182 5 1 B10-277 1 3
B10-183 5 3 B10-284 3 1
B10-185 5 1 B10-290 5 3
B10-186 5 3 B10-296 1 3
B10-187 1 5 B10-302 5 5
B10-190 7 3 B10-327 3 1
B10-193 3 3 B10-329 1 1
B10-194 1 3 B10-333 3 1
B10-196 1 3 B10-337 5 1

Tablo 4.3. B16 (Red Globe X Yalova Cekirdeksizi) serisi melez genotiplere ait kiilleme
ve mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyé | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B16-2 3 3 B16-173 5 1
B16-8 3 5 B16-174 3 3
B16-9 3 3 B16-176 3 3

B16-15 5 3 B16-177 1 1
B16-16 3 5 B16-178 1 3
B16-18 3 5 B16-182 3 3
B16-22 3 3 B16-183 3 3
B16-27 3 3 B16-184 3 5
B16-28 1 5 B16-185 3 3
B16-29 3 3 B16-186 5 3
B16-30 3 3 B16-187 3 3
B16-38 3 3 B16-188 3 5
B16-39 3 3 B16-189 3 3
B16-41 1 3 B16-190 7 3
B16-43 3 3 B16-191 5 1
B16-58 1 5 B16-192 3 3
B16-172 1 3 B16-200 5 3
B16-68 3 3 B16-196 3 3
B16-76 3 3 B16-197 3 3
B16-85 3 1 B16-198 3 3
B16-87 3 1
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Tablo 4.3. (Devam) B16 (Red Globe X Yalova Cekirdeksizi) serisi melez genotiplere ait
kiilleme ve mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyo | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B16-88 3 1 B16-201 3 5
B16-104 5 3 B16-203 3 3
B16-108 3 1 B16-204 3 5
B16-109 1 3 B16-205 3 3
B16-126 3 1 B16-208 1 5
B16-128 3 1 B16-210 3 3
B16-134 3 1 B16-211 1 3
B16-135 5 3 B16-212 5 3
B16-140 3 1 B16-213 5 3
B16-142 3 1 B16-214 1 3
B16-143 1 1 B16-215 3 3
B16-144 1 1 B16-216 1 3
B16-145 3 5 B16-217 3 3
B16-146 1 1 B16-218 3 3
B16-147 3 3 B16-219 3 3
B16-148 1 5 B16-221 5 3
B16-149 3 1 B16-222 5 3
B16-150 1 1 B16-223 3 3
B16-151 5 1 B16-225 3 1
B16-154 5 1 B16-226 1 3
B16-155 3 3 B16-227 5 3
B16-156 3 3 B16-228 3 1
B16-157 3 1 B16-230 3 1
B16-159 5 1 B16-231 3 1
B16-160 5 3 B16-232 3 3
B16-162 3 1 B16-233 3 3
B16-163 3 1 B16-234 3 1
B16-164 3 1 B16-236 3 1
B16-165 5 5 B16-237 5 3
B16-167 3 1 B16-238 3 3
B16-168 1 5 B16-239 1 1
B16-169 3 3 B16-240 3 1
B16-170 3 3 B16-241 3 3
B16-171 5 1 B16-242 1 1

Tablo 4.4. B20 (86/1 X Bronx Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme ve mildiy6
skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyé | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B20-62 1 3 B20-136 3 3
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Tablo 4.4. (Devam )B20 (86/1 X Bronx Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme
ve mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyo | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B20-64 1 1 B20-138 3 1
B20-67 3 3 B20-139 1 3
B20-68 1 3 B20-140 3 1
B20-69 1 5 B20-141 3 5
B20-70 3 3 B20-142 3 3
B20-71 5 3 B20-145 1 3
B20-72 1 1 B20-146 1 3
B20-73 1 1 B20-147 1 3
B20-74 1 3 B20-148 3 1
B20-76 3 3 B20-149 3 3
B20-77 3 3 B20-150 5 1
B20-80 5 5 B20-151 1 1
B20-81 3 3 B20-153 1 1
B20-82 3 3 B20-154 1 1
B20-83 3 3 B20-156 1 1
B20-84 1 3 B20-161 3 1
B20-85 1 1 B20-162 1 3
B20-87 3 3 B20-163 3 1
B20-88 3 3 B20-165 1 1
B20-90 3 5 B20-166 5 1
B20-93 1 3 B20-167 3 1
B20-95 5 3 B20-168 3 1
B20-96 3 3 B20-171 3 1
B20-97 3 3 B20-172 3 1
B20-98 3 3 B20-175 1 3
B20-99 3 3 B20-180 3 3

B20-101 3 3 B20-181 3 3
B20-105 3 3 B20-187 3 1
B20-107 3 3 B20-188 5 3
B20-110 3 3 B20-190 5 1
B20-111 3 1 B20-194 3 5
B20-113 1 3 B20-206 3 3
B20-114 1 3 B20-220 3 1
B20-115 3 3 B20-222 1 3
B20-116 3 3 B20-228 3 3
B20-117 1 5 B20-230 3 3
B20-118 1 5 B20-235 3 3
B20-135 3 5 B20-286 3 1
B20-119 5 3

B20-120 3 3

B20-259 1 3
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Tablo 4.4. (Devam )B20 (86/1 X Bronx Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme ve
mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme Mildiyo | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B20-121 5 3 B20-296 3 3
B20-122 3 1 B20-323 3 1
B20-124 3 3 B20-355 1 1
B20-125 3 3 B20-379 1 3
B20-126 3 3 B20-399 3 3
B20-127 3 3 B20-422 3 1
B20-128 3 5 B20-423 7 5
B20-129 3 5 B20-425 3 5
B20-130 5 5 B20-427 3 1
B20-131 3 3 B20-435 3 5
B20-132 3 3 B20-437 5 3
B20-133 3 1 B20-451 1 3

Tablo 4.5. B21 (86/1 X Ruby Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme ve mildiyod
skorlama sonuglari

Genotip No  Kiilleme  Mildiyo Genotip No Kiilleme  Mildiyo

B21-4 3 5 B21-103 1 3
B21-7 3 1 B21-104 3 3
B21-11 3 5 B21-105 3 5
B21-20 3 5 B21-106 5 3
B21-28 3 5 B21-107 3 3
B21-31 3 3 B21-109 3 3
B21-35 3 1 B21-110 3 5
B21-37 1 5 B21-111 1 3
B21-40 1 3 B21-113 1 3
B21-42 3 7 B21-114 3 3
B21-44 1 3 B21-116 3 3
B21-47 3 3 B21-117 3 3
B21-51 1 7 B21-119 1 5
B21-56 1 5 B21-120 3 3
B21-57 3 5 B21-123 3 3
B21-58 3 3 B21-124 3 5
B21-60 3 3 B21-125 3 3
B21-62 5 5 B21-126 3 3
B21-102 3 3 B21-160 1 5
B21-63 1 3 B21-127 3 3
B21-64 3 5 B21-128 3 3
B21-65 3 5 B21-129 1 3
B21-155 3 3
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Tablo 4.5. (Devam) B21 (86/1 X Ruby Seedless) serisi melez genotiplere ait kiilleme ve
mildiy6 skorlama sonuglari

Genotip No Kiilleme  Mildiyéo Genotip No Kiilleme  Mildiyo

B21-66 3 3 B21-130 1 3
B21-67 3 5 B21-131 3 3
B21-68 1 3 B21-132 3 3
B21-69 3 3 B21-133 3 3
B21-70 3 3 B21-134 1 5
B21-71 5 3 B21-135 3 3
B21-72 3 3 B21-136 1 5
B21-73 3 5 B21-137 3 5
B21-74 3 3 B21-138 3 5
B21-75 3 5 B21-139 3 3
B21-76 1 3 B21-140 1 3
B21-78 3 5 B21-141 1 3
B21-79 3 5 B21-142 1 5
B21-81 1 7 B21-143 3 1
B21-82 3 3 B21-144 & 3
B21-83 3 5 B21-146 1 3
B21-84 3 5 B21-147 3 3
B21-86 3 5 B21-148 3 3
B21-89 3 3 B21-149 1 5
B21-90 1 5 B21-150 3 3
B21-91 1 5 B21-151 3 1
B21-92 3 3 B21-152 3 3
B21-95 3 3 B21-153 3 3
B21-96 1 5 B21-154 3 3
B21-97 1 3

B21-99 3 3

B21-100 3 3

B21-101 1 5

B21-156 3 5

B21-158 3 3

B21-159 1 5

Aragtirmada kullanilan bazi genotiplere ait kiilleme (Uncinula necator) hastaligina ait
skorlanan yaprak orneklerinin goriintiisii Sekil 4.1- Sekil 4.5° de verilmistir. K-77
genotipi referans genotip olup hem kiilleme hem de mildiyé hastalifina dayanikli bir
genotiptir. K-77 genotipine ait yaprak ornegi goriintiisii Sekil 4.5’ de verilmistir. Mildiy6
(Plasmopara viticola) hastaligina ait skorlanan bazi genotiplere ait yaprak drneklerinin
goriintiisti Sekil 4.6- Sekil 4.9 da verilmistir.
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Sekil 4.1. B20-154 nolu genotipe ait yaprak ornegi (Kiilleme skoru-1)

Sekil 4.2. B20-111 nolu genotipe ait yaprak 6rnegi (Kiilleme skoru-3)

Sekil 4.3.B16-171 nolu genotipe ait yaprak ornegi (Kiilleme skoru-5)
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Sekil 4.4. B10-190 nolu genotipe ait yaprak 6rnegi (Kiilleme skoru-7)

Sekil 4.5. K-77 genotipine ait yaprak ornegi

Sekil 4.6. B16-242 nolu genotipe ait yaprak drnegi(Mildiyd skoru-1)
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Sekil 4.7. B20-162 nolu genotipe ait yaprak 6rnegi (Mildiy6 skoru- 3)

Sekil 4.8. B21-81 nolu genotipe ait yaprak 6rnegi (Mildiyo skoru-5)

Sekil 4.9. B21-51 nolu genotipe ait yaprak 6rnegi (Mildiy6 skoru- 7)
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Arastirmada kullanilan melez {iziim genotiplerinin B5 kombinasyonunda kiilleme
hastaligina kars1 23 adet genotip ¢ok dayanikli (CD), 32 adet genotip dayanikli (D), on
adet genotip tolerant (T), bir adet genotip hassas (H) olarak; mildiy6 hastaligina kars1 31
adet genotip CD, 28 adet genotip D, yedi adet genotip ise T olarak tespit edilmistir (Sekil
4.10).

B5 Serisi Kiilleme B5 Serisi Mildiy

mCD
mCD
®D
mD
mT
mT
H

Sekil 4.10. BS serisi kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayaniklilik yiizdeleri

B10 kombinasyonunda kiilleme hastaligina kars1 11 adet genotip CD, 31 adet genotip D,
39 adet genotip T, dokuz adet genotip H olarak; mildiy6 hastaligina kars1 40 adet genotip
CD, 38 adet genotip D, 12 adet genotip ise T olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11).

B10 Serisi Kiilleme B10 Serisi Mildiyo

H ¢D
0, o,
10% 12% mcD
mCD
mD
ED
mT
mT
H

Sekil 4.11.B10 serisi kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayaniklilik yiizdeleri
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B16 kombinasyonunda serisinde kiilleme hastaligina kars1 20 adet genotip CD, 69 adet
genotip D, 19 adet genotip T, bir adet genotip H olarak; mildiy6 hastaligina kars1 35 adet
genotip CD, 60 adet genotip D, 14 adet genotip ise T olarak tespit edilmistir (Sekil 4.12.).

B16 Serisi Kiilleme B16 Serisi Mildiy6

T ';' ¢D
17% 1% 18% mGD
. ®CD
mD

mD

) mT
T

H

Sekil 4.12.B16 serisi kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayaniklilik yiizdeleri

B20 kombinasyonunda kiilleme hastaligina kars1 30 genotip CD, 63 adet genotip D, on
adet genotip T, bir adet genotip H olarak; mildiy6 hastaligina kars1 31 adet genotip CD,
60 adet genotip D, 14 adet genotip ise T olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13.).

B20 Serisi Kiilleme B20 Serisi Mildiyo

mCD

mCD
mD

®D
mT

mT

Sekil 4.13.B20 serisi kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina dayaniklilik yiizdeleri

B21 (Ruby Seedless X 86/1) serisinde kiilleme hastaligina kars1 29 adet genotip CD, 68
adet genotip D, ti¢ adet genotip T; mildiyo hastaligina kars1 dort adet genotip CD, 58 adet
genotip D, 35 adet genotip ise T ve ii¢ adet genotip ise H olarak tespit edilmistir (Sekil
4.14.).
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B21 Serisi Kiilleme B21 Serisi Mildiy6

mCD
®CD
o mD
®D

mT
mT

H

Sekil 4.14. B21 serisi kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina dayaniklilik yiizdeleri

Aragtirmada kullanilan melez tiziim genotiplerinden; B5 kombinasyonundan 11 adet, B10
kombinasyonundan ¢ adet, B16 kombinasyonundan yedi adet ve B20
kombinasyonundan on adet genotip her iki hastaliga da CD olarak tespit edilmistir. Bu
genotiplerin kiilleme ve mildiyé hastaliklarina ait skorlama sonuglart Tablo 4.6’ da
verilmistir. B21 kombinasyonundan her iki hastaliga da CD olan genotip tespit

edilememistir.

Tablo 4.6.Her iki hastaliga da Cok Dayanikli olan genotipler ve hastaliga ait skorlama
sonuglari

Genotip No  Kiilleme Mildiyé | Genotip No Kiilleme Mildiyo
B5-3 1 1 B16-146 1 1
B5-5 1 1 B16-150 1 1

B5-11 1 1 B16-177 1 1
B5-16 1 1 B16-239 1 1
B5-17 1 1 B16-242 1 1
B5-18 1 1 B20-64 1 1
B5-24 1 1 B20-72 1 1
B5-82 1 1 B20-73 1 1
B5-93 1 1 B20-85 1 1
B5-100 1 1 B20-151 1 1
B5-104 1 1 B20-153 1 1
B10-181 1 1 B20-154 1 1
B10-223 1 1 B20-156 1 1
B10-329 1 1 B20-165 1 1
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Tablo 4.6.(Devam) Her iki hastaliga da Cok Dayanikli olan genotipler ve hastaliga ait
skorlama sonuclari

Genotip No  Kiilleme Mildiyéo | Genotip No Kiilleme Mildiy

B16-143 1 1 B20-355 1 1
B16-144 1 1

Arastirmada kullanilan melez {iziim genotiplerinden her iki hastaliga da CD/ - olarak B5
(Bronx Seedless X K-77) serisi %35,48, B20 (Bronx Seedless X 86/1) serisi %32,25, B16
(Yalova Cekirdeksizi X Red Globe) serisi %22,58 ve B10 (Crimson Seedless X Beyaz
Cavus) serisi %9,67 oraninda tespit edilmistir. B5 (Bronx Seedless X K-77) serisi ait

genotipler diger genotiplere gore 6n plana ¢ikmistir.

4.2. Genotiplerin Markor Destekli Seleksiyon (MDS) Yontemi ile Cekirdeksizliginin

Belirlenmesi
4.2.1. Genotiplerden DNA zolasyonu

Genotiplerden DNA izolasyonu kit protokoliine gore izole edilen DNA’lar %1’lik agaroz
jel elektroforez yontemiyle kontrol edilmistir. Bazi genotiplere ait %1’ lik agaroz jel

elektroforezi gortntiisi Sekil 4.15-4.16’da verilmistir.

16-2 16-8 16-9 16-15 16-16 16-18 16-22 16-27 16-28 16-29 16-30 16-38 16-39 1641 1643 16-58 1668 16-76 16-85 16-87

16-88 16-104 16-108 16-109 16-126 16-128 16-134 16-135 10-138 16-140 16-142 16-143 16-144 16-145 16-146 16-147 16-148 16-149 16-150 16-151

- — —

16-154 16-155 16-156 16-157 16-159 16-160 16-162 16-163 16-164 16-165 16-167 16-168 16-169 16-170 16-172 16-173 16-174 16-176 16-177 16-178

Sekil 4.15. B-16 serisine ait melez liziim genotiplerinin %1’ lik agaroz jel goriintiisii
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20-68 20-74 20-77 20-81 20-97 20-110 20-113 20-115 20-116 20-117 20-118 20-125 20-130 20-132 20-135 20-148 20-152 20-158 20-166 20-168
e el —— LS— d d W —r bl -~ - -

20-172 20-188 20-190 20-230 20-425 20-435 20-399 20-423 20-259 20-379 20-180 20-228 20-163 20-167 20-147 20-154 20-139 20-141 20-136 20-138
—_— —-H‘—dwullb—tl-"<~~‘tny,u‘d

20-122 20-133 20-80 2093 20-70 20-71 20-62 20-67 20-107 20-131 20-142 20-64 20-86 20-69 20-181 20-222 20-121 20-345 2099 20-149
- et - [ — Vot D — T St — S — — S—

Sekil 4.16.B-20 serisine ait melez iizlim genotiplerin %1’ lik agaroz jel goriintiisii

Bu islemi takiben izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklari NanoDrop
spektrofotometre ile belirlenmistir. Spektrofotometre 6lgtimlerinde A260/A280 orani 1,7
ve 2,1 arasinda yer alan DNA’lar saf/bulasiksiz olarak degerlendirilmistir. Saflik degeri
bu degerlerin disinda kalan genotiplerin DNA’lar1 tekrar izole edilmis ve agaroz jel
elektroforozinde goriintiilenmistir. Genotiplere ait DNA konsantrasyonlar1 ve

safliklarinin Nanodrop 6lglimleri Tablo 4.7.- 4.10° da verilmistir.

Tablo 4.7. B10 serisi melez genotiplere ait DNA’larin miktarlar1 ve safliklari

Genotipno  Kons.(ng/uL)  A260/A280 | Genotipno  Kons.(ng/ul)  A260/A280
B10-127 127,25 1,82 B10-199 52,60 1,68
B10-129 25,95 1,91 B10-200 112,50 1,79
B10-132 31,35 1,71 B10-203 35,40 1,71
B10-133 33,30 1,80 B10-204 151,15 1,79
B10-134 48,45 1,76 B10-205 874,00 1,77
B10-136 39,50 1,85 B10-207 66,00 1,75
B10-137 38,30 1,81 B10-209 82,15 1,77
B10-138 66,45 1,84 B10-213 32,25 1,78
B10-141 222,50 1,87 B10-214 43,70 1,82
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Tablo 4.7. (Devam) B10 serisi melez genotiplere ait DNA’larin miktarlar1 ve safliklar

Genotip no Kons.(ng/nL)  A260/A280 | Genotip no Kons.(ng/nL)  A260/A280
B10-145 110,55 1,84 B10-215 24,95 1,73
B10-146 105,30 1,75 B10-216 105,40 1,78
B10-147 29,75 1,91 B10-217 14,30 1,82
B10-149 25,30 1,80 B10-218 66,55 1,72
B10-151 31,60 1,88 B10-220 11,95 1,84
B10-154 37,10 1,70 B10-221 24,65 1,86
B10-155 40,80 1,73 B10-222 35,30 1,88
B10-157 95,35 1,90 B10-223 42,15 1,89
B10-158 39,85 1,80 B10-224 51,50 2,14
B10-160 20,45 1,70 B10-226 32,00 1,74
B10-161 13,70 1,69 B10-227 51,90 1,86
B10-162 65,00 1,74 B10-229 45,45 1,70
B10-164 67,35 1,78 B10-230 42,45 1,88
B10-165 11,75 1,72 B10-231 59,75 1,86
B10-166 25,30 1,72 B10-232 33,45 1,94
B10-167 13,65 1,68 B10-234 52,50 1,81
B10-168 50,75 1,91 B10-237 17,05 1,85
B10-169 41,45 1,75 B10-238 31,80 1,95
B10-170 103,45 1,73 B10-246 88,90 1,85
B10-171 51,95 1,87 B10-247 56,90 1,75
B10-172 18,25 1,71 B10-253 77,25 1,69
B10-173 26,75 1,77 B10-264 68,15 1,80
B10-174 37,05 1,70 B10-265 207,85 1,83
B10-175 23,25 1,74 B10-270 26,75 1,83
B10-178 52,90 1,81 B10-273 18,10 1,69
B10-180 47,50 1,81 B10-277 60,55 1,78
B10-181 48,20 1,72 B10-284 42,90 1,87
B10-182 24,20 1,82 B10-290 29,50 1,78
B10-183 13,35 1,81 B10-296 21,65 1,81
B10-185 38,35 1,89 B10-302 22,80 1,80
B10-186 48,30 1,96 B10-307 32,45 1,77
B10-187 121,55 1,77 B10-309 42,55 2,13
B10-190 23,90 1,87 B10-327 52,10 1,82
B10-193 17,90 1,92
B10-194 23,85 1,97
B10-196 57,60 1,85
B10-198 37,40 1,94
B10-329 63,20 1,74
B10-337 45,50 1,87
B10-333 169,20 1,86
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Tablo 4.8. B16 serisi melez genotiplere ait DNA’larin konsantrasyonlari ve safliklar

Genotip no  Kons.(ng/pL) A260/A280 | Genotipno  Kons.(ng/nL)  A260/A280
B16-2 58,25 1,89 B16-173 132,80 1,75
B16-8 23,95 1,75 B16-174 18,95 1,74
B16-9 66,20 1,85 B16-176 38,85 1,77

B16-15 71,35 2,03 B16-177 36,20 1,76
B16-16 121,25 1,79 B16-178 66,45 1,79
B16-18 55,70 1,87 B16-182 18,05 1,77
B16-22 47,70 1,79 B16-183 54,95 1,83
B16-27 65,75 1,73 B16-184 28,75 1,82
B16-28 44,00 1,86 B16-185 13,55 1,68
B16-29 25,75 1,68 B16-186 19,75 1,77
B16-30 25,65 1,82 B16-187 15,00 1,72
B16-38 62,85 1,72 B16-188 134,60 1,83
B16-39 58,00 1,84 B16-189 71,90 1,67
B16-41 124,05 1,83 B16-190 35,30 1,76
B16-43 45,20 1,81 B16-191 64,75 1,86
B16-58 98,65 1,97 B16-192 13,25 1,84
B16-68 31,75 1,86 B16-196 85,10 1,79
B16-76 27,05 1,77 B16-197 122,25 1,83
B16-85 28,25 1,82 B16-200 43,95 1,71
B16-87 22,95 1,90 B16-201 77,45 1,82
B16-88 31,10 1,82 B16-201 104,25 1,83
B16-104 34,40 1,73 B16-203 54,35 1,79
B16-108 151,25 1,86 B16-204 130,90 1,81
B16-109 52,45 1,87 B16-205 49,05 1,78
B16-126 60,25 1,80 B16-208 81,30 1,83
B16-128 41,85 1,84 B16-210 23,75 1,72
B16-134 74,45 1,91 B16-211 25,10 1,74
B16-135 77,10 1,86 B16-212 103,95 1,86
B16-138 164,95 1,93 B16-213 85,80 1,76
B16-140 35,65 1,70 B16-214 18,15 1,79
B16-142 64,45 1,72 B16-215 139,30 1,77
B16-143 62,95 1,79 B16-216 93,25 1,93
B16-144 125,70 1,76 B16-217 59,55 1,76
B16-145 20,85 1,76 B16-218 78,10 1,84
B16-146 153,50 1,77 B16-219 106,10 1,82
B16-147 42,05 1,86 B16-221 20,60 1,73
B16-148 83,15 1,83 B16-222 30,30 1,86
B16-149 26,50 1,85 B16-223 39,55 1,77
B16-150 81,40 1,75 B16-225 109,35 1,72
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Tablo. 4.8.(Devam) B16 serisi melez genotiplere ait DNA’larin konsantrasyonlar1 ve
safliklar1

Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280 | Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280
B16-151 26,60 1,71 B16-226 77,05 1,82
B16-154 30,15 2,04 B16-227 33,50 1,71
B16-155 25,85 1,80 B16-228 51,65 1,81
B16-156 34,10 1,69 B16-230 36,70 1,71
B16-157 17,35 1,85 B16-231 51,65 1,73
B16-159 45,60 1,76 B16-232 91,40 1,77
B16-160 61,20 1,80 B16-233 94,60 1,77
B16-162 69,00 1,90 B16-234 103,35 1,75
B16-163 34,05 1,77 B16-236 38,90 1,74
B16-164 32,85 1,76 B16-237 58,75 1,82
B16-165 169,50 1,74 B16-238 63,95 1,74
B16-167 21,25 1,74 B16-239 133,20 1,76
B16-168 51,15 1,89 B16-240 93,20 1,72
B16-169 34,30 1,79 B16-241 88,15 1,78
B16-170 47,00 1,78 B16-242 52,00 1,81
B16-172 36,25 1,96

Tablo 4.9. B20 serisi melez genotiplere ait DNA’larin konsantrasyonlar: ve safliklari

Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280 Genotip no Kons.(ng/uL) A260/A280
B20-62 78,20 1,84 B20-136 121,40 1,85
B20-64 41,85 1,96 B20-138 114,55 1,99
B20-67 28,25 1,92 B20-139 123,40 1,84
B20-68 26,95 1,82 B20-140 255,15 1,89
B20-69 169,55 1,81 B20-141 114,85 1,79
B20-70 45,35 1,81 B20-142 47,15 1,87
B20-71 54,35 1,92 B20-145 71,05 1,72
B20-72 109,10 1,88 B20-146 221,85 1,94
B20-73 165,75 1,78 B20-147 87,10 1,87
B20-74 48,80 1,93 B20-148 23,20 1,83
B20-76 23,45 1,76 B20-149 182,35 1,93
B20-77 33,55 1,86 B20-150 225,10 1,81
B20-80 106,45 1,88 B20-151 108,40 1,91
B20-81 30,90 1,94 B20-153 142,60 2,00
B20-82 63,95 1,88 B20-154 224,00 1,87
B20-83 100,30 1,85 B20-156 46,30 1,87
B20-84 33,55 1,85
B20-161 121,45 1,83
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Tablo 4.9. (Devam) B20 serisi melez genotiplere ait DNA’larin konsantrasyonlari ve
safliklar1

Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280 | Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280
B20-85 47,60 1,87 B20-162 153,85 1,84
B20-87 44,15 1,96 B20-163 275,45 1,80
B20-88 129,00 1,89 B20-165 75,20 1,78
B20-90 83,65 1,76 B20-166 24,55 1,79
B20-93 17,40 1,92 B20-167 52,80 1,91
B20-95 73,60 1,88 B20-168 246,15 1,84
B20-96 59,55 1,78 B20-171 165,25 1,79
B20-97 8,95 1,95 B20-172 16,30 1,84
B20-98 415,70 1,91 B20-175 274,40 1,93
B20-99 58,15 1,80 B20-180 73,70 1,86

B20-101 97,55 1,80 B20-181 88,40 1,81
B20-105 81,80 1,73 B20-187 198,05 1,96
B20-107 118,80 1,86 B20-188 76,95 1,90
B20-110 30,40 1,93 B20-190 60,30 1,89
B20-111 294,30 1,89 B20-194 137,95 1,80
B20-113 37,10 1,87 B20-206 176,50 1,93
B20-114 321,20 1,80 B20-220 58,85 1,97
B20-115 26,55 1,75 B20-222 372,65 1,92
B20-116 99,15 1,83 B20-228 388,65 1,85
B20-117 45,40 1,91 B20-230 13,90 1,91
B20-118 123,95 1,86 B20-235 43,05 1,85
B20-119 193,60 1,80 B20-259 60,30 1,87
B20-120 260,95 1,79 B20-286 78,60 1,91
B20-121 86,45 1,84 B20-296 132,00 1,89
B20-122 46,05 1,78 B20-323 122,80 1,91
B20-124 164,95 1,86 B20-355 155,85 1,76
B20-125 10,75 1,82 B20-379 169,30 1,84
B20-126 67,05 1,84 B20-399 77,15 1,77
B20-127 251,95 1,88 B20-422 281,65 1,88
B20-128 98,30 1,98 B20-423 88,45 1,87
B20-129 290,60 1,82 B20-425 48,15 1,76
B20-130 39,75 1,98 B20-427 93,25 1,88
B20-131 120,05 1,83

B20-132 42,20 1,94

B20-133 102,85 1,81

B20-135 22,90 1,91

B20-435 94,95 1,77

B20-437 98,80 1,87

B20-451 135,00 1,89
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Tablo 4.10.B21 serisi melez genotiplere ait DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar

Genotipno  Kons.(ng/uL)  A260/A280 | Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280
B21-4 80,60 1,84 B21-102 23,50 1,86
B21-7 34,25 1,89 B21-103 199,55 1,83
B21-11 51,40 1,78 B21-104 32,20 2,00
B21-20 58,50 1,75 B21-105 68,85 1,85
B21-28 93,65 1,74 B21-107 97,90 1,97
B21-31 90,80 1,74 B21-109 33,00 1,93
B21-35 168,05 1,81 B21-110 451,80 1,72
B21-37 346,10 1,83 B21-111 109,50 1,81
B21-40 131,65 1,84 B21-113 126,05 1,82
B21-42 156,50 1,84 B21-114 136,55 1,81
B21-42 49,85 1,71 B21-116 203,40 1,85
B21-44 49,85 1,74 B21-106 155,65 1,87
B21-47 106,35 1,80 B21-117 140,45 1,79
B21-51 111,00 1,81 B21-119 152,00 1,93
B21-56 48,70 1,74 B21-120 228,90 1,78
B21-57 102,40 1,75 B21-123 75,15 1,76
B21-58 128,85 1,80 B21-124 423,70 1,94
B21-60 64,60 1,90 B21-125 154,55 1,82
B21-62 111,15 1,82 B21-126 113,45 1,83
B21-63 174,45 1,75 B21-127 279,85 1,93
B21-64 69,80 1,81 B21-128 105,70 1,97
B21-65 275,20 1,82 B21-129 152,85 1,73
B21-66 120,15 1,78 B21-130 436,35 1,76
B21-67 274,85 1,76 B21-131 76,85 1,78
B21-68 217,95 1,74 B21-132 152,60 1,73
B21-69 213,95 1,80 B21-133 108,55 1,74
B21-70 12,00 1,86 B21-134 82,25 1,99
B21-71 153,35 1,84 B21-135 196,45 1,82
B21-72 258,60 1,70 B21-136 90,40 1,72
B21-73 103,05 1,92 B21-137 101,45 1,76
B21-74 104,20 1,88 B21-138 102,40 1,79
B21-75 78,70 1,85 B21-139 152,80 1,80
B21-76 77,45 1,73 B21-140 103,20 1,78
B21-78 171,55 1,78 B21-141 43,40 1,80
B21-79 68,75 1,70 B21-142 151,10 1,82
B21-81 47,10 1,87 B21-143 119,35 1,84
B21-82 96,55 1,87 B21-144 119,15 1,74
B21-83 39,70 1,84
B21-146 137,90 1,80

43



Tablo 4.10. (Devam). B21 serisi melez genotiplere ait DNA’larin konsantrasyonlari ve
safliklar1

Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280 | Genotip no Kons.(ng/uL)  A260/A280
B21-84 58,10 1,84 B21-147 228,25 1,82
B21-86 352,50 1,86 B21-148 97,05 1,84
B21-89 72,40 1,99 B21-149 66,30 1,92
B21-90 112,00 1,74 B21-150 96,70 1,82
B21-91 33,20 1,71 B21-151 66,05 1,88
B21-92 311,55 1,73 B21-152 111,90 1,79
B21-95 280,70 1,84 B21-153 122,30 1,79
B21-96 35,70 1,84 B21-154 93,75 1,73
B21-97 40,55 1,93 B21-156 72,40 1,78
B21-99 609,80 1,83 B21-158 96,80 1,75

B21-100 71,25 1,73 B21-159 55,05 1,73
B21-101 42,60 1,85 B21-160 122,55 1,83
B21-155 50,55 1,80

4.2.2.Genotiplerden izole Edilen DNAnin PZR ile Cogaltilmasi

Izole edilen DNA’larin PZR islemi gerceklestirilmistir. Baz1 melez iiziim genotiplerine
ait %2’ lik agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.17.-4.20.” de verilmistir. Bantlar

318 bp’de goriintiilenmistir.

_-500 bp
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Sekil 4.17. B-20 serisine ait bazi genotiplerin PZR sonras1 %2’ lik agaroz jel goriintiisii
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Sekil 4.18. B-16 serisine ait bazi genotiplerin PZR sonras1 %2’ lik agaroz jel goriintiisii

44 47 51 56 57 58 60 62
B B e e e e |

Sekil 4.19. B-21 serisine ait bazi genotiplerin PZR sonras1 %2’ lik agaroz jel goriintiisii
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PZR iriinlerinin DNA fragment analiz sisteminde kapiller elektroforez islemine tabi
tutularak lokuslara ait allel biiyiikliikleri Tablo 4.11-4.15’ te verilmistir. Allel sayilar1 bir
ile dort arasinda degismis olup genotipe gore farklilik gostermistir. Allel biiytikliikleri
218 bp ile 466 bp arasinda degismistir.

Tablo 4.11. B10 serisi genotiplerine ait allel biiyiikliikleri (bp)

Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp) Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp)

No Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4 No Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4
10-127 287 296 327 10-209 317 325

10-129 284 294 315 325 10-213 313 323

10-132 316 326 10-214 314 324

10-133 317 324 10-215 317 399 463
10-136 317 325 398 10-216 316 324

10-137 285 294 306 317 10-217 293 315

10-138 314 324 10-218 320 331

10-145 283 292 323 10-220 317 324 399 461
10-147 317 10-221 311 321

10-149 314 324 10-222 312 322

10-155 317 325 10-223 316 324

10-157 317 325 399 10-224 283 292

10-158 284 293 314 324 10-225 283 293

10-160 293 10-226 284 294 314 324
10-161 314 324 10-227 283 291 303 314
10-162 293 315 10-229 284 293 305 316
10-164 293 316 10-230 283 293 305 315
10-165 285 204 307 317 10-231 284 204 306 317
10-166 284 293 305 10-232 316

10-167 315 324 10-234 284 293 305 316
10-168 283 293 10-237 283 292 313 323
10-169 284 293 314 324 10-238 313 322

10-170 317 325 10-240 315 326

10-171 284 294 315 325 10-243 284 293 305 316
10-172 286 295 316 326 10-246 316 323

10-173 316 324 399 462 10-247 293

10-174 317 10-252 314 324

10-175 284 293 305 316 10-253 314 324

10-178 314 321 10-256 312 324

10-204 317 324 399 10-333 315 323

10-207 284 293 314 324 10-337 316 324 399
10-327 316 324
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Tablo 4.11.(Devam). B10 serisi genotiplerine ait allel biiytikliikleri (bp)

Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp) Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp)

No Allel 1 Allel2 Allel 3 Allel 4 No Allel 1 Allel2 Allel 3 Allel 4
10-180 314 325 10-259 286 295 316 326
10-181 316 324 10-264 314 325

10-182 293 10-270 313 324

10-183 284 293 314 324 10-273 293 316

10-185 313 323 10-277 318 325

10-187 314 325 10-284 283 292 304 315
10-190 315 325 10-289 285 294 317 431

10-193 285 294 306 317 10-290 284 293 314 323
10-194 317 325 399 462 10-292 284 294

10-196 314 325 10-296 293

10-199 284 293 10-302 316 324

10-200 317 325 401 463 10-323 312 323

10-203 293 303 316

Tablo 4.12 . B16 serisi genotiplerine ait allel biiytikliikleri (bp)

G . Allel Biiyiikliikleri (bp) Genotip Allel Bityiikliikleri (bp)
enotip No
Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4 No Allel1 Allel2 Allel3  Allel 4
16-9 286 310 16-169 287 315
16-15 284 307 16-170 314 323
16-16 286 314 16-172 286 310
16-18 310 323 16-173 316 325
16-22 316 324 16-174 314 323
16-27 314 322 16-176 286 314
16-28 307 16-177 292 320
16-29 282 291 302 314 16-178 282 291 302 313
16-30 285 314 16-182 314 323
16-38 287 314 16-183 286 314
16-39 314 325 16-184 310 322
16-41 315 324 16-186 315 322
16-43 312 320 16-187 287 315
16-58 310 323 16-188 287
16-68 286 314 16-189 315 323
16-76 286 310 16-191 287 311
16-167 311 324 16-241 323
16-168 311 323 16-242 318 328
16-164 287 315 16-239 290
16-165 316 325 16-240 291
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Tablo 4.12. (Devam) B16 serisi genotiplerine ait allel biiytikliikleri (bp)

Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp) Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp)
No Allel 1 Allel 2 Allel 3 Allel 4 No Allel1  Allel 2 Allel 3 Allel 4
16-87 311 323 16-197 316 324
16-88 315 323 16-200 317 325
16-104 315 323 16-201 189 317
16-108 312 325 16-203 286 315
16-109 286 315 16-204 288 316
16-126 286 315 16-205 290 301 312
16-128 279 307 16-208 286 310
16-134 315 323 16-211 288 316
16-135 309 322 16-212 288 317
16-140 287 311 16-213 281 308
16-142 314 322 16-215 286 314
16-143 314 323 16-216 289 313
16-144 285 309 16-217 311 324
16-145 286 314 16-218 288 317
16-146 313 322 16-219 288 312
16-147 316 324 16-221 317 325
16-148 310 323 16-222 285 313
16-149 315 324 16-225 308
16-150 287 311 16-226 319 327
16-151 286 315 16-227 297
16-154 288 312 16-228 283 304
16-155 286 311 16-230 318 326
16-156 310 323 16-231 291
16-157 313 321 16-232 318 326
16-159 285 313 16-233 291 318
16-160 311 324 16-234 290
16-162 287 311 16-237 319
16-163 287 316 16-238 291
16-85 286 314 16-192 311 324

Tablo 4.13. B20 serisi genotiplerine ait allel biiyiikliikleri (bp)

Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp) Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp)
No Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4 No Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4
20-62 315 20-133 327
20-64 323 330 20-135 315
20-67 312 20-136 326
20-132 313 323 20-451 318
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Tablo.4.13.(Devam) B20 serisi genotiplerine ait allel biiytikliikleri (bp)

Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp) Genotip Allel Biiyiikliikleri (bp)
No Allel 1 Allel 2 Allel 3 Allel 4 No Allel 1 Allel2 Allel 3 Allel 4
20-68 312 312 20-138 326
20-69 316 351 382 20-141 326
20-70 303 313 321 331 20-142 315
20-76 326 392 20-151 318 326
20-77 312 322 20-152 327
20-80 325 20-156 315
20-83 318 326 20-161 313
20-85 325 20-163 330 336
20-87 313 325 20-165 312 323
20-88 313 325 20-166 313 324
20-90 314 326 20-167 316 326
20-93 314 20-188 319 326
20-95 313 324 20-190 323
20-96 312 20-194 315 326
20-99 313 322 20-206 315 325
20-101 312 321 331 20-220 333
20-105 325 20-222 324
20-107 313 20-259 320 332
20-115 314 322 20-323 320 332
20-118 327 20-355 330 335
20-119 313 388 20-379 327
20-121 315 325 20-399 330 336 365 373
20-122 325 20-423 331 337
20-124 315 323 20-425 310 322 339 363
20-126 326 20-427 312 323
20-128 319 326 20-435 313 323
20-130 309 319 20-437 312 323

Tablo 4.14. B21 serisi genotiplerine ve referans gesitlere ait allel biiytikliikleri(bp)

. Allel Biyiikliikleri (bp) . Allel Biiyiikliikleri (bp)
Genotip No Genotip No
Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4 Allel1 Allel2 Allel 3 Allel 4
21-4 326 21-104 317 325
21-83 314 325 21-144 312 322
21-84 329 21-146 316 324
21-102 316 330 21-160 316 324 407 466
21-7 332 21-105 316 326
21-11 322 21-106 318 326
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Tablo 4.14.(Devam) B21 serisi genotiplerine ve referans cesitlere ait allel biiytikliikleri
(bp)

_ Allel Biiyiikliikleri (bp) _ Allel Biiyiikliikleri (bp)
Genotip No Genotip No
Allel1 Allel2 Allel3 Allel 4 Allel 1 Allel 2 Allel 3 Allel 4
21-20 318 326 21-107 315 326
21-28 323 21-109 314 325
21-31 318 332 21-110 316 326
21-35 322 335 21-111 319 327
21-37 323 21-114 318 326
21-40 327 21-116 318 333
21-42 326 332 21-117 317 331
21-44 317 328 21-118 324 329
21-47 326 21-119 314 325
21-51 320 334 21-120 314 325
21-56 318 21-122 317 353
21-57 315 326 21-123 315 392
21-58 315 328 21-124 318 332
21-60 322 21-125 325
21-62 319 328 21-126 325 351 360 387
21-63 321 335 21-127 326 332
21-64 318 326 21-128 317
21-65 318 326 21-130 322
21-66 326 21-131 318 326
21-67 318 326 21-132 319 326
21-68 319 21-133 319 328
21-71 319 21-134 318 332
21-72 316 327 21-135 318 332
21-73 318 332 21-136 318 327
21-74 307 21-137 327 332
21-75 320 332 21-138 326 332
21-76 316 327 21-139 314 325
21-78 326 21-140 317 325
21-79 318 326 21-141 314 324
21-81 326 21-142 321 358
21-82 315 326 21-143 316 324
21-88 325 331 21-148 306
21-89 306 317 320 331 21-149 324 361 390
21-90 323 334 21-150 316 321 331
21-91 327 333 21-151 316 325 408
21-92 325 332 21-152 319 320 393
21-95 320 333 21-153 324 359 389
21-96 326 21-154 316 324 352 399
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Tablo 4.14.(Devam) B21 serisi genotiplerine ve referans cesitlere ait allel biiytikliikleri

(bp)
_ Allel Biiyiikliikleri (bp) _ Allel Biiyiikliikleri (bp)
Genotip No Genotip No
Allel 1 Allel2 Allel 3 Allel 4 Allel 1 Allel2 Allel 3 Allel 4
21-97 316 325 21-155 324 361 390
21-99 327 21-156 315 325
21-100 306 317 321 331 21-158 316 407
21-101 318 332 21-159 325 361 391
21-103 314 326 K-77 282 313
Sultani Crimson
Cekirdeksizi 10 Seedless 2/ 2% 318
Beyaz Yalova
Cavus 290 298 Cekirdeksizi 286 296 318

PZR trinlerinin DNA fragment analiz sisteminde kapiller elektroforez islemi allel

goriintiileri Sekil 4.20- 4.23° te verilmistir.
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Sekil 4.20. B10-167 nolu {iziim genotipine ait fragment analizi cihaz goriintiisii
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Sekil 4.21. Beyaz Cavus ¢esidine ait fragment analizi cihaz goriintiisii
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Sekil 4.22. B21-104 genotipine ait fargment analizi cihaz goriintiisii
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Sekil 4.23. B16-151 genotipine ait Fragment Analizi cihaz goriintiisii

Melez iiziim genotiplerine ait AATI Fragment Analyzer cihazindaki allel biiyiikliikleri
incelenmis ve Ocarez ve dig. (2020) tarafindan belirtildigi gibi Sultani Cekiredeksiz’in
de bant verdigi 318 bp’ lik allel biiytikliigii ile iliskili olarak degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda toplamda 351 genotipten 136 melez iiziim genotipi

potansiyel ¢ekirdeksiz olarak bulunmus ve Tablo 4.15” te verilmistir.

Tablo 4.15. Potansiyel ¢ekirdeksiz melez {iziim genotipleri

Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip
No No No No No No No No

10-129 10-181 10-240 16-126 16-204 21-20 21-89 21-128
10-132 10-190 10-243 16-134 16-211 21-31 21-97 21-131
10-133 10-193 10-246 16-147 16-212 21-44 21-100 21-132
10-136 10-194 10-259 16-149 16-218 21-56 21-101 21-133
10-175 10-234 16-109 16-203 20-451 21-82 21-124 21-160
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Tablo. 4.15. (Devam) Potansiyel ¢ekirdeksiz melez tiziim genotipleri

Genotip Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip  Genotip
No No No No No No No No

10-137 10-200 10-273 16-151 16-221 21-57 21-102 21-134
10-147 10-204 10-277 16-163 16-226 21-58 21-104 21-135
10-155 10-209 10-284 16-164 16-230 21-62 21-105 21-136
10-157 10-215 10-289 16-165 16-232 21-64 21-106 21-140
10-162 10-216 10-302 16-169 16-233 21-65 21-107 21-143
10-164 10-217 10-327 16-173 16-237 21-67 21-110 21-146
10-167 10-220 10-333 16-186 16-242 21-68 21-111 21-150
10-170 10-223 10-337 16-187 20-71 21-71 21-114 21-151
10-171 10-229 16-22 16-189 20-83 21-72 21-116 21-152
10-172 10-230 16-41 16-197 20-128 21-73 21-117 21-154
10-173 10-231 16-88 16-200 20-151 21-76 21-122 21-156
10-174 10-232 16-104 16-201 20-188 21-79 21-123 21-158

Potansiyel c¢ekirdeksiz olarak tespit edilen melez {iziim genotipleri kiillleme ve mildiy6
hastaliklarina dayanikliliklar1 yoniinden degerlendirilmis ve potansiyel ¢ekirdeksiz ve
kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayanikli genotipler belirlenerek bu genotiplerin

kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina ait skorlama sonuglar1 Tablo 4.16” da verilmistir.

Tablo 4.16. Potansiyel ¢ekirdeksiz kiilleme ve mildiyo hastaliklarina dayanikli melez
liziim genotipleri Ve hastaliklara ait skorlama sonuglari

Cekirdeksiz Kiilleme Mildiyo | Cekirdeksiz Kiilleme Mildiyo
Genotip No  Skoru Skoru | Genotip No  Skoru Skoru
10-157 3 1 16-203 3 3
21-116 3 3 21-158 3 3
10-162 3 3 16-41 1 3
10-164 3 3 16-88 3 1
10-168 3 1 16-109 1 3
10-169 3 3 16-126 3 1
10-174 3 1 16-134 3 1
10-175 3 1 16-147 3 3
10-181 1 1 16-149 3 1
10-193 3 3 16-163 3 1
10-194 1 3 16-164 3 1
10-215 3 3 16-169 3 3
10-217 1 3 16-187 3 3
10-220 3 3 16-189 3 3
10-223 1 1
16-22 3 3
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Tablo. 4.16. (Devam) Potansiyel ¢ekirdeksiz kiilleme ve mildiyo hastaliklarina dayanikli
melez iizlim genotipleri ve hastaliklara ait skorlama sonuglari

Cekirdeksiz Kiilleme Mildiyo | Cekirdeksiz Kiilleme Mildiyo
Genotip No  Skoru Skoru | Genotip No  Skoru Skoru
10-226 3 3 16-197 3 3
10-229 3 1 16-211 1 3
10-230 3 1 16-218 3 3
10-232 3 1 16-226 1 3
10-234 3 1 16-230 3 1
10-246 3 1 16-232 3 3
10-277 1 3 16-233 3 3
10-284 3 1 16-242 0 1
10-327 3 1 20-83 3 3
10-333 3 0 20-151 1 0
20-451 1 3 21-123 3 3
21-31 3 3 21-128 3 3
21-44 1 3 21-131 3 3
21-58 3 3 21-132 3 3
21-68 1 3 21-133 3 3
21-72 3 3 21-135 3 3
21-76 1 3 21-140 1 3
21-82 3 3 21-143 3 1
21-89 3 3 21-146 1 3
21-97 1 3 21-150 3 3
21-100 3 3 21-151 3 1
21-111 1 3 21-152 3 3
21-114 3 3 21-154 3 3

21-117 3 3
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5. TARTISMA

Ulkemizde bagciligi tehdit eden en 6nemli iki fungal hastalik kiilleme ve mildiyd
hastaliklaridir. Hastalig1 kontrol altina almak i¢in bir vejetasyon donemi igerisinde yedi
ila 14 kez ilaglama yapilmasi gerekmekte oldugu arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir
(Karabat ve Atig, 2009; Lu ve dig., 2020). Bu nedenle 6zellikle bu iki hastalik etmenine
dayanikli ¢esit gelistirme 1slahina yonelik caligmalar iilkemiz ve diinya i¢in biiylik 6nem

arz etmektedir.

Melezleme 1slah1 sonucunda gelistirilen farkli ebeveynlere sahip F1 melez iiziim
genotiplerinin  kiilleme (U. necator) ve mildiyd (P. viticola) hastaliklarina

dayanikliklarinin skorlanmasi ¢alismanin amaglarindan birisidir.

Calismanin melez iiziim genotiplerinin kiilleme ve mildiydye dayanikliliklarinin
skorlanmasi kisminda B5 (K-77 X Bronx Seedless) serisinden 66 adet genotip, B10
(Beyaz Cavus X Crimson Seedless) serisinden 90 adet genotip, B16 (Red Globe X Yalova
Cekirdeksizi) serisinden 109 adet genotip, B20 (86/1 X Bronx Seedless) serisinden 105
adet genotip, B21 (86/1 X Ruby Seedless) serisinden 100 adet genotip olmak {izere
toplamda 470 adet melez iiziim genotipinin hastaliklara dayaniklilik seviyeleri

belirlenmistir.

Asma hastaliklarinin basinda gelen ve bagciligt sinirlandiran 6nemli iki hastalik; mildiy6
(P. viticola) ve kiilleme (E. necator syn. U. necator)’ dir. Kiilleme ve mildiyo
hastaliklarinin sporiilasyon siddetinin gorsel skala ile skorlanmasi yaygin bir yontem olup
hastalik direncinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi, ayrica farkli skalalarin da bu
amagcla kullanilanilabildigi ve bu skalalar arasinda yaygin olarak kullanilan OIV-452
olgeginin yapraklarda hastalik skorlamasi igin tasarlanmis uygun bir 6lgek oldugu farkli
aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir(Gomez-Zeledon ve dig., 2013; Bove ve dig.,
2019).

Wan ve dig. (2007), Vitis spp. gen havuzu i¢inde kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina direnci
belirlemek amaciyla 13 adet Vitis tiirii icerisinden 66 adet genotip tlizerinde hastaliklarin
seyrini dogal kosullar altinda incelemiglerdir. 0-7 skalasin1 kullanmislar ve bu skalaya

gore yaptiklar1 skorlamada 66 genotipten 46'smin kiillemeye, 28'inin mildiydoye ve
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19'unun her iki hastaliga da direngli oldugunu tespit etmislerdir. Callonec ve dig., (2012)
tarafindan yapilan arastirmada OIV skalasi kullanilarak genotiplerin kiilleme ve mildiy6
hastalik enfeksiyonlar1 tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢calismada da genotiplerdeki kiilleme
ve mildiyd enfeksiyonlarinin skorlamas1 OIV-455, OIV- 456 ve OIV-452 skalasina gore
genotiplerin dayanikliliklart belirlenmistir. Toplam 470 adet genotipten 31 adet melez
tiziim genotipi her iki hastaliga (kiilleme ve mildiy6) CD olarak tespit edilirken, kiilleme
hastaligina; B5 serisinden bir genotip, B10 serisinden dokuz genotip, B16 serisinden bir
genotip ve B20 serisinden bir genotip, mildiyd hastaligina ise B21 serisinden ii¢ adet

genotip hassas olarak tespit edilmistir.

Wan ve dig., (2007), V. vinifera hastaliklara olduk¢a duyarl olarak kabul edilirken, V.
labrusca, V. riparia ve V. rupestris gibi Amerikan tiirleri ¢ok daha az duyarli oldugunu,
tir ve cesitlerin hastaliklara karsi duyarliliklar1 bakimindan farklilik gosterdigini
belirtmislerdir. Boso ve dig., (2014), farkli Vitis tiirleri arasinda kiilleme ve mildiy6
hastaliklarina dayamiklilik bakimindan farkliliklar oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada da V. vinifera, V. labrusca ve tiirler aras1 melezlerin ebeveyn olarak kullanildig:
kombinasyonlardan elde edilen melez {iziim genotiplerin kiilleme ve mildiydye
dayanikliliklar1 belirlenmistir. Bu genotiplerden B5 (K-77 X Bronx Seedless) serisindeki
genotiplerin %16,6” s1, B10 (Beyaz Cavus X Crimson Seedless) serisindeki genotiplerin
%3.33” i, B16 (Red Globe X Yalova Cekirdeksizi) serisindeki genotiplerin %6,42’ si,
B20 (86/1 X Bronx Seedless) serisindeki genotiplerin %9,61’inin her iki hastaliga da CD
olduklar1 tespit edilmis olup kombinasyonlara ait genotiplerin

dayaniklilik/tolerantliklarinda farkliliklar gézlenmistir.

Sonuglarin Wu ve dig. (2011) ve Atak ve dig., (2017) tarafindan yapilan ¢alismalarda
bulunan sonuglar ile biiylik oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Arastirmacilar
calismalarinda V. labrusca tiiriine ait genotiplerin daha yiiksek dayanikliliga sahip
oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirmada kullanilan B5 serisi ebeveynlerinden K-77
genotipi V. labrusca tiirline mensuptur. Calismada her iki hastaliga da CD olan

genotiplerin ¢ogunu bu ebeveynin kombinasyonlar1 olusturmaktadir.

Wu ve dig. (2011), caligmalarinda Red Globe'un her iki hastalikta da yiiksek duyarliliga
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisgmada B10 (Beyaz Cavus X Crimson Seedless)
serisindeki genotiplerden dokuz adedinin kiilleme hastaligina, B21 (Ruby Seedless X
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86/1) serisindeki genotiplerden ii¢ adet genotipin mildiyé hastaligina hassas oldugu
saptanmistir. Bu farkliligin melezleme kombinasyonlarinda farkli ebeveynlerin

kullanilmis olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Uziimlerde ¢ekirdeksizlik tiiketici tarafindan arzu edilen ve pazarlama sansini arttiran en
onemli kalite 6zelliklerinden biridir. Diinyada ve lilkemizde artan talepler dogrultusunda
cekirdeksiz {iziim 1slah1 da giinden giline artmaktadir. Bu ¢alismada melezleme 1slahi ile

elde edilmis F1 genotiplerinin ¢ekirdeksizligi erken seleksiyon ile belirlenmistir.

MDS, ekonomik olarak 6énem arz eden, birden fazla gen veya lokus tarafindan kontrol
edilen, karakterlerin daha hizli bir sekilde belirlenmesini saglayan klasik 1slaha yardime1
bir teknik oldugu, melezleme g¢alismalarinda ¢ekirdeksiz genotiplerin 6n seleksiyonu
MDS yardimi ile erken safhalarda yapilabildigi ve asma gibi uzun genglik kisirligina
sahip olan bireylerde istenilen karakterlerin 6n seleksiyonunda 6nemli avantajlar sundugu
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Degirmenci ve Marasali Kunter, 2007; Hvarleva
ve dig., 2009). Striem ve dig., (1996) ¢alismalarinda RAPD teknigini kullanarak 82 adet
(39 ¢ekirdeksiz ve 43 ¢ekirdekli) genotipin analizini yapmislar ve MDS ile ¢ekirdekli
genotiplerin %44’ iinii elemislerdir. Karaagac¢ ve dig., (2012) c¢ekirdeksiz bireylerin
seciminde VMC7f2 markoriiniin basarilt bir sekilde kullanilabilecegini ve popiilasyon
biiytikliigii boyutunun bu markor kullanilarak %54'e diisiiriilebilecegini belirtmislerdir.
Asmalarda ¢ekirdeksizligi; Mejia ve Hinrichsen (2003); Bergamini ve dig., (2013);
Ocarez ve dig., (2020) MDS yardimi ile belirlemeye ¢alismislardir. Bu arastirmada da
cekirdeksizlik 6zelligi MDS ile belirlenmeye ¢alisilmis ve ¢ekirdeksiz genotiplerin erken
seleksiyonu igin, SSR markérii kullanilmis ve B10 (Beyaz Cavus X Crimson Seedless)
serisinden 88 adet genotip, B16 (Yalova Cekirdeksizi X Red Globe) serisinden 98 adet
genotip, B20 (86/1 X Bronx Seedless) serisinden 68 adet genotip, B21 (86/1 X Ruby
Seedless) serisinden 97 adet genotip olmak iizere toplamda 351 adet melez {iziim

genotipinin MDS ile genotiplerin ¢ekirdeksizlik durumlar1 belirlenmistir.

Ocarez ve dig., (2020) ¢alismalarinda Sultani Cekirdeksiz ve Crimson Seedless ¢esitlerini
referans g¢esitler olarak kullanmis olup, bu ¢alismada da Sultani Cekirdeksiz ve Crimson
Seedless ¢esitleri referans olarak kullanarak potansiyel ¢ekirdeksiz melez genotipler

tespit edilmistir.
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Calismada DNA izolasyonlari, bir¢ok arastirmaci (Zohlami ve dig., 2009; Jahnke ve dig.,
2009; Conner ve dig., 2017) tarafindan tercih edilen Qiagen firmasinin bitkiler i¢in 6zel
olarak gelistirdigi Bitki DNA izolasyon kiti ile yapilmis ve yiiksek saflikta DNA elde
edilmistir. izole edilen DNA’larin miktar ve saflik derecelerine ait spektrofotometre
Ol¢tim sonuglart incelendiginde degerlerin 1,65 ile 2,14 arasinda degistigi ve istenen
oranlarda oldugu belirlenmistir. Melez genotiplerden izole edilen DNA’ lar ¢alismanin
sonraki basamaklarinda g¢ekirdeksizlikle iligkili markoriin genotiplerde mevcudiyetini

belirlemede sorunsuz bir sekilde kullanilmustir.

Mejia ve dig., (2011) sofralik {iziim ¢esitlerinde, VVIAGL11 geninin gekirdeksizlikten
sorumlu gen olabilecegini belirtmislerdir. Bergamini ve dig., (2013) VVAGL11'in
MDS’de tanisal giiciinii degerlendirmek ve dogrulamak i¢in kendi iiziim
koleksiyonlarindan 475 adet melez F1 genotipi iizerinde derinlemesine bir analiz
yapmuslardir. Yaptiklari ¢alismayla VViIAGL11 markdriiniin negatif stenospermokarpinin
erken se¢imi ic¢in kullanilabilecegini dogrulamislardir. Yapilan bu c¢alismada
cekirdeksizligin erken seleksiyonu i¢in VVIAGL11 gen bdlgesi taranmis ve potansiyel

cekirdeksiz melez genotipler secilmistir.

Yapilan diger bir arastirmada, Ocarez ve dig.(2020) 5U_VVIiAGL11 markoériini kullanmig
ve Sultani Cekirdeksiz’ de ¢ekirdeksizligin 319 bp’lik allel biiyiikliiglinde tanimlandigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da benzer sekilde Sultani Cekirdeksiz’ e ait olan 318 bp
allel biiytikliigiindeki bantlar elde edilmis ve bu bantlar1 tasiyan melez genotipler
potansiyel ¢ekirdeksiz genotipler olarak kabul edilmistir. Kapillar sistemle elde ettigimiz
bant biiyiikliikleri arasinda yer yer 1 bp fark olmakla birlikte bu durumun farkli ortam ve
farkli cihazlarin kullanimindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (Lakshminarayana ve
dig., 2007). 318 bp’lik allel biiytikligii ile iliskili olarak toplam 351 melez genotipten 136

melez iizlim genotip olas1 ¢ekirdeksiz olarak bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde ve diinyada sofralik olarak tiiketilen ¢ekirdeksiz iiziim gesitlerine olan talep
giinden giine artmaktadir. Bu talep c¢ekirdeksiz sofralik iiziim olmak fiizere yeni
cesitlerinin gelistirilmesine yonelik 1slah ¢alismalariin sayisinin da artmasina neden
olmaktadir. Ayrica tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hem insan hem de gevre
saghigina olan biling giderek artmakta ve buna paralel olarak organik olarak
yetistirilebilecek yeni ¢esitler daha fazla talep gérmektedir. Bu talepleri karsilayabilmek
icinde bitkilerde hastaliklara kars1i dayaniklilik veya hassasiyetin nedenleri ve
mekanizmalari iizerine uzun yillardir arastirmalar devam etmektedir. Her yil dayaniklilik
tizerinde yapilan ¢alismalarda yeni gen bolgeleri kesfedilmektedir. Bu genleri duyarh
cesitlere aktaran farkli 1slah calismalar baglatilmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda bagcilik
icin ¢ok Onemli olan kiilleme ve mildiyd hastaligina kars1 melez iizim genotiplerinin
dayaniklik seviyeleri ile c¢ekirdeksizlik durumlar1 tespit edilmistir. Hem hastaliklara
dayanikli hem de ¢ekirdeksiz olarak 77 melez genotip tespit edilmistir. Potansiyel olarak
hem ¢ekirdeksiz hem de mildiyo ve kiillemeye dayanikli olarak belirlenen bu melez
genotiplerin gelecekte 1slah caligmalarinda meyve oOzellikleri belirlenerek cesit
adaylarinin ortaya konmasi saglanmistir. Cesit aday1 potansiyeli diisiik olanlar ise sonraki
1slah ¢alismalarinda hastakliklara dayaniklilik ve ¢ekirdeksizlik 6zellikleri nedeniyle

ebeveyn olarak kullanilabileceklerdir.
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Ek -A

Tablo A.1. OIV-452, 455 ve 456 Skala (OIV,2009)

Olgek Belirtileri/Reaksiyonu

Olgek Belirtileri/Reaksiyonu

Skalal — iilleme-Powdery Mildew) (Mildiyé-Downy Mildew) Konak yamit

Cok diistik (kiigiik noktalar veya Cok diistik (kiiglik nekrotik noktalar Cok

1 semptom yok; ne gorliniir sporlanma veya semptom yok; ne sporulasyon ne Dayanikli(CD)
ne de miselyum) de miselyum) Y

Diisiik (sinirlt lezyonlar <2 cm

¢apinda; siirh sporiilasyon ve Diisiik (¢ap1 < 1 cm olan kiigiik
3 miselyum; Uncinulamin varlig nekrozlar; kiigiik sporlanma veya | Dayanikli(D)

yalnizca yapragin kenarinin hafif bir miselyum)
kivrilmasiyla gosterilir)
. Orta (1-2 cm ¢apinda kiigiik
5 Orta (nekrozlar genellikle 2-5 cm nekrozlar; az ¢ok sporlanma; Tolerant(T)
capla smirlidir)) .. Do
diizensiz misel olusumu)
N . . Yiiksek (genis lezyonlar; giiclii
7 Yiiksek (genis nekroz_lar, glicli sporlanma ve bol miselyum;asagidan| Hassas(H)
sporlanma ve bol miselyum) et el
yaprak dokiimii)

Cok yiiksek (¢ok genis sinirsiz Cok yiiksek (genis nekrozlar veya

9 nekrozlar veya yapragin tamami yapragin tamami nekrozlarla kaply; Cok
nekrozlarla kapli; gii¢lii sporlanma ve |giiclii sporlanma ve yogun miselyum;| Hassas(CH)

bol miselyum)

¢ok erken yaprak dokiimii)
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Ek -B

DNA Izolasyon Protokolii (URL-1, 2020)

Igerisinde 6rnek bulunan tiipe 400 pul AP1 Tampon ¢ozeltisi ve 4ul RNase A ¢ozeltisi

ilave edilmistir.
Tiipteki karisim gliclii bir sekilde vorteks yardimi ile ¢calkalanmustir.

Tiip 65 “C’de ki sicak su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir ve inkiibasyon sirasinda tiip
2-3 kez alt-iist edilerek karistirilirmistir.

Sicak su banyosundan cikarilan tiipe 130ul P3 Tampon ¢ozeltisi ilave edilerek

karistirtlmis ve buz banyosunda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Buz {izerindeki inkiibasyondan sonra tiip 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant icerisinde mini spin filtreler bulunan 2mL’lik

tiipe aktarilmis. Tiip 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiiplin altinda toplanan igerisinde DNA bulunan siipernatant temiz bir
eppendorf tiipe aktarilmistir. Temiz tlipe aktarilan icerisinde DNA bulunan ¢ozeltinin
hacminin 1,5 kati AW1 Tampon ¢ozeltisi ilave edilerek tlip nazik bir sekilde

kanistirilmastir.

Tiip igerisindeki karisimdan 650 pl igerisinde beyaz filtre bulunan tiipe aktarilmis ve 800
rpm’de 1 dakika santfifiij edilmistir. Tiipte geriye kalan karisimda santrifiij sonrasi filtreli
tiipe aktarilarak tekrar DNA bagli beyaz filtreli tiipler temiz bir tiipe yerlestirilmistir. Tiipe
500ul AW2 Tampon ¢ozeltisi eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiipiin altindaki siipernatant dokiilmiistiir.

Filtreye tekrar 500ul AW2 Tampon ¢ozeltisi eklenerek 14000 rpm’de 2 dakika santrifij

edilmisgtir.

Filtrede bagli olan DNA’larin ¢ozelti ortamina alinmasi i¢in filtre temiz bir tiipe

yerlestirilmistir. Tiipe 65 0C’de bekletilen AE Tampon ¢ozeltisinden 100ul eklenmistir.

71



Oda sicakliginda 5 dakika bekletilen tiip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve DNA

lar tlipte toplanmustir.
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Ek-C
AATI Fragment Analyzer Protokolii
96’11k bir plate’in her bir kuyucuguna 22 pL Dilution Buffer konulmustur.

Her bir kuyucuga 2 pL ornek konulup Dilution Buffer’la karismasi igin santrifiij

edilmistir.
45 wul Seperation Jel 4,5 ul boya ile karistirilip cihazin jel kismina yliklenmistir.

80 mL ultra saf su 20 ml Capillary Contioning Soliisyon ile karistirilip cihaza

yerlestirilmistir.

20 mL Inlet Buffer 80 ml ultra saf su ile karistirilip 6zel 96’lik plate igerisin’e her bir
kuyucuk 1 mL olacak sekilde dagitilmis ve plate Inlet Buffer tepsisine yerlestirilmistir.

Marker soliisyonu 6zel 96 kuyucuklu marker plate icerisin’e 30 puL olarak dagitilmis ve

1’er damla mineral yag tizerlerine eklenmistir.
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