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“Bagcilikta Kiilleme ve Mildiyd Hastaliklarina Dayanikli Cesit Islahinda, Markore
Dayali Seleksiyon (MAS) Kullanilmasi” konulu bu doktora ¢alismasi, Ankara
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Kalecik Bagcilik Arastirma ve Uygulama istasyonu ve
Bak sarapgiliga ait Kalecik’teki baglar ile Bahge Bitkileri Boliimii, Molekiiler Bioloji ve
Ankara Universitesi Bioteknoloji Enstitiisii laboratuvarinda 2010-2012 yillar1 arasinda
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada Regent (dayanikli) x Bogazkere (dayaniksiz) ve
Regent (dayanikli) x Kalecik Karasi (dayaniksiz) {iziim ¢esitlerinin melezlenmesi
yoluyla elde edilen F1 bitkilerinde, molekiiler markoérleri kullanarak kiilleme ve mildiy6
hastaligina dayanimlarinin incelenmesi amaglanmistir. Calismada kodominant
markorlerden SSR (VMC8g9, UDV-15, VMC7F2, VMCNG2F12 ve UDV-305,
VMC1g3.2), SCAR markérlerinden (ScoRA7, ScoRN3-32 ve ScoR Al4) ve CAPS
markdrii GLP1-12’den faydalanilmigtir. Calismada, F1 populasyonlarindan segilen 168
adet (BR) ve 25 adet (KR) bitki iizerinde analizler gergeklestirilmistir. Arastirmada SSR
primerlerine ait amplifikasyon iriinleri, CEQ 8800 DNA kapiller dizi analiz cihazinda
elektroforez edilmis ve elde edilen pikler incelenmistir. Markore dayali seleksiyon
(MDS) yontemi kullanilan bu ¢alismada, toplam 168 F1 (BR) genotiplerinde, SSR
markorleri sonucunda (UDV-305, UDV-15) toplam 27 adet bitkide ortak dayaniklilik
alleli bulunmustur. 168 F1 bitkisi iizerinde yapilan ScoRA7-760, SCORA14 ile analizler
sonunda, toplam 17 adet bitkide ortak dayaniklilik alleli bulunmustur. Yapilan SSR ve
SCAR analizleri sonucunda toplam 2 adet ortak F1 dayaniklilik alleli bulunmugtur. KR
F1 populasyonunda segilen 25 adet F1 bitkide toplam genotiplerinde, SSR markorleri
sonucunda (UDV-305, UDV-15) toplam 2 adet bitkide ortak dayaniklilik alleli
bulunmustur. 25 adet F1 bitkisi {izerinde yapilan ScoRA7-760, SCORA14 ve SSR ile
analizler sonunda, toplam 1 adet bitkide ortak dayaniklilik alleli bulunmustur.

Haziran 2014, 163 sayfa
Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., SSR, CAPS, SCAR, Kiilleme, Mildiyo, MAS.



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

USE OF MOLECULAR MARKERS FOR DEVELOPING NEW CULTIVARS

TOLERANT TO PLASMOPARA VITICOLA AND (erysiphe- uncinula necator)

DISEASES BASED ON MARKER ASSISTED SELECTION-(MAS) ON VITIS
VINIFERA

Mina SHIDFAR

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

Supervisor: Prof.Dr. Gokhan SOYLEMEZOGLU

This research was performed at Ankara University, Faculty of Agriculture, experimental
field at Kalecik, BAK and laboratories of Department of Horticulture from 2010 until
2012. The aim of the current thesis is to establish the resistance of F1 population grape
varieties to the fungal (Powdery and Downy mildew) diseases. The grape varieties
developed by crossbreeding of Regent x Bogazkere (BR) and Regent x Kalecik Karasi
(KR) (Vitis vinifera L.) in which they were used as a paternal and maternal cultivars for
the first time in Turkey. 168 of (BR) F1 and 25 of (KR) progenies were screened. This
screening was performed for the powdery and downy mildew diseases by 6 SSR
(Simple Sequence Repeat)-markers (VMC8g9, UDV-15, VMC1g3.2, VMCNG2f12,
VMCT7F2, UDV-305), 3 SCAR-markers (SCORA7, SCORN3-32 and ScoR Al4) and 1
CAPS (GLP1-12) primer. In this study, Marker Assisted Selection (MAS) technique
was carried out on 168 (BR) and 25 (KR) F1 populations. Amplification products
relative to SSR primers analysed in the CEQ 8800 DNA capillary electrophoresis and
the peaks of samples were examined. The application of marker assisted selection for
the fungus resistance related markers leads to a pyramiding of resistance progenies.
Taking into account both mildew diseases, genotipic screening led to 27 BR individuals
which were totally common between SSR (UDV 15 and UDV305) primers and 17 BR
progenies were common between SCAR (ScoRA7, ScoRA14) primers. By using
marker assisted selection (MAS), just two BR genotypes could be identified as a
resistance between UDV 15, UDV305, ScoRA7 and ScoRA14) primers. Inside 25 F1
KR population 5 progenies were common between SSR (UDV 15 and UDV305)
markers, 2 were common between SCAR (ScoRA7, ScoRA14) markers and just 1
genotype was common between these four markers.

June 2014, 163 pages
Key Words : Vitis vinifera L., SSR, CAPS, SCAR, Powdery, downy mildew, MAS.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun siirekli artigi, buna karsin diinya iizerindeki tarima uygun alanlarin
smirli olusu, 6zellikle geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde yetersiz beslenme, ciddi
bir aglik sorununa neden olmaktadir. Ayrica erozyon, yeni yerlesim yerlerinin agilmasi,
yeni fabrikalar kurulmasi, yeni yollar agilmasi gibi nedenlerle mevcut tarima elverisli
alanlar giderek azalmaktadir. Tim bunlarin yani sira diinyada her yil alinan iirliniin
yaklasik 1/3’niin hastalik ve zararlilar nedeniyle kaybolmasi, beslenme problemine
onemli bir boyut kazandirmaktadir. Tarimsal faaliyetlerin ana amaci, bitkisel {iriini
hastaliklarin, zararlilarin ve yabanci otlarin etkilerinden ekonomik olgiiler iginde
korumak, iiriin kayiplarint en aza indirmek ve kaliteyi yiikseltmektir. Asma tiriinlerinin
verimini kisitlayan faktorlerin basinda gelen hastalik ve zararlilara karsi en etkili ve
hizli ¢6ziim olarak ¢esitli tarimsal savas yontemleri uygulanmaktadir. Bu yontemler
kiiltirel, fiziksel, biyolojik, karantina, kimyasal, bioteknoloji ve molekiiler yontemler
olarak siralanabilir. Her ne kadar modern bitki korumada, entegre savasin goriisiiyle
yukarida sozii edilen yontemler dengeli ve bilingli bir bicimde beraberce
uygulanmaktaysa da iilkemizde tarimsal savasin karsiligi hep kimyasal yontemler
olmustur. Kimyasal yontemlerin temelini ise, kisaca pestisit adin1 verdigimiz tarim
ilaclarmin uygulanmasi olusturmaktadir. Tarim ilact olarak genellikle herbisitler,
fungusitler ve insektisitler kullanilmaktadir. Bu sorunlar kisaca, insan saligina, gevre
kirlenmesi, gidalarin giivenli olmamasi, hastalik, zararli ve yabanci otlarin pestisitlere

dayaniklilik kazanmasi, tarim iiriinii dis ticaretimizin etkilenmesi olarak 6zetlenebilir

(Celen 2001).

Bitki hastaliklar1 ile kimyasal savasinda fungusitlerin etki mekanizmalari ile
mikroorganizmalarda olusturabilecekleri dayaniklilik arasinda 6nemli bir iligki vardir.
Uygulamada, patojenlerin bir kimyasal maddeye duyarliliklar1 azaldikga etkinlikleri
diismektedir. Bu durum karsisinda, yiiksek etkililigi yeniden elde edilebilmek amaciyla,
dozu yiikseltme uygulamasina baslanir. Sonugta, patojenin fungisitlere hizla
dayaniklilik kazanmasina, sorunun ¢6ziimsiiz hale gelmesine ve kalintinin da giderek

yiikselmesine yol agmaktadir. Dayaniklilik, bir organizmanin bir fungisite duyarliliginin



giderek azalmasi ve bu duyarlilik azalisinin genetik bir mekanizma ile kontrol
edilmesidir (Delen vd. 2005).

Biitiin bunlar1 bir araya getirdigimizde, basta kiilleme ve mildiyo olmak tizere 6nemli
asma hastaliklarina, kars1 dayanikli {iziim cesitlerinin gelistirilmesi, sadece g¢evresel
acidan degil, ayrica gelecekte yliksek ekonomik icerikler anlaminda da onemlidir.
Spreysiz yetistiricilik biyotik ve abiyotik faktorlere yiiksek derecede dayanikli tiziim
cesitlerinin yetistirilmesini gerektirir. Dayanikli {izim yetisitiriciliginin basinda da 1slah
caligmalar1 gelmektedir. Dogal seleksiyonla ortaya c¢ikmis bireylerin korunmasi,
bunlardan daha dstiin Ozellikleri tasiyanlarin ortaya c¢ikarilmasi, ya da istenen
ozelliklerin bir bitkide toplanmasi ancak belirli 1slah yontemlerini uygulamakla elde
edilebilir. Cok eski ¢aglardan beri diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi, bagcilikta da
1slah ¢alismalari, eski belgelere gore ilk olarak Columella tarafindan gergeklestirilmistir.
M.O. 50 yillarinda Columella asmalarda iiretimin daima en iyi omcalardan kalem
alimarak yapilmasi gerektigi fikrini savunmus ve wuygulamalarinda bu sekilde
yapilmasini onermistir. Bu nedenle Columella bugiinkii seleksiyon 1slahinin temelini

atan kisi olarak tanimlanabilir (Giilcan ve Ilter 1975).

Gilinlimiizde standartlar arasinda yer alan ve iiretimi yapilan iiziim ¢esitlerinin cogu tabi
populasyon igerisinden asma bitkisini kiiltiire alanlar tarafindan se¢ilmis ve sonraki
nesillere belirli yonde 1slah edilerek aktarilmistir. Gliniimiize kadar ulasan c¢esitlerin bir
kism1 kontrollii melezlemelerle elde edilirken biiyiik bir kismi da seleksiyonlar
sonucunda elde edilmistir. Asma 1slah programlarinda dogal seleksiyondan sonra
kullanilan en yaygin yontem melezleme 1slahidir. Bagcilikta, mevcut olan tiir ve ¢esitler
igerisinden amaca gore; verimli, kaliteli, hastalik ve zararlilara dayanikli ve g¢evre
sartlarina iyi uyum saglayan bireylerin se¢ilmesi ile istenilen karakterlerin bir gesitte
kombine edilmesi amaciyla yapilan caligmalara “asma 1slah1 ¢aligmalar1” denir. Diger
bir soyleyis ile elverisli, dominant genleri en yiiksek oranda, en ¢abuk ve en kolay
sekilde toplamaya olanak veren bu yontem, Fransa ve Italya gibi bagcilik yoniinden ileri
tilkelerde, 19. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren yeni asma anaci ve liziim ¢esitleri elde
etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Son yiizyildaki pratik

uygulamasi diisiiniildiiglinde, bitki 1slah1 yontemleri arasinda higbir 1slah yontemi F1



hibrit giicii kadar énem kazanmamustir. Ulkemizde 1973 yilinda geleneksel melezleme
1slah1 yontemi ile yeni iiziim ¢esitlerinin gelistirilmesine yonelik proje calismalarina
baglanmustir. Islahin seleksiyon kriterlerini olusturan verim, Kkalite, c¢ekirdeksizlik,
olgunlasma zamani, tane rengi, salkim sekli, anacin gelisme kuvveti, abiotik ve biotik
stres kosullarma dayanikliligin belirlenmesi, hastaliklara dayanimi gibi 6zelliklerin
tespiti uzun yillar almaktadir. Amaca uygun F1’lerin seleksiyonu uzun yillar almasi,
melezleme 1slahinin en 6nemli dezavantajini olusturmaktadir. Bilindigi gibi bitkilerde
kendine dollenmenin sonucunda generasyonlar ilerledikge homozigoti orani artmakta
bunun sonucunda da bitkilerde zayiflama goriildiigii bu olay kendileme depresyonu
olarak bilinmektedir. Bunun gibi olaylar, somatik mutasyonlar ve himeyreler bu siirecte
karsilagilan diger problemler arasinda gosterilmektedir. Uygun genetik stoklarin
eksikligi ve asma genomu hakkindaki bilgilerin sinirli olmasi da asmanin melezleme
1slaht caligmalarinda en 6nemli problemler arasindadir. Bu olumsuz kosullar1 en aza
indiren yeni strateji olarak kullanilan bitki biyoteknolojisi; genomik, gen transferleri,
molekiiler yontemleri, doku kiiltiirii tekniklerin 1slah g¢alismalarinda kullanilmaya
baslamasi1 ve biyoteknolojinin yarattigi olanaklarin asma islahinda etkin bir sekilde
kullanilmaya baglamasi ile birlikte, giiniimiizde ¢ok daha kisa siirede etkin sonuglar
alinabilmekte ve boylece 1slah kavrami 6nemli bir degisim siireci igeriSine girmektedir

(Uslu vd.1995).

Klasik bitki 1slahi, melezleme sonucu elde edilen ve agilim gosteren doller arasindan
tistlin genotiplerin fenotipik seleksiyonuna dayanmaktadir. Ancak genotip ile ¢evrenin
etkilesiminden dolay1 bu uygulama olduk¢a zorlagmaktadir. Bunun yani sira fenotipik
seleksiyon pahalidir ve bazi karakterler i¢in (abiyotik stres kosullarina tolerans ile
baglantili karakterler gibi) cogu zaman uygulanabilir degildir. Markor destekli
seleksiyon (MAS), klasik bitki 1slahinda karsilasilan sorunlar1 ¢ozmek i¢in kullanilan
alternatif ve yardimci bir tekniktir. Markor destekli seleksiyon agronomik olarak 6nem
arz eden ve birden fazla gen veya lokus tarafindan kontrol edilen karakterlerin hizli bir
sekilde aktarilmasini saglamaktadir. Bu teknik klasik 1slahi tamamlayici, oldukg¢a hizli,

etkin, dogru ve ekonomik bir seleksiyon yontemidir (Francia 2004).



Markéore Dayali Seleksiyon (MDS) olarak tanimlanan, hastaliklara dayaniklilik 6zelligi
ile baglantili molekiiler markorlerin gelistirilmesi ve elde edilen markdrlerin asma 1slah
caligmalarinda erken seleksiyonda kullanilmasi; diinyada bagcilik arastirmalari
icerisinde Oncelikli olarak yer almaktadir. Bu sekilde molekiiler markor teknikleri ile
islah calismalarinda seleksiyonun ¢ok daha hizli ve etkin bir sekilde yapilmasi
hedeflenmistir. Bu yontem ile, arzu edilen 6zelliklerle baglantili molekiiler markorlerin,
seleksiyonda kullanilmasi uzun yillar gerektiren geleneksel melezleme 1slahi
calismalarinin siiresinin kisaltilarak, zamandan, alandan ve is giiclinden tasarruf
saglanmas1 amaclanmaktadir. Tiim bu hedefler dogrultusunda, bu doktora ¢alismasinda,
“Molekiiler Markorlerin “Bogazkere x Regent” ve “Kalecik Karasi x Regent”
cesitlerinin  melezlenmesinden elde edilen F1 populasyondan segilen bireyler
kullanilarak Kiilleme (Uncinula-erysiphe necator) ve Mildiyo (Plasmopara viticola)
hastaliklarina dayanikli ¢esit 1slahinda, Markdre Dayali Seleksiyon (MDS) amagl
Kullanilmasi” konulu proje kapsaminda yiiriitiilmiis ve sonuglar ortaya ¢ikarilmistir.
Calisma sonucunda (Marker Assisted Selection= MAS) Markor Yardimi ile Seleksiyon
yontemi iilkemizde, asmalarda kiilleme ve mildiyo hastaligina dayaniklilik ile ilgili

seleksiyonda kullanilmistir.

Bu aragtirmanin devaminda 168 F1 BR ve 25 F1 KR bitkilerinde generatif sonuglarin
ortaya ¢ikarilmasinin ardindan, fenotipik incelemeler sonrasi, kiilleme ve mildiyo
hastaliklarina dayanim Ozelliklerini igeren fenotiplerin belirlenmesi, genotipik
seleksiyon ile fenotipik seleksiyonun karsilagtirilarak markorlerin kullanilabilirliginin

ispat1 yoniinde ¢aligmalara devam edilmelidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Asmanmin Tarihgesi

Cilalitas devrinin ilk yillarmmdan (M.O. 8000-7000 yillarina dogru) itibaren,
gocebelikten yerlesik yasama gecen halklarin besin gereksinimlerini karsilama olanagi
veren ilkel tarim teknikleri olusmus ve bu teknikler degisik kitalarda cesitlilik
gostererek  gelismistir. Yakindogu'da bitki toplulugunun zenginligi, topraklarin
verimliligi, iklimin yumusakligi son derece gelismis bir kir uygarligi olusturmustur.
Tiirkiye ve Suriye tarih ¢aglarinin ilk yillarindan baglayarak ¢ok verimli yerler olmuslar
ve yorede bol miktarda tahil, zeytin, incir, nar, hurma, iiziim gibi gesitli meyveler ve
sebzeler yetistirilmistir. Asmanin, sik agaclarla kapli ormanda, kol kalinligindaki
govdesiyle, kivrila kivrila ulu agaclarin tepelerine dolandigi, siirgiinlerini agag
tepelerine uzatip ya da yiiklii salkimlarini sarkitarak insanlar1 cezbettigi tasvir edilmistir.
Kralige Semiramis'in Babil'deki asma bahgeleri bereket ve bollugun simgesi olarak
biiylik in kazanmistir. Yazilardan; iiziim baglarinin doért yone gore yol yol béliinmesi
dogudan batiya ve giineyden kuzeye smir ¢izgisi ¢ekilmesi suretiyle yetistiricilik
yapildigi, once ¢otugun sonra da sarabin topraga yerlestirilmesi gibi iglemlerin
yapildig1 anlagilmaktadir. Bu boélge, turung sarisi rengi, insan1 mest eden kokusuyla,
surup gibi tath tizimlere, suyu yogun lal renginde olan ve “erken olgunlasan ve iri”

denilen en has Kahetia asmasina ev sahipligi yapmustir (Zohary 2000).

Stiryaniler, Sel¢uklular ve Osmanlilar ise asma figilirlerinin bina ve seramik
siislemelerinde yaygin olarak kullanilmiglardir. Frigya Bolgesi kalintilarinda, Roma ve
Yunan Medeniyetine ait sikkeler, heykeller, seramik esyalar ve binalarda asma
figlirlinlin 6onemli yer tuttugu goriilmektedir. Ayrica icki kaplari kutsal torenlerde sarap
sunumunda kullanilmigtir. Anadolu’da asmanin tarihgesi incelendiginde, kayith
bilgilerin Anadolu’da medeniyet ile basladig1 goriilmektedir. Tiirkiye’de bitki genetik
kaynaklarmin toplanmasi ve degerlendirilmesi konusunda ¢aligmalar XX. Yiizyilin ilk
ceyreginde baslamistir. Bu yiizden iilkemizde onemli bir kiiltiir bitkisi olan asmanin
Anadolu’da koklii bir gecmise sahip oldugu, kiiltiirii yapilarak yetistirildigi ve Anadolu
kiiltiiriinde nemli bir yere sahip oldugunu bilinmektedir (Onder 1989).



2.2 Diinya ve Tiirkiye Bagcihigi

Vitis vinifera’nin evcillesmesi Orta Asya’nin M.O. 6000-5000 yillarinda Kafkasya ve
Anadolu’da kiiltiire alinmasi ile baglamistir. Zaman iginde giineyde Nil deltasi na (Misir
ve Kuzey Afrika), doguda Cin’e ve batida Avrupa kitasina yayilmisltir. Amerika
kitasinin kesfinden sonra bu kitaya ve 1600’lerden sonra da Giiney Afrika, Avustralya
ve Yeni Zelanda’ya tasinmistir. Tarih oncesi ¢aglarda kiiltiire alinan ve diinya tlizerinde
cok genis bir alana yayilmig olan asma tiirleri i¢erisinde en fazla sayida ¢esidi igeren tiir
Vitis vinifera L. Rhamnales takimina baglidir. Rhamnales takimin ii¢ familyasindan
yalnizca Vitacea familyasina ait bitkiler, bilinen anlamda asmalar1 tanimlamaktadir.
Vitaceae yerine 1821 yilinda Ampelidaceae KUNTH ve 1868 yilinda Ampelidaceae
LOWE ve 1887 yilinda PLANCHON olarak adlandirilmigtir. Ama en son uluslararasi
botanik termoloji kodlamasindan sonra Vitaceae familyasi olarak kabul edilmistir. Bu
familya, 16 cinsi ve yaklasik 700 tiirii kapsamaktadir. Asmanin familyasini adlandirmak
icin Kiiltiir asmalarinin tiimi Vitis cinsine aittir. Bunun da, Euvitis ve Muscadinia
olmak {izere iki alt cinsi vardir. Vitis cinsi, kromozom sayis1 2n=38 olan Euvitis ve
2n=40 Muscadinia’ya aiitir. Muscadinia alt cinsine; V. rotundifolia, V. munsoniana ve
V. popenoei olmak iizere 3 tiir dahildir. Oysa Euvitis alt cinsi, tiziimiinden yararlanilan
asmalarin biiyiik ¢ogunlugunun girdigi V. vinifera ile birlikte, toplam 109 ’tan fazla tiirii
icermektedir (Mullins vd. 1992).

Fakat giliniimiizde Cin basta olmak {zere, bazi1 iilkelerde yeni tiirler ortaya
cikarilmaktadir. Dolayisiyla, mevcut tiir sayisinin da artma olasilig1 vardir. Vitis vinifera
tirii icerisinde belirtilen ¢esit sayist 10.000’in iizerinde olup, bunlar diinya iiziim
tiretiminin %90’indan fazlasimi olusturmaktadir. Bu nedenle asma, son derece koklii bir
kiiltiire sahipken, ayni zamanda diinyada en fazla ekonomik Oneme sahip meyve

tiirlerinin basinda gelmektedir (Agaoglu vd. 1999).

Asma yetistiriciligi; Kuzey yarimkiirede 11°-53° ve Giliney yarimkiirede 20°- 40° enlem
dereceleri arasinda ekonomik olarak yapilabilmektedir. 36°-42° Enlem dereceleri
arasinda bulunan iilkemiz bu ydnden cok uygun bir konumda bulunmaktadir. Bu

baglamda iilkemizin hemen her yoresinde bagcilik yapilabilmekte, hatta toprak yapisi



ve iklim kosullart bakimindan diger tarim {iriinlerinin yetismesine veya istenilen
diizeyde kaliteli iiriin eldesine elverigli olmayan bolgeler bu tarim koluna ayrilarak

degerlendirilmektedir (Oraman 1970).

Anadolu’nun Kuzey Dogu boliimiinii i¢ine alan Karadeniz ve Hazar denizi arasindaki
Kafkasya gecis bolgesi (Transcaucasia), kiiltiir (Vitis vinifera ssp. Sativa ) ve yabani
(Vitis vinifera ssp. Sylvestris) asmanin gen merkezi ve kiiltiire alindig1 yer olarak kabul
edilmektedir (Mc Govern 2003).

Bu nedenle, iilkemiz yaklagik 6000 yillik bir bagcilik kiiltiirii ile ¢ok zengin bir asma
gen potansiyeline sahiptir. Tiirkiye bagcilik potansiyelinin yaninda, zaman igersinde
ortaya ¢ikmis gesit, tip ve klondan olusan zengin bir genetik cesitlilige sahiptir. I¢ ve
Dogu Anadolu’da yiiksekligin 1.500 mm’yi asan yoreleri ile yillik yagisin 1.200
mm’nin lizerinde oldugu Dogu Karadeniz boélgesi disinda kalan biitiin bolgelerde

ekonomik olarak bagcilik yapilabilmektedir (Arroyo-Garcia vd. 2006, Ergiil vd. 2006).

Asmanin meyvesi olan iiziim, halkin beslenmesinde ve toplumsal yagamda 6nemli rol
alarak, gok farkli sekillerde degerlendirilmektedir. Ulkemiz bag alanlarinin %56.6’sinda
sofralik tiziim tiretimi yapilmakta ve iiretilen iiziimiin yaklagik %53.6’s1 sofralik olarak
degerlendirilmektedir. Yas iiziim tiretimimizin ikinci 6énemli grubunu %34 ile ¢ekirdekli
ve cekirdeksiz kuru iiziim tiretimi, bunun da %75’in1 ¢ekirdeksiz kuru iiziim tretimi
olusturmaktadir. Ulkemiz, 300.000 tonluk cekirdeksiz kuru {iziim iiretimi ile diinya kuru
liziim iiretiminin %36.3’linii tek basina karsilamakta ve yillara gére ABD ile birlikte ilk
siray1 paylagsmaktadir. Cekirdeksiz kuru iizim {iretimimizin tamamini, Ege bdlgesinde
yetistirilen ve diinyaca taninan Sultani Cekirdeksiz (Sultani) cesidi saglamaktadir.
Ulkemiz, saraplik iiziim gesitlerinin basar1 ile yetistirilmesi icin ¢ok elverisli yorelere
sahip olmasina karsin, liretilen yas tlizlimiin yalnizca %3’liik boliimii (yaklagik 120.000
ton) saraba islenmektedir. Ayrica sanayi ve endiistri alaninda Grnegin {iziim ¢ekirdegi
yag1, antosiyanin pigmentleri ve etanol iiriinlerinde bile degerlendirilmektedir. Ulkemiz
2011 yili FAO verilerine gore diinya bag alanlar1 arasinda iiretim miktar1 yoniinden
4.296.350 ton ile 6. Sirada, iiretim alani yoniinden 472.545 (ha) ile 5. Sirada yer
almaktadir. Diinya bag alan1 7086022 (ha) olup, liziim iiretimi ise 66.413.393 ton dur.



Uziim iiretiminde s6z sahibi olan iilkelerin basinda ise; Cin, halya, Fransa, ispanya,
ABD, Tiirkiye, Arjantin, iran, Sili ve Avustralya gelmektedir. Bu on iilke 44.424.100
tonluk iizlim {iiretimiyle diinya iiziim {retiminin %70’ini gerceklestirmektedir. Alan
olarak Ispanya ilk sirada yer alirken, Ispanya’yr Fransa, Italya, Cin ve Tiirkiye

izlemektedir (Anonymous 2011).

Cizelge 2.1 Diinya’da {liziim tiretim miktar1 (T) ve bag alan1 (Ha) (Anonymous 2011).

Sir | Ulke Uretim Miktan | Sira | Ulke Uretim Alam
a (T) (Ha)

1 |Cin 9.174.280 1 Ispanya 1.000.000
2 Italya 7.115.500 2 Fransa 764. 164
3 ABD 6.692.950 3 Italya 725. 353
4 Fransa 6.590.810 4 Cin 568. 450
5 Ispanya 6.100.000 5 Tiirkiye 472.545
6 Tiirkiye 4.296.350 6 ABD 388.580
7 Sili 3.149.380 7 [ran 227.461
8 Arjantin 2.837.810 8 Arjantin 218. 000
9 [ran 2.241.300 9 Sili 202. 000
10 | Avusturalya 1.715.720 10 Avusturalya 167. 422
11 | Diinya 66.413.393 11 Diinya 7.086.022

2.3 Asma Islahi ve Tarihcesi

Diinya niifusunun 2025 yilinda yaklasik 8 milyar olacagi tahmin edilmektedir. Bu
durumda giderek artan niifusun besin ihtiyacin1 karsilamak ancak temel besin

maddelerinin tiretimi her y1l % 1.2 artirmakla miimkiin olacaktir (Anonim 2009).

Yeni alanlarin tarima ag¢ilmasinin miimkiin olmadig1 diislintildiiglinde, iiretimi
artirmanin en etkili yolunun bitki 1slah1 olmasi1 kaginilmazdir. Aym1 zamanda bir¢ok
bitki tiirlinde genetik varyasyonun daralmasi sonucu istenen 6zellikleri tasiyan cesitlerin
gelistirilmesi zorlasmistir. Islah ¢aligmalart icin gerekli varyasyon tescilli ¢esitlerden,
yerel ¢esitlerden ve yabani akrabalardan saglanmaktadir. Bu nedenle, bu materyallerin
taranmas1 ve belirlenen uygun genlerin gelistirilmis tekniklerle kiiltiir ¢esitlerine

aktarilmasi gerekmektedir. Ancak bitki 1slahinda basar1 oncelikle etkin, dogru ve hizli



bir seleksiyona baglidir. Uluslararasi 1slah ¢aligmalar1 1800 yilarindan belgelenmistir.
Esas olarak asma 1slah1 19. yy’in 2. yarisindan itibaren biiylik 6nem kazanmis ve
sistemli olarak yapilmaya baslanmistir. Bu dénemde Fransa, Italya ve Almanya gibi
bagcilikta ileri iilkelerde genetik bilgisi asma 1slahinda da kullanmaya baslanmis ve
seleksiyon bilimsel esaslara gore yapilmistir. Asma gibi yiiksek oranda heterozigotik
kalitsal yapiya sahip olan tiirlerin ¢ogaltilmasinda vegetatif yontemler kullanilmaktadir.
Kokeni cok eski tarihlere dayanan cesitlerin giinlimiize kadar korunmalar1 bu sekilde
saglanmistir. En eski 1slah cgesitleri Isabella ve Catawba olarak V. labrusca ve V.
vinifera arasinda 1816 yilinda ve 1819 yilinda yapilmistir. Norton ¢esidi V. aestivalis x
V. vinifera arasinda 1830 yillarinda gergeklesmistir. Concord ¢esidi 1849 yilinda
Masashuset’te V. labrusca ile V.vinifera melezlerinden ortaya ¢ikmistir (Di Gaspero vd.
2012).

18501 yillarda kiilleme hastaligi (Uncinula necator) Amerika’dan getirilen cesitlerle
Fransa baglarina bulastirilmistir. Bu hastaligin  zararin1 kontrol etmek amaciyla
kiillemeye dayanikli oldugu diisiiniilen ve Amerika kitasindan getirilen materyaller ile
1860’larda filoksera, bundan hemen sonra mildiyé (Plasmopora viticola) da Avrupa
baglarina girmis ve kisa siirede baglar1 tahrip etmeye baslamislardir. Daha sonra
kimyasal yontemlerle kiilleme ve mildiyd ile miicadele miimkiin oldugu halde filoksera
ile miicadelenin miimkiin olmadig1 goriilmiistiir. 30 yi1l icerisinde Avrupa baglarin
%75’inden fazlasi kurumus ve elden ¢ikmistir. Filokseranin mevcut oldugu yerlerde
vinifera bagciliginin yapilmasinin miimkiin olmadigi, Avrupa’da bagciligin devam
edilmesi i¢in as1 yapmak suretiyle Amerikan asma tiirlerinin V. vinifera. L ile ve
birbiriyle kombine edilmesi fikri ortaya c¢ikmistir. Islah c¢alismalari, baslangigta
filokseraya yiiksek diizeyde dayanimli, genis adaptasyon yetenegine sahip ve Vitis
vinifera L. ile iyi uyusan, yiiksek oranda koklenen Amerikan tiirlerini belirlemek ve bu
tiirler arasinda amaca en uygun olanlarin1 segmek veya bu tiirler arasinda ve bu tiirlerle
Vitis vinifera L. arasinda melezlemeler yaparak istenilen karakterlerin kombine edildigi
yeni asma anaglar1 elde etmek amaciyla baslatilmistir. Daha sonra kiilleme, mildiyo ve
kursuni kiif gibi hastaliklar ile biotik ve abiotik stres kosullarmma dayanikli ve
vinifera’nin verim ve kalite Ozelliklerini tasiyan gesitlerin elde edilmesi konularina

yonelik 1slah ¢aligmalari ile devam etmistir (Alleweedt 1997).



Ulkemizde klon seleksiyonu calismalari 1979 yilinda iilkesel proje kapsaminda
yiriitiilerek, 1606 iiziim ¢esidinin biiyiik 6l¢iide tamamlanarak, bir araya getirilmesine
yonelik Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii biinyesinde 1150 {iziim ¢esidini igeren
“Milli Koleksiyon Bag1” kurulmustur ve yine ayni donemde koleksiyondaki ¢esitlerin
koleksiyonun DNA diizeyinde tanimlanmasina yonelik bazi arastirmalarin (Ergiil vd.
2002a, Selli vd. 2007) yani sira, 1150 c¢esidin SSR markoérler kullanilarak
tanimlanmasina ydnelik Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii yoneticiliginde 20
SSR lokusu ile veri tabanlar1 olusturularak, hem ¢esit koruma hem de uluslararas: veri

karsilastirmas1 miimkiin olacaktir (Ergiil vd. 2006).

Ayrica Bolgesel cesit koleksiyonlar1 olarak adlandirilan degisik tiniversitelerin Ziraat
Fakiilteleri ile Tarim ve Koyisleri Bakanligi’na bagli arastirma ve tiretim kuruluslarinda,
basta bolgesel ¢esitler olmak {izere daha kiigiik ¢apli koleksiyonlar olusturulmaktadir.
Ormek olarak, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nin Kalecik’teki Arastirma
Istasyonu’nda 1994 yilindan bugiine kadar koleksiyona alinan cesit sayis1 130’a

ulagmustir.

Yalova Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisi'nde 1973 yilinda
baglatilan “Melezleme yolu ile yeni sofralik {iziim ¢esitlerinin elde edilmesi” projesinin
ilk agamasi 1995 yilinda tamamlanmis ve 9 g¢esit tescillenerek iilkemiz bagciligina
kazandirilmigtir. Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitlisii’nde tescil edilen 9 ¢esidin yani

sira, halen giiniimiize kadar yeni asma ¢esitlerin tescili devam etmektedir.

Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii’nde 2001 yilinda baslamig olan melezleme yoluyla
yeni ¢esit gelistirme ¢alismalarinda, ilk olarak klasik melezleme ve embriyo kiiltiirii
yontemiyle Sultani Cekirdeksiz iiziim c¢esidinin ana ebeveyn olarak kullanildigi
calismalar yapilmistir. 2005 yilinda cekirdekli cesitlerle baslatilan melezleme
calismalar1 sonucunda 2008 yilinda melezlerin degerlendirilmesi yapilmistir. Boylece
asma islahinda amag, verimi arttirmak, kaliteyi yiikseltmek, asmanin genetik yapisini
insanlarin gereksinimlerini karsilayacak bicimde degistirmek, iyilestirmek ve hastahik

ve zararhlar ile ¢cevre kosullarina dayaniklilik yeni ¢esitler elde etmektir.
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2.4 Islah Yoéntemleri

Asma 1slah ¢alismalarinda genel olarak 6 metot uygulanmaktadir.

2.4.1 Seleksiyon 1slahi

Mevcut bir populasyon igerisinden iyi olanlarin segilmesi veya kotii ozelliktekilerin
elemine edilmesi yontemine seleksiyon islahi denir. Iste bagcilikta klon seleksiyonu
yonteminin uygulanmasindaki amag, bir c¢esit icerisinde var olan farkliliklardan
yararlanarak ¢esidin 6zellikleri bakimindan fstiinliik gosteren tipleri segmektir. Bu
farkliliklar; ¢evre sartlari, mutasyonlar, klonlarin degisik orijinlerden gelmis olmalart,
viriis enfeksiyonlari gibi nedenlerden ortaya ¢ikmaktadir. Bu amagla iilkemizde en
yaygin kullanilan yontem “klon seleksiyonu”dur. Bagcilikta ticari oneme sahip iiziim
¢esitlerinin verim ve kalite performanslarinin kalici olarak yiikseltilmesi, ancak klon
seleksiyonu ile miimkiindiir. Ulkemizde ise bagcilikta seleksiyon ¢alismalari, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bag-Bahge Béliimiinde 1972 yilinda Ankara’nin Kalecik
ilgesinde Kalecik Karas1 iiziim ¢esidinde toptan seleksiyon ¢alismasi olarak baglatilmis
ve 3 yilin sonunda 45 klon bag omcasi segilmistir. Daha sonra elde kalan 23 klon aday1
tizerinde 1983- 1989 yillarinda Kalecik ve Tekirdag kosullarinda gergeklestirilen teksel
seleksiyon ¢alismasi sonucunda, Kalecik kosullar1 igin 12 ve 21, Tekirdag kosullar1 igin
ise 10, 12 ve 13 nolu klonlar 6nerilmistir (Fidan vd. 1986, 1991).

Cizelge 2.2-2.9’de tilkemizde yiiriitiilen klon seleksiyonu ¢aligmalarindan 6rnekler yer

almaktadir (Kunter 2011).

Cizelge 2.2 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii

Saraphk Secilen Klon No

Kalecik Karasi 9,12, 15, 16, 23
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Cizelge 2.3 Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii

Sofrahk Secilen klon | Kurutmalhk Secilen Saraphk- Secilen
No klon No Sirahik klon No

Osmanca 39, 26, 40, | Yuvarlak 57,8 Cal Karas:1 | 1, 12, 18,
21, 38 Cekirdeksiz 29,10

Pembe Gemre 6, 11, 12

Ipek (Pek iiziimii) | 4, 13, 25

Sultani (Altin) 33

Cekirdeksiz

Razaki 16, 21, 18

Cizelge 2.4 Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii

Sofralik

Tarsus Beyazi, Tilkikuyrugu, Isikli, Burdur Dimriti, Siyah Gemre

Cizelge 2.5 Erzincan Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii

Sofrahk

Secilen klon No

Karaerik

13, 15, 18, 19, 23, 30

Cizelge 2.6 Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii

Sofrahk Segilen klon No, Saraphk-Sirahik Segilen klon No
Amasya Beyazi 175, 259 Clairette 124, 156, 377
Bozcaada Cavusu | 98, 275, 161 Gamay 192, 365, 212
Hafizali 20, 183, 293 Karasakiz 7,160, 64, 103
Hamburg Misketi | 58, 13, 6 Papazkarasi 289, 194, 207
Kozak Beyazi 292, 270, 222 Semillon 225,197. 171, 169
Yapincak 175, 132, 13

Cizelge 2.7 Malatya Zirai Arastirma Enstitiisii

Sofralik Saraphik-Sirahk
Silfoni Okiizgdzii
Karaerik Bogazkere
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Cizelge 2.8 Gaziantep Zirai Arastirma Enstitiisii

Sofrahk Kurutmahk Saraphk-Siralik
Dimiski Rumi Horoz Karasi
Honiisii Besni Dokiilgen
Tahannebi

Sultani Cekirdeksiz

Razaki

Cizelge 2.9 Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii

Sofralik Secilen klon No Saraphk-Siralik | Secilen klon No
Beyaz Cavus 13,36, 41 Beylerce 32,59
Degirmendere 6, 31, 80

Siyahi

Erenkoy Beyazi 27,29

Hafizali 6,9, 18

Hamburg Misketi 52, 58

Miigkiile 58, 59

Razaki 1, 65, 73

Bilecik Irikarasi 108

2.4.2 Melezleme (kombinasyon) 1slahi

Yukarida bahis ettigimiz gibi seleksiyon 1slahiyla, bir ¢esidin genetik yapisina bagh
olan maksimum kapasite asilamaz. Islah calismalarinda varyabilitenin sinirlari
genisletilmek istedigi zaman kombinasyon 1slahina bas vurulur. Bu 1slah yontemiyle
ayr ayri fertlerde bulunan iki veya daha fazla karakterin tek bir bireyde birlestirilmesi
saglanmis olur. Diger bir ifade ile tiir i¢i ve tiirler arasinda, ayr1 ayr1 ¢esit veya tiirlerde
bulunan iki veya daha fazla karakterin tek bir bireyde kombine edilmesi ile yeni tiziim
cesitleri ve asma anaglarinin elde edilmesi, bazi uygun olmayan ozelliklerin
diizeltilmesi ve varyasyon sinirlarini genisletmek amaciyla yapilan 1slah ¢alismalarina
kombinasyon (melezleme) 1slah1 denilmektedir. Ulkemizde Yalova ve Manisa Atatiirk
Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisi ve Tekirdag Bagcilik Arastirma
Enstitiisii’nde Islah Edilen Sofralik Uziim gesitlerinin baz1 6zellikleri ¢izelge 2.10°da

gelmektedir (Fidan 1985, Eris 1992, Ergiil 1997, Kunter 2011).
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Cizelge 2.10 Yalova ve Manisa Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii
ve Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii’'nde 1Slah edilen sofralik {iziim
cesitlerinin baz1 6zellikleri

Cesidin Ad1 Ebeveynler Olgunlasma Cekirdeklilik Tane Rengi
Zamanm Durumu

Yalova Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii

Uslu Honiisii x Siyah Gemre Cok Erkenci 2-3 Kirmizi

Yalova Incisi Honiisti x Siyah Gemre Erkenci 6-7 Beyaz

Yalova Misketi Royal x Perle de Csaba Erkenci 2-3 Koyu Kirmizi

Yalova Beyrut  Hurmasi  x | Erkenci 2-3 Beyaz

Cekirdeksizi Perlette (rudimenter)

Yalova Ata Saris1 | Beyaz Cavus x Cardinal | Orta - Geg 2-4 Beyaz

ErginCekirdeksiz | BeyrutHurmas: x Perlette | Erkenci 2-3(rudimenter) | Beyaz

Yalova Beyazi Beyaz CavusxCardinal Erkenci 2-5 Yesil- Sar1

Samanci Beyaz Sam x Perlette Erkenci Cekirdeksiz Beyaz

cekirdeksizi

Ismetbey(95/3) Siyah Gemre X Royal Orta Cekirdekli Koyu mavi-siyah

Pembe 77 (91/3) | AlphonseLavallee X | Geg Cekirdekli koyu kirmizi
MuscatReinnedes Vignes menekse

Atak 77 (CH/1) Beyaz Cavus X Hamburg | Geg Cekirdekli yesil sart
Misketi

Manisa Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii

Sultan 7 Manisa Merkez arazi - Cekirdeksiz Sar1
baglarinda

Sultan 1 Manisa Merkez - Cekirdeksiz Sari
Horozkdy mevkiinde

Altmn Sultani Manisa Merkez Arazi - Cekirdeksiz Sar1
Baglarinda

Saruhan Bey Saruhanli ilgesi - Cekirdeksiz Sar1
baglarinda

Manisa Sultani Alasehir-Kemaliye Erkenci Cekirdeksiz Sari
mevkiinde
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Cizelge 2.10 Yalova ve Manisa Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii
ve Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii’'nde 1Slah edilen sofralik {iziim

cesitlerinin bazi 6zellikleri (devam)

Tekirdag Bagcihk Arastirma Istasyonu

3/A - 261 Emperor X S. | Geg Rudimenter Sar1 — Yesil
(Gliz liziimii) Cekirdeksiz
2/B — 56 Honiist x Perlette Orta Rudimenter Kirmizi
(Regel Uziimii)
Baris Cardinal x  Beauty | Erkenci Rudimenter Sarimst yesil
(19/C - 20) Seedless
Trakya Ilkeren | A. Lavallée x Pelette Erkenci Cekirdekli Kirmizi

(6/B - 254)
Tekirdag A.Lavalée X S. | Erkenci Cekirdeksiz Koyu Kirmizi
Cekirdeksizi Cekirdeksiz

(6/A - 41)

Tekirdag Sultani | lItalia x Superior Seedless | Orta-erken Cekirdekli Yesil-sar
Tekirdag Misketi | Iskenderiye Misketi x Orta-erken Cekirdeksiz Yesil-sar1

Sultani C.

Bozbey Queen x Beauty Seedless | Orta Cekirdekli Yesil-sar1
Giiz Giili Kirmiz1 Sam x Barig Geg Cekirdeksiz Pembe

Ozer karasi Italia x Favli Geg Cekirdekli Siyah

2.4.2.1 Tiir ici melezlemeler

Vitis cinsi i¢inde mevcut olan tiirlerin herbirinde bulunan ¢esitlerin kendi tiirleri i¢indeki

cesitlerle yapilan melezlenmeleri bu gruba girmektedir. Asma 1slahinda tiir ici

melezlemeler daha ¢ok Vitis vinifera L. varyeteleri arasinda yapilmaktadir. Filoksera va

mantari hastaliklara dayanikli kiiltiir ¢esitlerinin melezlenmesiyle, bu iki dayaniklik

geni, elde edilen yeni gesitler tizerinde birlestirilebilmistir. V. viniferada tiir i¢i melezler

su amagclara yoneliktir (Fidan 1985).

1. iki ayn iiziim cesidinde var olan, cok begenilen oOzellikleri bir cesit iizerinde

toplamak,

2. Cok begenilen bir ¢esitte mevcut olan, fakat arzu edilmeyen bir veya birkag karakter

1slah etmek,

3. Sofralik, saraplik, kurutmalik ¢esitlere kullanma amacina uygun, arzulanan aromayi

kazandirmak, verimini ve kalitesini artirmak,
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4. Cekirdeksiz yeni ¢esitler elde etmek,

5. Uziimiin Pazar siiresini artirmak iizere elde olanlardan erken ve ge¢ oluma ulasan
cesitler elde etmek,

6. Eldeki ¢esitlerden daha iyi Ozellikler tasiyan Ornegin; daha iri taneli, daha iyi

salkimlar, daha kaliteli gesitler elde etmek,

2.4.2.2 Tiirler aras1 melezlemeler

Vitis cinsi i¢indeki yaklasik 60 tiir bulunmaktadir. Bunlar arasinda degisik amaglarla
yapilan melezleme 1slahi ¢aligmalarina tiirler aras1 melezlemeler denilmektedir. Tiirler
aras1 melezlemeler en ¢ok; Tuza toleransli, kuraga ve kirece dayanikli, soguk kosullara
dayanikli, filoksera nematod gibi zararlilara ve hastaliklara, dayanikli genis adaptas
yetenegi olan, kolay koklenen, kolay asiya gelen asma anaglari elde etmek amaciyla

yapilmaktadir (Fidan 1985, Eris 1992, Ergiil 1992).

Son yillarda Muscadinia alt cinsine ait tiirlerde bulunan istiin 6zelliklerin vinifera
cesitlerine aktarilmasi amacina yonelik de tiirler aras1 melezlemeler yapilmaktadir.

Tiirler aras1 melezlemeler 3 gruba ayrilir:

1. Vinifera x Amerikan melezleri (V x A);

Fransa ve Almanya’da V X A melezleri arasinda, kendileme ve geriye melezlemelerle
basartya ulasilmistir. Elde edilen bireylerin flokseraya ve mantari hastaliklara dayanikli,
verimli, kaliteli olduklar1 gériilmiistiir. Anag 1slahindan farkli olarak verimli melez elde
etmek icin yapilan V X A melezlemesinde Amerikan tiirlerinin buruk tadi melezlere
gecirdiginden kaliteleri diisiik olmakta, diger taraftan filokseraya yeterince dayaniklik
gostermemektedir. Bu yonlii ¢alismalarda melezleri pek kullanilmamaktadir.

Anag 1slah konusunda basarili V X A melezleri sunlardir:

" 41B............ Chasselas x Berlandieri
" 333 Cabarnet Sauvignon x Berlandieri
= ARG1.......... Aramon noir x Rupestris Ganzin
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= 1202C ......... Mourvedre x Rupestris
= Fercal .......... (Berlandieri x Colombard) x 333 EM

-Tkiden Fazla Vitis Tiiri Arasindaki Melezler

" 44-53M* ............. Riparia x (Cordifolia x Rupestris )
" 1616C....ceieee Solonis (riparia x rupestris x candicans) x Riparia
" 1613C...ii Solonis x Othello (Labrusca x Riparia x Vinifera)
» Harmony................ Dog Ridge x 1613 C
= 196 — 17 Castel.........(Mourvedre X Rupestris) X Riparia

*M: Malegue

2. Amerikan x Amerikan melezleri (A x A);

Ozellikle anag¢ 1slahi konusunda iki farkli Amerikan tiiriiniin melezlenmesi ¢ok

kullanilan bir yoldur.

-Riparia X Rupestris Melezleri;

3309 C* 101-14 Mgt.
3306 C* Mgt: Millardet et de Grasset
'C: Couderc

-Berlandieri X Rupestris Melezleri;

9 R 775P
110R 779 P

140 Ru 1103 P

R: Richter 1447 P
Ru: Ruggeri P: Paulsen

-Berlandieri X Riparia Melezleri

8B SO 4

5BB 34 EM

5C 420 A

161-49C EM: Ecole de Montpellier
157-11C
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3. Vitis vinifera x Vitis rotundifolia melezleri (V x R);

Vitis rotundifolia’nin filokseraya, nematoda. mantari hastaliklara, zararlilara dayanikli,
oldugundan bu konuda melezleme g¢alismalar1 yapilmaktadir. Muscadina Rotundifolia
(2n-40) oldugundan dolay1 melezlerinde elde edilen bireyler stril oldugundan, melezleri

poliploidi hale getirerek verimli ve bazi hastaliklara dayanikli melezler elde ediliyor.

2.4.3 Poliploidi 1slahi

Kromozom sayilarmin katlanmasi esasina dayanan islah teknigidir. Bunlar dogada
kendiliginden olabildigi gibi, bazi kimyasal maddelerin kromozom sayisini katlama
etkisinin yardimiyla da elde edilebilir. Bu amagla kullnilan kimyasal maddelerin en
bilineni kolhisin uygulamalaridir. Kolhisinin bitkilere uygulanisi, tohumlara ya da
fidelerin biiylime ucuna siiriilmesi seklinde olmaktadir. Kolhisin bitki biiylime ucundaki
boliinmekte olan hiicrelere uygulandiginda, ortadan ikiye bdliinen kromozomlar
hiicrenin kutuplarina g¢ekilmekte ve hiicrede ikiye boliinmektedir. Bu da kolhisin
uygulanan hiicrede kromozom sayisinin iki Kkatina ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Bagcilikta poliploidi 1slahinin amaci verimi arttirmak ve iri taneli salkimlar elde
etmektir. Ancak bazi poliploidler, iri meyvenin tersine kiicik meyve de
olusturabilmektedir. Bunun nedeni, ¢ekirdek olusumunun engellenmesi ile meyvelerin
kiiciilmesidir. Poliploid bitkilerde iri meyve olugsmasinin nedeni meristem hiicrelerinin,

diploid bitkilere oranla daha iri olmasindandir (Celik 2009, Fidan 1985).

Triploid Formlar: 2n=38 kromozomlu ana fertlerin 2n=76 kromozomlu asmalarin ¢igek
tozlartyla tozlanmasi sonucu triploid formlar meydana gelmektedir. Bazi hallerde
diploid formlarin kendilenmesi sonrast da, triploid formlarin ortaya ¢iktig1
goriilmektedir. Triploid formlar yiiksek oranda steril olduklarindan verimli degillerdir.
Ancak, bu tip cesitlerin vegetatif gelismeleri iyi olugu ve aynmi zamanda, erken
olgunlastiklar1 icin iyi bir anag¢ materyali olarak degerlendirilebilmektedirler. Ornek
olarak, Japonya’nin 6nemli ¢esidi Kyoto, (Vitis vinifera x Vitis labrusca) tiirlerinden,

Ishiharawase ve Centennial iki g¢esidin melezidir. Yeni bir diger triploid “Bea-Ke”
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cekirdeksiz ¢esidi, “Muscat Bailey A” x “Kyoho” melezinden elde edilmistir (Wakana
vd. 2008, Fidan 1985).

Tetraploid Formlar (2n=4x=76): Bu tiir formlar dogal veya suni olarak ortaya
cikmaktadirlar. Tetraploid formlarda salkim ve taneler gosterisli olduklarindan bu tip
calismalara 6nem verilmistir. Ik olarak 1914 yilinda kalifornia eyaletinde ticari amag
icin bulunmus ve daha sonra 1937 yilinda 1slah yontemi ile Muscat of Alexandria
cesidinden Muscat of Cannon tetraploid c¢esidini olusturmuslardir ve bdylece diger
cesitler ile ilgili daha iyi sonuglar almiglardir. Amerika’da oldukga fazla ¢esidi bulunan
tetraploid formlar daha iri taneli ve erkenci olduklarindan dolay ticari iiretimi ilgi alani
olmustur. Onceki ¢alismalarda spordan yapilan seleksiyon calismalariyla tetraploid
Muscat gigas ve Sultanina gigas cesitleri elde edilmistir. Elde edilen bazi tetraploid
cesitler; Otsubu Catawba, Benika wachi, Otsubu Niagara, Otsubu Koshu, Muscat of
Cannon, Erly Giant, Black King, Wallis Giant, Aki Queen, Fujiminori, Pione, Sunny
Rouge, Dark Ridge, Honey Venus ve Suihou da Japonya ve Amerika’da islah edilen
tetraploid tizim c¢esitleridir. Hatta pentaploid ile ilgili i1slah ¢alismalar1 yapilmaktadir
(Yamada vd. 2008, Olmo 1951).

2.4.4 Homozigot asma 1slah

Asmalarda poliploidi 1slah1 yaninda homozigot omcalar elde etmek icin de ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bilindigi gibi asmalar da diger meyve tiirleri gibi heterozigot yapidadir.
Bu nedenle asmalarda gen analizi yapmak karekterlerin kalitimini izlemek oldukga
zordur. Bu tiir g¢alismalar1 kolaylikla yapabilmek icin haploid fertler (2n=19
kromozomlu) elde edilmek istenmekte ve bunlardan poliploidi yoluyla homozigot
diploid asmalar elde etmeye yonelik ¢aligmalardir. Ancak, polen kiiltiirii metodu ile

caligmalar stirmektedir (Fidan 1985).

2.4.5 Transgenik cesit 1slah1

Son birka¢ yil iginde, Vitis cinsinde yetistiricilik agisindan 6nemli bazi genlerin

anaglara, sofralik ve saraplik {izim cesitlerine genetik transformasyonunda &nemli
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gelismeler saglanmistir. Bu genler daha cok viriislere, mantari hastaliklara ve
herbisitlere dayanmimla ilgilidir. Bu alanda, transgenik anaglarla ilk tarla testleri
Fransa’daki COLMAR Ulusal Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde gergeklestirilmistir.
Kaliforniya’daki Dry Creek Laboratuvari da anaglari nematodlara dayanikli kilma
yoniinde ¢aligmalar yapmaktadir. Yine United States Tobacco Company de transgenik
iziim cesitlerinin eldesine yonelik bir projeye destek vermektedir. Ancak s6z konusu

calismalar, hentiiz pratige aktarilacak diizeye ulasmamustir (Cakir 2011).

2.4.6 Mutasyon 1slahi

Mutagenlerle meydana getirilen 1slah teknigidir. Asmalarda mutant formlar da ayni
poliploid formlarda oldugu gibi, ya spontan olarak ya da rontgen 1sinlari, kobalt 1sinlari,
kolhisin vb. mutagenler yardimi ile elde edilirler. Radyasyonlar verdikleri enerji ile
bilinyesinde elektronlarin ayrilmasina neden olmakta ve bunun sonucunda bazi kimyasal
degisikliklerle mutasyonlar saglanmaktadir. Asmada mutagenik uygulamalarin temel
amaci, spesifik g¢esitlerin genetik arka planlarinda agronomik olarak iligkili fenotiplerin
secimi i¢in, somatik varyasyon seviyesini artirmak olmustur. Bu sebeple vejetatif
tomurcuklar, hem arazide hem de doku kiiltiirinde mutagenesisin konusu olmustur.
Fiziksel mutagenler arasinda gama isinlart (Botta vd. 1987), hem Vitis hibrit ve
anaglarinin, hem de V. vinifera’nin tomurcuklarinda kullanilmistir (Charbaji ve Nabulsi
1999).

Botta vd. (1987) bes farkli ¢esidi 1sina tabi tutmus ve Dolcetto ¢esidinde diisiik tane
dokiimii, poliploit Barbera ¢esidinde Botrytis cinerea enfeksiyona daha az duyarli genis
taneler, Delight ¢esidinin genis tanelerindeki somatik varyantlar ve Queen of Vineyards
cesidindeki gekirdeksizlik gibi birgok ilging mutant fenotipi tanimlamistir. In Vvitro
kosullarda gelisen tomurcuklarin kimyasal mutagenesisleri iizerine yayinlanmis tek
rapor, Pusa Seedless ¢esidi tizerine EMS (ethyl methane sulphonate) ve EB (ethidium

bromide) kullanilmis deneylerden olusmaktadir (Khawale vd. 2007).

Mutagenesis asmada fonksiyonel c¢alismalar i¢in bir varyasyon kaynagi olarak

kullanilmamustir. Populasyonlar igerisinde gerceklesen somatik mutasyonlar ¢cogunlukla
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tane sekli ve rengi bakimindan meydana gelen degisimleri kapsamaktadir. Asmalarda
tane kabugu rengi, antosiyaninler olarak isimlendirilen kirmizi renk pigmentlerinin
birikmesi ile olugmaktadir. Beyaz cesitlerin kirmizi ¢esitlerden bagimsiz mutasyonlar
sonucu olustugu bilinmektedir. Tane rengi konusundaki degisimler daha ¢ok saraplik
cesitlerde goriilmekle birlikte, en tipik ornegi, ¢ok biliylik oranda c¢esit ve klon
zenginligine sahip “Pinot noir” {iziim ¢esidi olusturmaktadir. Glinlimiizde Pinot grubu
cok biiyiik cesit ve klon zenginligine sahiptir. Pinot noir’dan somatik mutasyonla
olusmus ve oldukga yaygin yetistiriciligi yapilmakta olan “Pinot blanc” ve “Pinot gris”
ile Pinot gris’den somatik mutasyonla olusmus “Pinot meunier” 6rnek olarak verilebilir

(Hocquigny vd. 2004).

Etkili iiretim ve mutant populasyonlarin kullanimina dair sorunun bir kism1 homozigot
hatlarin  eksikligi ve bircok genotip i¢in c¢imlenme potansiyelinin azligindan
kaynaklanmaktadir. Kunter vd. (2011) yilinda Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik Karasi

liziim ¢esitlerinde uyarilmig mutasyon etkilerinin sitolojik incelenmesini yapmislardir.

2.5 Asmada Hastalik Etmenleri

2.5.1 Asmalarda abiotik stres

Abiotik stres kosullarinin baginda asmanin dona dayanikliligi, kuraga, tuzluluk, diisiik
ve yiiksek sicakliklar, riizgara, yiliksek 151k, hava kirliligi, toksik metallerin varligi,
radyasyonlar, besin elementlerinin eksikleri veya fazlaliklar1 gibi abiyotik kokenli de
olabilmektedir. Herhangi bir stres faktorii ile karsilasan bitkilerde biyokimyasal ve
fizyolojik olarak ¢esitli tepkiler olugsmaktadir. Kuraklik diinyanin bir¢ok bdlgesinde
goriilmekte ve yeryiiziiniin yarisina yakin bir kismini etkilemektedir. Kuraklik en
onemli ¢evresel streslerden birisi olup, bitkisel gelisim ve tiretimi sinirlandirmaktadir.
Bitkiler kurakliga hiicresel ve molekiiler diizeyde tepki gostermektedir. Diger bircok
olumsuz ¢evre faktorlerinde goriildiigli gibi, kuraklik bitki dokularinda etilen iiretimini

artirarak anormal bitki gelismesine neden olmaktadir (Mayak vd. 2004b).
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Bagcilik yapilan alanlarda, tuzluluk ve bor toksisitesi 6nemli stres faktorleridir. Sulama
suyundaki tuzluluga ve B (bor) diizeylerine bagli olarak diinyanin pek ¢ok yerinde
topraklar tuzlanmakta ve bunun sonucu olarak verim ve gelismede 6nemli gerilemeler
kaydedilmektedir. Tuzluluga tolerans bakimindan hem Vitis spp. i¢inde ve hem de Vitis
vinifera L. cesitleri arasinda 6nemli farkliliklar goriilmektedir. Bu nedenle o6zellikle
tuzlanma sorunu olan alanlarda tuzluluga toleransli anaglarin ve iizlim g¢esitlerinin
secilmesi ve yetistirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Bunun da yolu stres kosullarina

dayanikli bireylerin se¢ilmesi veya 1slahidir (Sivritepe ve Eris 1998).

Abiotik strese dayaniklilik 1slah ¢alismalar1 anaglar arasinda (Carbonneau 1985)
tarafindan V. rupestris % V. berlandieri melezinden sera kosullarinda kuraga
dayaniklilik amaci igin yapilmigtir. Pouget (1980) tarafindan V. vinifera x V.
berlandieri gergeklestirilen melezlem demir klorozuna dayanikli yeni bir ana¢ igin
gelistirilmistir. Daha sonra topragin asiditesine dayanikli anaglar olusturmak igin V.
riparia, V. rupestris ve V. berlandieri islahindan gergeklestirilmistir (Pouget ve
Ottenwaelter 1986). V. riparia, V. labrusca ve V. amurensis Soyuga dayanikli gesitler
olarak bulunmustur (Reisch vd. 1996) ve islah programlarinda bu cesitler Amerika
(Hemstad ve Luby 2000) ve Avrupa’da (Korbuly 1999) kullanilmaktadir. Cizelge
2.11°’de Abiotik strese dayanikli genleri tasiyan asma ¢esitleri gelmektedir (Owens
2008).

Soylemezoglu vd. (2010) Amerikan asma anaglarinda bor ve tuz stresine tolerans
mekanizmalarinin stres ile ilgili fizyolojik parametreler ve antioksidan enzimler ile
belirlenmesi iizerine yapmis olduklari ¢alismada, sekiz farklt Amerikan asma anaci
tizerine asili1 Sultani Cekirdeksiz {iztim ¢esidine ait tiim bulgular degerlendirildiginde,
tuz ve bor konsantrasyonu yiiksek olan bag alanlarinda 110 R ve 41 B Amerikan asma
anaglar1 lizerine asili Sultani Cekirdeksiz {iziim ¢esidinin kullanilmasinin uygun
olmayacagi, bu anaglar yerine 1103 P, 140 Ru, 99 R gibi Vitis Rupestris geni tasiyan
anaclari tizerine asili Sultani Cekirdeksiz {iztim ¢esidinin kullanilmasinin uygun oldugu
bildirmislerdir. Tuz toksisitesinin goriildiigii bag alanlarinda ise 110 R ve 41 B anaclar1

tizerine asili Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidi yerine 140 Ru, 99 R ve SO4 anaglari
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tizerine asili Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinin kullanilmasimin daha uygun oldugu

tespit etmislerdir.

Sicaklik stresi ile ilgili; bitkiler sicaklik degismelerine hassastir. Mevsimsel varyasyon
ve daha ¢ok giinliik degismelere tepki gosterirler. Global 1sinma olarak adlandirilan
sicaklik stresi diinya tarim alanlar1 i¢in ciddi bir tehlikedir. Sicakligin yiikselip
alcalmasi bitkide hormonal dengesizlie neden olmakta ve bitki gelisimini Onemli

diizeyde etkilemektedir (Cheikh ve Jones 1994).

Olusan stres faktorleri, genlerin fizyolojik etkileri ile hiicresel metabolizma
degisimlerinin, biiylime oranlari ve urlin miktarlarinin degisimine kadar ¢ok cesitli
tepkilere neden olurlar. Stres kosullarinin genetik anlamda diizenlenmesi yoniinde
degisik bitkilerde yiiriitillen ¢alismalar sonucu, bu kosullarla direk ilgili bazi genler
tespit edilmis olup bu genlerin stres kosullarindaki expresyonu ile ilgili calismalar

devam etmektedir (Zyprian 1997, Bray vd. 2000).

Cizelge 2.11 Abiotik strese dayanikli genleri tasiyan asma cesitleri (Owens 2008).

Stres Cesit Referance
Soguk zarar1 V. riparia, V. labrusca. Alleweldt vd. 1990, He and
V. amurensis, V. acerifolia. Lixin 1989

V. vulpina, V. adstricta

Kuraklik stresi V. vinifera, V. rupestris, Alleweldt vd. 1990, During 1986
V. champinii, V. cinerea var. helleri

Demir klorozu V. vinifera, V. cinerea var. helleri Alleweldt vd. 1990, Pouget 1980

Tuzluluk V. cinerea var. helleri. V.| Alleweldtetal. 1990, Antcliff

acerifolia, V. vinifera x Champinii. | vd. 1980, Galet 1988

2.5.2 Asmalarda biotik stres

Asmada Dbiotik stres, hastalik etmenleri olan bakteri, viriis, fungus ve parazitler
tarafindan olusturulmaktadir. Bu yonde olusan hastalik ve zararlilara kars1 yinede en 6n

sirada amaca uygun dayanikli cesit kullanmamiz gerekmektedir ve dayanikli cesit
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gelistirmek amaciyla 1slah caligmalar1 gerekmektedir. Asma 1slah c¢aligmalarinda
hastaliklarla ilgili olarak Kiilleme (Uncinula-Erysiphe necator) (Bouquet 1986) ve
Mildiy6 (Plasmopara viticola) (Bellin vd. 2009) agirlikli olarak ¢alisilmaktadir.

Bu iki 6nemli bag mantari hastaliginin yani sira;

-Antraknoz (Elsinoe ampelina), bir ¢esit mantari hastaliktir (Pearson ve Goheen 1988),
-Olii kol (Phomopsis viticola), adli mantardir (Baris 1988),

-Pas kastalig1 (Physopella ampelopsidis) (D.& P.Syd.) Cum.&Ram

-Kursuni kiif (Botrytis cinerea), adli mantardir (Emmett vd. 1992),

-Beyaz Ciiriikliik (Coniella diplodiella (Speg.) Petr. & Syd

-Kizil Yaniklik (Pseudopezicula tracheiphila (Miill-Thurg) Korf & Zhuang

-Siyah Cirtikliik (Guignardia bidwellii), ve

Bakteriyel hastaliklar ise;

-Asma Tag uru (Agrobacterium vitis) (Emmett vd. 1992).

-Asma vebasi (Pierce's Disease: Xylella fastidiosa subsp, fastidiosa) (Mortensen 1968 ),
-Bakteriyel yaniklik (Isilik marazi) (Xanthomonas ampelina sp, Nov) (Pearson ve
Goheen 1988),

-Viriis hastahiklar:

[(kisa bogum hastaligi, fanleaf viriisii (GFLV)] (Raski vd. 1983),

-Bag Krome Mozaik Viriisii (Grapevine Chrome Mosaic Virus =GCMYV).

-Asma Sarilig1 (Grapevine Yellows =MLO)

- Bag sar1 benek hastaligi, yellow speckle, Grapevine Yellow Speckle Viroid= GYSVvd
viriisii) yapraklarda sar1 beneklerin fotosentezi engelledigi bundan dolayr da iiriin
kayiplart olusturdugu bildirilmistir (Randles 2003). Cizelge 2.12°de biotik strese
dayanikli genleri tasiyan asma gesitleri gelmektedir (Owens 2008).

Biitin bu hastaliklarin dayanima yonelik farkli {ilkelerde 1slah caligmalar
yiriitilmektedir. Almanya’da Geilweilerhof’da yapilan 1slah ¢aligmalarinda kaliteli
saraplik cesitlerden, hastaliklara (kiilleme ve mildiy6) ve dona dayanikliliklar: iyi olan

cesitler secilmistir. Bu gesitler:
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B-6-18 (Pollux): (Oberlin 595) F1 x Foster’s (beyaz ¢ekirdekli)

B-7-2 (Eastor): (Oberlin 595) F1 Foster’s (beyaz ¢ekirdekli)

C-97-45: [(Gamay noir x Vitis riparia) F2 x (Riesling)] x Foster’(beyaz ¢ekirdekli)
Ga-58-30: [(Silvaner x Riesling) x Miiller-Thurgou] x S.V12-375

Ga-49-22: [(Silvaner x Riesling) x Miiller-Thurgou] x S.\VV12-375

Regent : [Diana (Sylvaner x Muller-Thurgau) x Chambourcin]

VRH3082-1-42 : [Muscadinia rotundifolia G52 x Malaga seedling No 1]

GfGa 48-12 (Beyaz saraplik) : [Bacchus x Villard blanc]

GfGa 47-42 (Kiilleme ve mildiyd’ya dayaikli) : [Bacchus x Seyval]

Orion: (Villard Blanc x Optima)

Phoenix : (Villard Blanc x Bacchus)

Rondo (Geisenheim) : [(Precose de Malingre x Vitis Amurensis) x St. Laurent],
Noblessa (sinonimleri ise; Geilweilerhof 32-16-74 ve Prisma) : [Madeleine Angevine x
Silvaner]

Optima (Beyaz saraplik) (sinonimleri ise; Geilweilerhof 33-13-113. Optima 113):
[Muller-Thurgau x (Riesling x Silvaner)]

Bacchus, Frither Scheurebe, Geilweilerhof 33-29-133 : [(Silvaner x Riesling) x Miiller-
Thurgau].

25



Cizelge 2.12 Biotik strese dayanikli genleri tagiyan asma cesitleri (Owens 2008).

Hastalik Cesit Referans

FUNGAL HASTALIKLARI

Killeme V. riparia, V. aestivalis, V. cinerea, Alleweldt vd. 1990
V. cinerea var. helleri. V. rotundifolia
Pearson vd. 1988

Mildiy6 V. riparia, V. rupestris, V. aestivalis | Alleweldt vd. 1990
var. .
Lincecumii, V. labrusca, V. amurensis, Eibach vd. 1989
V. rotundifolia, V. yenshanensis, He and Wang 1986

V. pseudoreticulata, V. piasezkii,
V. romanetii, V. flexuosa, V.

bryoniifolia
Siyah ¢iirtikliik V. riparia, V. mustangensis, V. | Alleweldtvd. 1990
rotundifolia, V. cinerea, V. rupestres Jabco vd. 1985
McGrew 1976
Antraknoz V.cinerea var. floridana, V. aestivalis | Mortenson 1981
var.
Aestivalis, V. shuttleworthii, V. Olmo 1986
labrusc,
V. rotundifolia, V. rotundiolia var.
munsoniana
Botritis V. vinifera, V. riparia, V. rupestres Alleweldt vd. 1990.
Pas hastaligi V. shuttleworthii, V.cinerea var. | Fennell 1948
floridana.
V. rotundifolia, V. tiliifolia
Kizil Yaniklik V. vinifera, V. cinerea Alleweldt vd. 1990

BAKTERIYEL HASTALIKLARI

Pierce’s  Hastalig1 | V. rotundifolia, V. mustangensis, V. x | Mortenson 1977
(Asma vebasi) Champinii, ) V. vulpine, V. olmo 1986

shuttleworthii,
V.cinerea var. floridana, V. aestivalis | Stover 1960

var. .
Aestivalis, V. arizonica Krivanek vd. 2005
Asma Kok Uru V. amurensis, V. labrusca Alleweldt vd. 1990
Szegedi vd. 1984
Pearson vd. 1988
Asma Sariligi V. labrusca, V. rupestris Pearson vd. 1988
ASMA ViRUS HASTALIKLARI
Fanleaf viriisii V. aesitvalis var. aestivalis, V. x | Walker vd. 1985
slavinii. Walker and Meredith
V. mustangensis, V. riparia 1990, Bouquet 1981
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2.5.2.1 Asma zararhlari

Bocek, akar ve nematod gruplarina ait gesitli zararlilar, asmalarin toprakaltt ve
toprakiisii organlarinda beslenerek omgalarin zayiflanmasina ve iirliniin azalmasina, ya
da dogrudan salkimlarda beslenerek iiriiniin kalitesini ve Pazar degerini diismesine

neden olmaktadir. Toprak alt1 zararlilar ise;

-Filoksera: Diinya bagciliginin ortak ve en onemli zararlis1 Filoksera (Daktulosphaira
vitifoliae Fitch)’dur.

Nematodlar, Kok ur nematodu (Meloidogyne spp.), Kamali nematodlar ( Xiphinema
spp.), Kok yara nematodlar1 (Pratylenchus spp.), Turunggil nematodu (Tylenchulus
semipenetrans), Amerikan tiirleri igerisinde nematoda en yiiksek dayanimi gésteren tiir
Vitis champini dir. Toprak fistii zararlilar ise; Asmanin toprakiistii organlarinda
(tomurcuk, yaprak, govde, cicek salkimi ve tane) zarar meydana getiren bocek ve
akarlar ¢ok genis bir zararli grubunu olustururlar. Ayrica beslenen kuslar ve arilarda

onemli zararlara neden olmaktadirlar.

Salkim giivesi (Odemis): (Lobesia botrana), Bag pirali (Diirmece): (Sparganothis
pilleriana Schiff), Tripsler, Bag uyuzu (Erinose): (Colomerus vitis Pgst), Kirmizi
orimcekler, Maymuncuk: (Otiorhynchus spp) Larva ve erginleri goézlerin siirmesi
sirasinda tomurcuk ve geng yapraklari yiyerek zarar meydana getirmektedirler. Haziran
Bocekleri: Baglarda zarar yapan 6nemli tiirleri Polyphylla full L., Polyphylla oliveri
Cast ve Polyphylla Tuerkmenoglui Petro dur (Celik vd. 2009).

Loubser (1983), bir grup anag ilizerinde yaptig1 caligmalarda nematodlara en dayanikli
melez ana¢ olarak Ramsey (Salt Creek), 99 R ve 110 R bulmustur. Ayrica, M.
rotundifolia ¢ok sayida asma zararlilarina kars1 ¢ok giiglii dayanima sahiptir. Bu yiizden
M. rotundifolia c¢esidinden olusan melezler asma zararlilarina dayanikli genleri
tasimaktalardir. Bu yiizden 1slah caligmalarinda ¢ok Onemli baz materyali olarak
degerlendirilmektedirler. Gupta ve Pandey (2013)’nin soyledigine gore, biitiin diinyada

zararhlar ile ilgili pestisit kullanildigi halde oranla baktigimizda sadece bocekler
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yaklagik %15’lik bir {iriin kaybinia neden olmaktalardir. Bu ylizden suan biitlin diinyada
hastalik ve zararlilara karsi dayanikli gesitlerin gelistirilmesi ile ilgili genis capli
arastirmalar siirdiiriilmektedir (Bouquet 1980, Hwang vd. 2010, Xu vd. 2008). Cizelge
2.13°de zararlilara dayanikli genleri tasiyan asma ¢esitleri gelmektedir (Owens 2008).

Cizelge 2.13 Zararlilara dayanikli genleri tasiyan asma ¢esitleri (Owens 2008).

Stres Cesit Referance
Kok Nematodlart | V. X champinii, V. mustangensis. Lider 1954, Firoozabady ve
V. rotundifolia, V. nesbittiana. Olmo 1987. Bloodworth
V. xslavinii, V. aesitvalis var. vd. 1980, Cousins ve
Aestivalis, V. vulpina Walker 2002, Boyden 2005,
Anwar vd. 2002
Kamali Nematod | V. aesitvalis var. aestivalis, Alleweldt vd. 1990, Meredith
V. cinerea, V. rutondifolia vd. 1982. Becker ve Sopp 1990
Filoksera V. riparia, V. rupestris, V. cinerea Alleweldt vd. 1990, Olmo 1986
Varhelleri, V. cinerea, V. xchampinii
V. rotundifolia

2.5.3 Kiilleme hastahgmin kisaca tanim

Kiilleme mantarlarmin Fungi Alemi igerisindeki taksonomik olarak yeri son literatiir

bilgilerine gore (Bilanger vd. 2002) asagida gosterilmistir.

Alem: Fungus

Boliim: Ascomycota
Sumif: Ascomycetes
Takim: Erysiphales
Familya: Erysiphaceae

Cinsle: Oidium. Erysiphe (Uncinula necator, Microsphaera).
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2.5.3.1 Bagda kiilleme hastahg

Etmen: Uncinula necator

Baglarda kiilleme hastaligina yol acan, Erysiphe necator, Uncinula necator ilk olarak
1834 yilinda Kuzey Amerika’da Shweinita tarafindan kaydedilmistir. Hastalik yerli
Amerikan asmalarinda 6nemli bir zarar yapmazken hasta ¢ubuklar iizerinde Avrupa
Kitasina ulastiginda kisa bir siirede tehlikeli bir sorun halini almustir. Ingiltere’de,
ilk kez 1845 wyilinda rastlanmis ve Tucker tarafindan Oidium tuckeri olarak
adlandirilmistir. Hastalik tilkemizde ilk kez 1851 yilinda goriilmiis ve muhtemelen hava
yoluyla ulagsmistir. Etmen 1 asir iginde Tiirkiye’nin her tarafina yayilmistir. Lokal
olarak yapilan bir caligmada Manisa’da, ilagli savasim yapilmayan parsellerde iirtinde %
66 oraninda azalma oldugu, kuru {liziim kalitesinin ise 9-10 numaradan 7.5 numaraya
diistiigii saptanmistir. Bu rakamlar etmenin iiziim iiretimi ve kalitesini 6nemli oranda

etkileyebilecegini gostermektedir (Kiss 1998).

Salkimlar gelismelerinin her donemlerinde etmene karsi duyarlidirlar. Erken donemde
hastaliga yakalanan salkim iskeleti kolayca kirilan bir yap1 kazanip diisebilir. Cigek
oncesi ve hemen sonrasinda olan enfeksiyonlar meyve tutumunu azaltir ve 6nemli verim
kaybina yol agabilirler. Taneler seker icerikleri yaklasik %8 oluncaya kadar enfeksiyona
duyarhdirlar. Bundan sonra (ben diisme) enfeksiyona yakalanmazlar; ¢iinkii etmenin
beslenecegi  epidermis  hiicreleri  artik  aktivitelerini  kaybetmislerdir, onu
besleyemezler. Ancak seker igerigi %8’e erismeden 6nce hastalanmis taneler {izerinde
etmen seker igerigi %15 oluncaya kadar sporlanmaya devam edebilir. ince koruk
doneminde hastalifa yakalanan salkimlarda taneler gelismeden kirilirlar. Eger taneler
heniiz tam biiyiikliiklerini almadan hastalia yakalanirsa epidermis hiicreleri 6liir ve
boylelikle kabugun gelisimi durur. Bu durumda tane i¢i gelismeye devam ettiginden,
olusan i¢ basing sonucu tane catlar ve c¢ekirdekleri goriinlir. Catlama cekirdeksiz
cesitlerde olmaz. Catlayan taneler ya kurur ya da Botrytis cinerea gibi funguslarin
etkisiyle ¢iirlirler. Renkli ¢esitler olgunlagma hentiz baglamadan hastalifa yakalanirlarsa
renklerini tam alamazlar, hasat sirasinda yamali bir goriiniim alirlar. Beyaz cesitlerde

Ise tanenin iizerinde kahverengi kirmizi bir renk olusur. Boyle salkimlarin taze {iziim
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olarak satis degerleri diistiigii gibi kurutulduklarinda da normal kehribar saris1 renklerini

alamazlar, kalite degerleri diiser ve aromasi da iyi olmaz (Celik 1998).

Asma kiillemesi daha ¢ok yazlar1 kurak gegen bolgelerde 6nemli olan bir hastaliktir. Bu
bolgelerde kiilleme her yil goriilebilir ve 6nlem alinmazsa verim ve kaliteyi oldukca
diistirebilir. Cevre kosullarindan sicaklik, hastalik gelisimi {izerinde en 6nemli etki
yapan ¢evre faktoridiir. Enfeksiyon ve hastalik gelisimi i¢in optimal sicaklik 20-27 °C
arasidir. Bununla birlikte 6-32 °C arasinda fungal gelisme olabilir. Sicaklik 35 °C’nin
tizerine ¢iktiginda konidium ¢imlenmesi engellenir. 40°C’nin tizerindeki sicakliklarda
ise bunlar 24 saat i¢inde Oliirler. Konidiumlar 25°C’de yaklasik 5 saat iginde
cimlenirler. inkubasyon siiresi 7-14 giindiir, ancak 23-30°C arasinda bu siire kisalarak
5-6 giine iner. Buna karsilik 7°C’de bu siire 32 giinden fazla olur. Cimlenmede rol
oynayan diger bir faktér de nemdir. Genellikle giindiiz sicak, aksam serin havalarda
hastalik artig1 goriiliir. Aksam saatlerinde nispeten nemli ve giines 1s18indan korunmus
salkimlar {izerinde sporlanan fungus, giindiiz saatlerinde bu sporlarii (konidiumlarini)
dogaya salar. Aksam saatlerinde ise bu konidiumlar ¢imlenme firsatini bulurlar.
Cimlenme yiizeyinde yagis veya ¢ig vb gibi nedenlerle muhtemelen asir1 turgor
basincindan dolay1r patlamasina yol agar. Yagmur konidiumlari yikayarak veya
miselyumu tahrip ederek hastalik gelisimini engeller. Genelde % 40-100 orantili hava
nemi konidiumlarin ¢imlenmesi icin yeterlidir. Nemin sporulasyon iizerine olan
etkisi ¢cimlenme {izerine olan etkisinden daha 6nemli goriinmektedir. Isik siddetinin az
oldugu bulutlu giinler hastalik gelisimini tesvik edicidir. Parlak giines
1s1ginin konidium ¢imlenmesini engelledigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada giines
15181 altinda yalnizca %16 oraninda c¢imlenme goriiliirken, diffuz 151k (golgeli 1s1k)
altinda bu oran %47 olarak belirlenmistir (Sekil 2.1), (Larsen ve Caspari 2001).

Sekil 2.1 Bagda goriilen kiilleme hastaligin salkimda ve yapraktaki goriiniimii
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2.5.4 Bag mildiyosii (Plasmopara viticola)

Etmeni: Plasmopara viticola [(Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni 1888].
Alem: Fungus

Boliim: Oomycetes

Smif: Leotiomycetes

Takim: Peronosporales

Familya: Peronosporaceae

Cinsle: Plasmopara

Belirtileri: Hastalik asmanin tiim yesil kisimlarinda, ilk olarak yapraklarin tizerinde
sarimst, yuvarlak, seffaf zeytin yag lekeleri halinde kendini gosterir. Lekeler gittikge
biiyiir, hatta tlim yaprag: sarabilir. Mildiyo yagmurlu havalardan sonra veya ¢ig oldugu
zaman salgin yapar. Yaprakta once yag lekeleri, daha sonra bunlarin alt kisminda
beyazimst bir kiif tabakasi olusur. Bu lekeler sonradan esmerlesir, bazen kizarir ve
sonugta kururlar. Hava fazla yagishh gecerse hastalik geng siirgiinlere, ciceklere ve
koruklara gecer. Mildiyo salkimlara gegerse daha tehlikelidir. Salkimlar uglarindan
itibaren clirimeye baslar. Siirglinler iizerinde elips seklinde lekeler meydana gelir.
Mildiy6 kiillemedekine benzeyen bir kif olusturur. Fakat bu kif kiillemedeki gibi
yapragin her iki yliziinde degil sadece alt yiiziindedir. Ben diistiikten sonra kiillemede
oldugu gibi mildiydde de artik tanelerde gelisemez. Geng salkimlar ¢ok hassastir ve

ozellikle kayiplar bu donemde meydana gelir (Uzun 2004).

Sekil 2.2 Bagda goriilen mildiy6 hastaligin salkimda ve yapraktaki gortiniimi
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2.6 Molekiiler Markorlerin Tarihcesi

Gregor Mendel’in 1866’da bezelyeler lizerinde yaptig1 calismalar ile genetik biliminin
temelleri atilirken biyoteknolojinin ilk uygulamasi olarak kabul edilebilecek seg¢ilmis
tohumlar ile ¢aprazlama yonteminin de ilk adimlar atilmistir. 1950’11 yillarda kalitim
materyalinin DNA oldugunun anlasilmast ve Watson Crick tarafindan DNA’nin
yapisinin aydinlatilmasi ile 20. yiizyilda genetik biliminde ivmesel gelismeler

yasanmistir (Eris ve Giilen 2004).

Ik biyoteknolojik uygulamalar 1970°li yillarin sonunda genetik miihendisligi, hiicre
kiiltiiri ve hiicre fiizyonu alanlarinda saglanan gelismelerin sonucunda yeni bir
endiistrinin ortaya ¢ikmasina neden olacak bir degisim geg¢irmistir. Biyoteknolojideki
gelismeleri takip eden yillarda molekiiler genetik alaninda yeni gelismeler olmustur.
1980’lerde PCR gelistirilmis ve 1983 yilinda ABD’de bir grup sirket tarafindan bitki
tizerinde ilk gen nakli gergeklestirilmistir. 2000°1i yillara gelindiginde ise biyoteknoloji
ile ilgili gelismeler altin c¢agin1 yasamaktadir. Bitkisel {iretim biyoteknolojik
uygulamalarin en yaygin olarak kullanildig1 alandir. Ciinkii degisen ¢evre sartlari, artan
niifus bu alandaki c¢alismalarin hizlandirilmasina neden olmaktadir. Bitki 1slah1 ile
baslayan siireg, yiksek verime sahip iirlin yetistirmek i¢in yapilan bilimsel

arastirmalarla devam etmistir (Ozcan vd. 2001).

Geleneksel bitki 1slah1 ve iiretim calismalarint biyoteknoloji ile desteklemek son
yillarda oncelikli konulardan biri olmustur. Bilindigi gibi 20.yiizyilin ikinci yarisindan
itibaren tarimsal uygulamalarda DNA teknolojisinin kullanimi ile gelisen tarimsal
biyoteknoloji, bitki biyolojisi; yetistiricilik ve 1slahi ile ilgili ¢alisan pek ¢ok arastirmaci
icin yeni ve oldukca genis bir calisma alani olusturmus ve devrim etkisi yapmis
uygulamalardir. Biitiin canlilarda hayatsal olaylarin sifresinin tasindigi DNA, bir
hiicrenin kontrol merkezi olup, bir canlinin fenotipi, metabolik yetenekleri,
makromolekiiler bilesenleri ve morfolojik degisikliklerini tayin etmektedir. Yapilan ilk
caligmalarda, depo proteinlerinin markor olarak kullanilabilecegi ortaya konulurken,
daha sonra DNA’nin kendisinin dogrudan markdr olarak kullanilma fikri ortaya

cikmistir. Genetik markorler; Bireyde, belli bir genetik 6zelligin ya da hastaligin
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varligina isaret eden gen (genetik belirleyici) ismi verilir. DNA markorleri, teorik olarak
genomun her noktasini temsil etme yetenegine sahiptirler ve sonsuz sayidadirlar. Bu
karakterlerin markor olarak isimlendirilmelerinin nedeni, ¢alisilan organizmadaki
ilgilenilen o6zelliklerin genetigi hakkinda, bilgi saglamalaridir. Molekiiler markorler
genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iliskili DNA pargasidir, aslinda
DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna
sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilitler (Ozcan 2001).

Asmalarda da tiir ve ¢esit karakterizasyonu, genetik baglanti haritalarinin olusturulmasi
ve melezleme c¢alismalarinda erken seleksiyon imkanlarinin arastirilmast gibi gesitli
amaglara yonelik olarak gercgeklestirilmis birgcok molekiiler markor calismasi vardir

(Grando vd. 2000, Riaz vd. 2004, Regner 2007).

2.6.1 Bitki 1slah ¢alismalarinda molekiiler markérlerin 6nemi ve avantajlari

Molekiiler markorler, genom iginde bir DNA pargasinin farkliliklarini temsil eder ve bu
farkliliklar eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi olaylardan
meydana gelebilir. DNA temelli molekiiler markorler taksonomi, fizyoloji, embriyoloji,
genetik mithendisligi vb. alanlarda kullanilan ¢ok yonlii araglardir. Islah programlarinda
ilgili genle baglantili markorlerin kullanilmasinin potansiyel faydalar1 son yillarda
anlasilmaya baslanmistir. 1970’lerin sonlarinda DNA markorlerinin gelistirilmesiyle
1slah programlar1 yon degistirmis ve arastirmacilar karakter ile baglantili markor
gelistirme yoluna gitmislerdir. Bu durum akademik arastirmalar i¢in yeni bir ¢alisma
sahasi ortaya ¢ikarmistir. Molekiiler markorlerin gelistirilmesi, kantitatif karakterlerle
calismay1 daha kolay hale getirdigi i¢in biiyiik ilgiyle karsilanmistir (Ruana ve Sonnio
2003).

Bitki 1slah¢inin amaci, 1slah populasyonunda istenen allelerin frekansini arttirmaktir. Bu
da fenotip ile allelin varlig1 arasinda korelasyon olmasini gerektiren seleksiyonla
yapilabilir. Genetik markarler, fenotip ve genotip arasinda bir korelasyon kurulmasini
miimkiin kilmaktadir. Islah ¢alismalarinda istenilen hedefe ulasilabilmesi igin oncelikle

tizerinde calisilan genotipik varyasyon potansiyelinin belirlenmesi gereklidir. Mevcut
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genotipler igerisindeki genetik iligkilere ait bilgiler, morfolojik bilgileri tamamlayici
olarak slah populasyonlarinin gelistirilmesinde biiyiik yarar saglayacaktir. Bagcilikta
molekiiler markor teknikleri ile ilgili ¢alismalar1 yaklasik 40 yildir hizla ilerlemektedir.
DNA markérlerinin teorik olarak sonsuz sayida oldugu ve bireyin genomunun tamamini
temsil edebilecek ozellikte oldugu kabul edilmektedir. Bu markor teknikleri bageilik
aragtirmalarinda baslica, parmak izi analizleri, genetik haritalarin hazirlanmasi,
dogrudan gen etiketlenmesi, genlerin klonlanmasi, gen transferi ¢alismalari, evrimsel
degisikliklerin takip edilmesi, kromozomlardaki yapisal farkliliklarin saptanmasi, bitki
genetik kaynaklarinin muhafazasi ve genetik ¢esitliligin arttirilmasi gibi temel amaglara

yonelik olarak kullanilmaktadir (Weising vd. 2005).

DNA markoérleri bireyler (gesit, hat, tiir vb.) arasindaki DNA seviyesindeki farkliliklari
ortaya c¢ikarmaktadir. Eger bu farklilik genomda tek bir bolgeyi gosteriyorsa bu bir allel
olarak adlandirilir. Molekiiler markorler, genomda ¢ok fazla bulunmalari ve giivenirlilik
acilarindan oldukca biiyiik 6neme sahiptir. Molekiiler markdrler, kaynagini bitkilerin
hiicrelerinde bulunan DNA’lardan alir. Giiniimiizde molekiiler markorler bitki
sistematiginde, 1slahinda ve gen kaynaklarinin degerlendirilmesinde etkin olarak

kullanilmaktadir (Ozcan 2001).

Sonug olarak bitki 1slahinda; molekiiler markorler ile, markorler yardimiyla seleksiyon
(MAS), QTL analizleri, genetik haritalama, gen izolasyon stratejileri, gen kaynaklarinin
karakterizasyonu, filogenetik analizler, kiiltiir cesitlerinin tanimlanmasi ve genetik

akrabaligin belirlenmesi, ebeveynlerin belirlenmesi gibi analizler yapilabilmektedir.

Molekiiler markorler morfolojik ve biyokimyasal markorlere gore bircok avantajlara
sahiptirler. Bunlar;

1. Yiiksek derecede polimorfik davranis,

2. Dominat ve kodominat 6zellik,

3. Genomda sik¢a bulunma,

4. Genomda diizgiin dagilim ve birden fazla bolgeyi belirleme imkéant,

5. Segici nétr davranis,

6. Kolay ulagim (satin alma veya hizli islemler sonucunda),
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7. Kolay ve hizli degerlendirme,

8. Tekrarlanabilir ve laboratuarlar arasinda standardize edilebilme,

9. Giivenilirlik,

10. Markorler oldiirticii etkiye sahip degillerdir,

11. Biitiin dokularda tanimlanabilmektedirler,

12. Cevre kosullarindan etkilenmemektedirler,

Bu ozelliklerin hepsi bir molekiiler markérde bulunmamaktadir. Ancak calismanin
amacima en uygun olani1 secerken yukaridaki 6zelliklerden en azindan bir kagimin bir

arada bulunmasi istenir (Botstein vd. 1980, Williams vd. 1990, Weising vd. 1995).

2.6.2 Molekiiler markorlerin uygulama alanlari

1. Genetik kaynaklarin korunmasi, tiir ve ¢esit tanimlama,

2. Cesitli hastalik ve zararlilarin taniminda ve dayaniklili§ina yonelik caligsmalarda,

3.Biiylime ve gelismenin fizyolojik olaylarin mekanizmalarinin agiklanmasinda,

4. Cesit ve anag 1slahinda, yeni ve lstiin kalite ve verimlilik 6zelliklerine sahip ¢esit
gelistirilmesinde ve transgenik bitkilerin elde edilmesinde,

5. Embriyo transferi ¢aligmalarinda,

6. Bitkide molekiiler evrim ve evcillestirilme prosesinin arastirmasinda,

7. Meyve, sebzelerde tat ve aroma maddeleri ile beslenme degeri yiiksek cesitlerin
gelistirilmesinde,

8. Kendine uyusmazlik ve kisirlik goriilen bitkilerde verimli ¢esitlerin elde edilmesinde,

9. Kiiresel 1sinmaya paralel olarak bu tiirlerin yetistirilmesine yonelik arastirmalarda,

10. Meyve, sebze ve siis bitkilerinde muhafaza ve raf 6mriiniin modern biyoteknolojik
yontemler ile uzatilmasinda,

11. Bitkilerde abiyotik stres faktorlerine dayanikliligin, fizyolojik,  biyokimyasal,

genetik ve molekiiler esaslarinin belirlemesinde kullanilmasi (Eris ve Giilen 2004).

2.7 Molekiiler Markor Teknikleri

Tarih boyunca bir bolgedeki mevcut potansiyelin tanimlanmasi belli morfolojik

ozelliklere gore yapilmaya calisilmistir. Ancak bu Ozelliklerde kisiye ve cevre
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kosullaria gore degisebilen tanimlamalardan dolay1 arastiricilar arasinda zaman zaman
goriis ayriliginin dogmasina neden olmustur. Bu nedenle, son zamanlarda arastiricilar,
daha kesin sonuclar elde edilebilen ve dogrudan DNA ozelliklerinin incelenmesine
imkan saglayan yontemlerin gelistirilmesi iizerine yogunlagmiglardir. Genomun 6zgilin
bir bdlgesini tanimlamak amaciyla birgok markor sistemi kullanilmaktadir. Genom
analizleri ve genetik ¢aligmalar basta olmak {izere molekiiler ¢alismalarda morfolojik,

protein ve DNA markorleri olmak tizere 3 tip markor kullanilmaktadir (Liu 1998).

2.7.1 Morfolojik markorler

Morfolojik markérler, genotipik tanimlama amaciyla kullanilabilmektedir. Cok sayidaki
morfolojik markor insan, hayvan ve bitki genetik calismalarinda kullanilmaktadir.
Genler ve kromozomlar hakkindaki bilgi eksikliginden dolayr ilk ¢aligmalar basit
Mendel kalitim1 gosteren 6zellikler tizerinde yapilmistir. Morfolojik karakterler, 6zgiin
genler i¢in giivenilir indikatorler olarak kullanilabilirler ve bu o6zellikleri kodlayan
genlerin kromozom {izerinde yerlerinin tanimlanmasinda faydali olmaktadirlar.
Fenotipik 06zelliklerin genetik kontrol mekanizmasinin tam bilinmemesi, Yetersiz
varyasyon ve bitkilerde aranilan bazi fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikisinin uzun zaman
almasi, morfolojik markdorlerin gézlenmesi kolay olmasina ragmen allel sayilarinin
nispeten az olmasindan dolay1, bitki islahg¢ilarini daha hizli ve dogru karar vermekte

yardimet olan, DNA markdr sistemlerine yonelten diger etkenlerdir (Liu 1998).

2.7.2 Protein markorler (izoenzimler)

Hiicreye 6zgii bir enzimin ayn1 biyokimyasal olaylar1 katalize eden ve degisik genler
tarafindan kodlanan, farkli elektrik yiikli c¢oklu formlar1 izoenzim olarak
tanimlanmaktadir (Rothwell 1988). Bir enzimin uygun substrat ve kofaktorler ile
gerceklestirilen reaksiyon iriinlerinin, iiriine 6zgli uygun boyama ve elektroforez
yontemleri ile agiga c¢ikarilmasi izoenzim/protein markorlerin aragtirilma tekniginin
temelini olusturmaktadir. Bitkilerde ekstraksiyon kaynagina gore genel olarak, total
protein (non enzimatik) veya izoenzim (enzimatik) analizi seklinde uygulama alani

bulan bu markorler, son 20-30 yillik dénemde genetik markdrler alaninda saglanan
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gelismenin temelini olusturmaktadir. Izoenzimlerin bitkilerde kullanimi; gesit
tanimlama, hibrit bitkilerin analizi, genetik haritalamalarda belirlenen izoenzim
lokuslarmma dayali baglanti (linkage) analizlerinin ortaya c¢ikarilmasi, izoenzim
formlarinin  katiliminin incelenmesi seklinde gruplandirilmaktadir. Asmalarda ise
izoenzim polimorfizmi, melezleme ile elde edilen ve birbirine yakin olan ¢esit ve
tiplerin tanimlamasinda izoenzim teknikleri yaygin olarak kullanilmistir (Wolfe 1976,

Weeden vd. 1988, Uzun vd. 1996, S6ylemezoglu vd. 1998, Agaoglu vd. 1999).

Morfolojik karakterlere gore ¢ok daha etkili kullanilabilmekle birlikte sicaklik, stres
kosullar1, hastalik vb. faktorlerden etkilenmeleri, ayrica etkili olduklar1 yer ve
mevsimsel degisimlere gore farklilik gostermeleri ile izoenzim sistemlerinin (lokus ve

allellerin) sayica azligi, bu markoérlerin baslica dezavantajlari olarak kabul edilmektedir.

2.7.3 DNA markorler

Iki guruba ayrilmaktadir:
1. Hibridizasyona dayali DNA markérler.
2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali DNA markorler.

2.7.3.1 RFLP teknigi (hibridizasyona dayali DNA markérler),

Bu grupta yer alan markorlerin en 6nemlisi RFLP teknigidir. (RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism =Kesilmis par¢a uzunlugu farkliligi). RFLP (Botstein
vd. 1980), genomik DNA’y1 belli niikleotid dizilerinden (restriksiyon bolgesi) kesen ve
bdyle degisik uzunlukta DNA parcalar1 olusturan restriksiyon enzimlerinin kullanima ile
saptanmaktadir. Olusan DNA pargalarinin elektroforezde ayrildiktan sonra naylon veya
nitroseliiloz membrana transfer edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi esasina dayanir.
RFLP markorleri ile tiirler arasindaki ve i¢indeki farklilik belirlenir. Giivenilir, esbaskin

(ko-dominant) 6zellikte olup polimorfizm orani orta diizeydedir (Yildirim vd. 2001).
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En 6nemli dezavantaji ise analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman almasi, isgiicii
gerektirmesi ile fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya gereksinim duyulmasidir.
RFLP gibi kodominant markorler MAS ve evrim ¢alismalari i¢in yararlidir ancak ¢ok
zaman gerektirir, nispeten pahali olabilir ve yiiksek oranda teknik uzmanlik gerektirir.
Bagcilikta RFLP c¢alismalarinin baglangici, F1 melez bireylerde 17 RFLP probu
kullanarak segregasyon analizi yapan (Mauro vd. 1992), Vitis tiirlerinde bu teknigin
etkili sonuglar ortaya koyabilecegini belirtmislerdir. Kisaca RFLP tekniginin uygulama
alan1 asagida gosterilmistir (Caligkan 2005).

RFLP—» Prob tamimlama— Enzimle kesim — Southern blotting —»

Probla isaretleme —»>Hibridizasyon —» Markdr taramasti

2.7.3.2 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali DNA markorler

1982 yilinda PCR aletinin gelistirilmesi sayesinde canlilarin dogrudan genomlari
hakkinda genis ve gilivenli bilgilerin elde edilebilmesinde Onemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu tarihten itibaren c¢esitli amaclara hizmet edebilecek yontemlerin
gelistirilmesi iizerine ¢ok sayida arastirma yapilmis ve gilinlimiizde tiir ve cesitlerin
genetik Ozellikleri hakkinda DNA diizeyinde bilgilere ulagilmasi saglanmistir. Tiir ve
cesitlere ait DNA bilgileri ¢evre faktorlerinden etkilenmeksizin tiim diinyada benzer
sonuglar1 verebilmektedir. Bu gelismeler sayesinde diinyada bugiin var olan bircok tiir
ve cesidin genotipik Ozellikleri tanimlanmistir. Bu gelisme ile bitki tiirlerinin DNA
dizin haritalarinin ¢ikarilmasi, genom iizerinde bulunan ve belli baz1 karakterleri
belirleyen genlerin yerlerinin saptanmasi ve 1slah ¢calismalarinda istenilen genlerin hedef
bireyin genomuna aktarilmas1 miimkiin hale gelmistir. Son yillarda, DNA’y1 olusturan
niikleik asit zincirlerinin arzu edilen herhangi bir noktadan ayrilmasi, cesitli
enzimlerden faydalanilarak farkli molekiiler biiyiikliiklere sahip DNA parcalar1 elde
edilmesi ve bu parcalarin tekrar birlestirilmesi ve belli islevlere sahip niikleik asit
dizisinin (gen) bir hiicreden baska bir hiicreye aktarilmasina yonelik calismalara yogun
olarak rastlanmaktadir. PCR kaynakli markor sistemlerinde oligoniikleotidler 10-25 bp
uzunlugunda primer olarak adlandirilir. Bu primerler genomda baglandiklar1 yerlerin

arasini, eger 3-4 kb’nin altinda olursa 1-1.5 milyon defa ¢ogaltirlar (Saiki vd. 1985).
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Genomdaki degisik yerlerdeki polimorfizmi bulmak igin primerler degisik sekilde
tasarlanabilir. Farkli primerler veya primer kombinasyonlart kullanilarak farkl
markdrler gelistirilebilir ve gilinlimiizde sayica ¢ok miktarda bulunmaktadir. Asagida

bitki biyoteknolojisinde kullanish olan bazilarin1 agiklamaktayiz. Bunlar;

- RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

- AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
- SSRs (Simple Sequence Repeats)

- (cpSSR, mtSSR) Organel Mikrosatellitleri

- ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

- SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
- CAPS (Cleaved Amplified Polimorphic Sequence)
- SNP (Single/simple Nucleotide Polymorphism)

- SSCP (Single-strand Conformation Polymorphism)
- EST (Expressed Sequence Tag)

2.7.3.2.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi

Williams vd. (1990) tarafindan gelistirilen ve genellikle 10 (8-12 arasi) bazdan olusan
rastgele secilmis primerlerin kullanildigt RAPD, ozellikle iiziim ¢esit ve tiplerinin
tanimlanmasima yonelik caligmalarda sik¢a tercih edilen tekniklerdendir. RAPD
tekniginin en yaygmn uygulamalarindan birisini, genomda haritalamaya gerek
duyulmadan, istenilen bir 6zellikle (morfolojik, fizyolojik veya biyokimyasal) iliskili
markdrlerin  tanimlanmasi1  olusturmaktadir. Uygulamasinin  nispeten kolay ve
maliyetinin diisiikk olmasi, az miktar ve orta kalitede DNA gerektirdigi, radyoaktif
isaretleme gerektirmedigi, gorsel yonden kolay, DNA dizi bilgisi gerektirmedigi,
Otomasyon i¢in uygun olmasi ve genomu iyi ifade ettigi i¢in fazlaca tercih edilmesinin
baglica nedenleridir. Ancak bu yontem, arastirmacilar arasinda tekrarlanilabilirligi
diisiik olan yontemler arasinda gosterilmektedir. Bu sorunun ¢oziimiine yonelik olarak
reaksiyon karigimi, PCR reaksiyonu optimizasyonu ve elektroforez islemi sonuglarinin
degerlendirilmesi hususunda ¢esitli arastirmalar yiiriitiilmiistiir. Ik calismalarda

(Regner ve Messner 1993), 12 iiziim ¢esidinin 16 RAPD primeri ile molekiiler
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karakterizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Arastiricilar, ¢aligilan {iziim ¢esitleri arasinda
saptanan molekiiler benzerliklerin ampelografik 6zelliklerinden bagimsiz olarak ortaya
ciktigini bildirmislerdir. RAPD bantlarinin sayisinin asmalarda genotipik farkliliklarin
degerlendirilmesi amaciyla olusturulan soyagaci iizerine etkilerini arastiran Fanizza vd.
(2003), 10 iiziim gesidi ile ¢alisarak 320 primerden 1683 bant (932’si polimorfik) elde
etmislerdir. Arastiricilar bant sayisinin 100-150’nin altina diigmesi durumunda genetik

iliski dendograminda 6nemli farkliliklarin meydana geldigini bildirmisglerdir.

Ergiil vd. (2002) ¢alismalarinda 17 {liztim ¢esidi 22 RAPD primeri ile tanimlanmais,
kullanilan gesitlerin genetik iliskileri ortaya koyulmus ve calisilan cesitlerin genetik

benzerliklerinin temelde orijinleri ile ilgili oldugu sonucuna varilmistir.

2.73.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) teknigi

AFLP teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarini gidermek iizere gelistirilmistir.

1. DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi (EcoRI/Msel) ve biyotinle isaretlenmi,

2. Adaptor kullanilarak restriksiyon fragmentlerinin uygun bir DNA ligaz ile
birlestirilmesi,

3. Ligaz edilen bu adaptorlere uygun primer ile restriksiyon fragmentlerinin
preamplifikasyonu,

4. Bu fragmentlerin 6zel olusturulan ve radyoaktif isaretlenmis primerlerle gercek

amplifikasyonu ve PAGE (poliakrilamid jel elektroforez) kosulmasidir (Ergiil 2000).

Her iki primer ¢iftinin sonundaki secici bazlar degistirilerek veya degisik
kombinasyonlar da kullanarak her seferinde yeni fragmentler klonlanir ve bu yolla yeni
polimorfizm elde edilir ki bu 6zellik bu yontemin en biiylik avantajini olusturur.
Polimorfizm oran1 ¢ok yiiksektir, biitiin tiirlerde uygulanabilir, DNA dizi bilgisi
gerektirmez, kiigiik RFLP pargaciklari ile galisabilmesi ve RAPD ve RFLP yontemleri
arasindadir, karsilastirilirsa RAPD teknigine gore kolay olmasa da RFLP teknigine gore
cok kolay oldugu icin bu teknigin en biiyiik avantajlarindan sayilir. Dezavantajlarina
baktigimizda, kurulus asamasinda maliyet gerektirir. Cok hassas olmasi, bant

desenlerini etkileyebilir. Iyi secilmis primerler gerektirir. Kararli haritalar olusturmaz.
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Masraf, is giicli gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir. Pahali
olmasindan dolayi, bu teknolojinin MAS (Markoér Araciligiyla Seleksiyon)'da
kullanilabilmesi i¢in otomasyonu gerekmektedir. Ergiil vd. (2002) Klonlarin
kullanildig1 bir ¢alismada, Kalecik Karasi klonlarinin genetik analizlerinde 3 primerin
klonal polimorfizm sagladigini bildirmislerdir. Morfolojik farkliliklar gosteren misket
aromal1 ¢esitlerin AFLP teknigine dayali genetik iligkilerini arastiran (Soylemezoglu vd.
2005a) 13 primer kombinasyonundan % 35.5 oraninda polimorfizm elde ettiklerini ve
UPGMA analizlerine gére, kullanilan genotiplerin iskenderiye Misketi’nin dogal
melezlenmelerinden olusabilecegini ileri stirmiiglerdir. S6ylemezoglu vd. (2005b) baska
bir ¢alismalarinda 5 EcoRI/Msel enzim kombinasyonuna dayali AFLP teknigi ile
UPGMA analizleri ile asma anaglarmin benzerlik oranlarim1 elde ederek bu anaglar
arasindaki akrabalik iliskilerini ortaya koymuslardir. Ergiil vd. (2006), 6nemli sofralik
liziim ¢esitlerimizin bulundugu misket ve parmak grubu iiziim cesitlerinin genetik

benzerliklerini AFLP yontemi ile aragtirtlarak homonim ve sinonimleri belirlemislerdir.

2.7.3.2.3 SSRs (Simple Sequence Repeats) teknigi

STR (short tandem repeats) ya da “Hipervariable Sequences” denilen, mikrosatellit
olarak da bilinen tekrarli niikleotid dizileridir (2-4 baz uzunlugundaki bitki genomunda
bulunan (GA)n, (CA)n. (AT)n, (ATA)n, (CTT)n ve (GATA)n gibi ¢ekirdek dizilerini
igeren) markorleri igermektedir. SSRs (bitkilerde mikrosatellit) olarak bilinmektedir
(Kochert 1994, Staub ve Serquen 1996). Bu dizilerin kullanildigi tekniklerden olan
SSR, son yillarda bagcilikta en fazla kullanilan mikrosatellit markdr teknigi olmustur.
Genom lizerinde bol miktarda bulunmasi, yiiksek oranda polimorfizm gdstermesi, hizl.
kolay olmasi, Mendel kalitimina uygunlugu, ko-dominant ve kararli markor sistem
olmas1 ve farkli laboratuvarlarda tekrar iiretilebilir olmasi, bilgilendirici bir markdr
sistemi olusundan dolay1 populasyon genetigi ve gen haritalama c¢aligmalarinda etkin
olarak kullanilabilmektedir ve bu teknik o6zellikleri sayesinde bu markor teknikleri
calismalarda daha ¢ok tercih edilmektedir (Scott vd. 2000b). Bu markér sisteminin
dezavantaji ise mikrosatellit bolgelerinin mutasyon oranlarmin yiiksek olmasi primer
baglanma bdlgelerinde degismeye neden olmakta ve bdylece anlamsiz allellerin

olusmasma imkan saglamaktadir. Boylece genotipik ve allelik frekaslarin dogru
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yorumlanmamasi bazi tartigmalara da yol agmaktadir. Asmada son yillarda yapilan
calismalarla degisik arastiricilar tarafindan 400’e yakin SSR lokusu tespit edilmis olup
(Thomas ve Scott 1993, Sefc vd. 1997), bu yondeki ¢alismalar devam etmektedir. SSR
markdrlerinin diger dezavantaji ise, bir tiire ait yeni mikrosatelitlerin elde edilmesi,

klonlama ve dizi analizi ¢alismalarini gerektirmesidir (Biiyiikiinal-Bal 2003).

Vitis vinifera tiiriine ait Sultana ve Cabernet Sauvignon c¢esitleri ile V.berlandieri tiiriine
dahil olan bazi1 genotiplerin 5 SSR primeri ile karakterizasyonunu yapan Thomas ve
Scott (1993), asma genomunun kisa tekrar dizileri bakimindan zengin oldugunu
belirlemiglerdir. Arastirmanin sonuglarinda, bu kisa tekrar dizilerinin bireye 6zgii olarak
degisebilecegi ve bu sayede genotipler arasinda polimorfizm elde edilebilecegi
bildirilmistir. Sefc vd. (1997), 51 iiziim ¢esidinin 24 SSR markori ile genotipik
yapilarini incelemislerdir. Analiz edilen genom bdlgelerinin olasilik oranlarinin toplami
sonucunda elde edilen genetik benzerliklerinin degerlendirilmesi ile Cabernet

Sauvignon ¢esidinin, Cabernet Franc ile Sauvignon Blanc melezi oldugu belirtilmistir.

Vouillamoz ve Grando (2006), Avrupa’nin farkli cografi bolgelerinde yetistirilmekte
olan 89 iiziim ¢esidinin akrabalik iliskilerini 60 SSR markoérii ile arastirmiglardir.
Calismada, Fransa ve Italya’da yetistirilen bazi gesitler arasinda muhtemel yakin
akrabalik dereceleri belirlenmis ve elde edilen sonuglar genotiplerin ampelografik

Ozellikleri ile paralel sonuglar ortaya koymustur.

SSR  teknigi uygulamalarinda; genom boyunca tekrarlanan dizilerin iki yanindan
primerlerce PCR’da ¢ogaltilmasi ve jel ortaminda goriintillenmesi veya kapilar
elektroforez  biiytikliiklerine gore siralanmasi  esasmna dayanir.  Sonuglarin
gorlintiillenmesi ise, radyoaktif isaretleme, giimiis boyama veya otomatik dizi analizi
sistemi ile olur. Otomatik dizi analizi sisteminde allel biiyiikliikleri, fluoresan isaretli
primer yardimiyla pikler seklinde goriiliir (Najafi vd. 2006, Di Gaspero vd. 2007, Selli
vd. 2007, Boz vd. 2011, Ergiil vd. 2011, Doulati-Baneh vd. 2013, Emanuelli vd. 2013).
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2.7.3.2.4 Organel Mikrosatellitleri (cpSSR, mtSSR)

Bitki organel genomlar1 (kloroplast DNA-mitokondriyal DNA) populasyon genetigi
caligmalar1 ve filogenetik akrabalik iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Organel genom kalitimi pek c¢ok bitkide anneye baglh olarak
gerceklesmekte, kloroplast ve mitokondri allelleri ¢ekirdek allellerine gore farkli bir
genetik yap1 sergilemektedir. Cekirdek mikrosatellitleri yaninda, bitki populasyon
genetigi, filogenetik ve evrimsel genetik caligmalarinda kullanilmak amaciyla kloroplast
mikrosatellit (cpSSR) ve mitokondri mikrosatellit (mtSSR) temelli markorler
gelistirilmistir. Kloroplast mikrosatellitleri, pek c¢ok bitki tiiriinde sitoplazmik

varyasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan etkili birer aragtirlar (Provan vd. 2001).

Kloroplast mikrosatellitler, iireme sistemleri ¢alismalar1, polen ve tohum yoluyla gen
akis oranlarinin tespiti ve tiirler arasi hibridizasyon calismalarinda, genetik ¢esitlilik

caligmalarinda, filocografik ¢alismalarda etkili olarak kullanilmaktadirlar (Agarwal vd.
2008).

Bitkilerdeki mtDNA hayvan hiicrelerindeki mtDNA’ya goére daha karmasik ve
biiyliktiir. Bunun yaninda, dairesel kromozom seklindeki mtDNA molekiiler bir
heterojenlik gostermekte ve yiiksek orandaki reorganizasyon yeteneginden dolay: bitki
filogenetik ¢aligmalarinda ¢ok tercih edilmemektedir. Ozellikle acik tohumlu bitkilerde
populasyon farklilagmalarinin arastirilmasinda heterojen ozelliklerinden dolay1 sikca

kullanilmaktadir (Sperisen vd. 2001).

2.7.3.2.5 ISSR (Inter- Simple Sequence Repeats) teknigi,

RAPD ile maliyeti yaklasik olarak ayni olan ISSR teknigi RAPD’e gore oldukca
giivenilir, tekrarlanabilirlik oran1 yiiksek ve PCR kosullarindan ¢ok etkilenmeyen bir
tekniktir. ISSR teknigi, cogunlukla diniikleotid veya triniikleotid tekrarlarindan olusan
primerler kullanilir. Kullanilan primerlerin mikrosatellit bdlgelerinden ¢ogaltilmis

olmalar1 ve “annealing” sicakliklarinin yiiksek olmasi ile RAPD tekniginden ayrilir.
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ISSR teknigi ile ilgili ¢alismalar 1994 yilinda baslamigs Gupta vd. (1994) ve sonraki
caligmalarda bu teknigin bitki tiirlerindeki varyasyonu belirlemede yiiksek etkiye sahip
oldugu saptanmistir (Nookaraju vd. 2012, Zhaobin vd. 2013).

Tekrarlanabilirliginin  yliksek, maliyetinin nispeten diisiik olmast ve genotipik
varyabiliteyi belirlemede etkin olmasina ragmen giliniimiizde bagcilik arastirmalarinda
ISSR tekniginin kullanildig1 ¢alisma sayisinin az oldugu goriilmektedir. 15 ISSR
primeri kullanarak 15 {iziim ¢esidinin genom polimorfizmini belirleyen Wu vd.
(2006)’da  %86.7°1lik oranla yiiksek polimorfizm elde ettiklerini bildirmislerdir.
Arastiricilar Vitis amurensis ve bu tiir ile Vitis vinifera melezlerinden olusan ¢esitler
arasinda genetik benzerlik oran1 0.27-0.75 arasinda degisirken ¢esitlerin ait olduklari
tiirlere gore iki ana grupta toplandigini bildirmislerdir. Bu teknik genetik cesitlilik,
siniflandirma, molekiiler markér bulma calismalari, evrim ve genom haritasi olusturma

caligmalarinda son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Fang ve Roose 1997).

2.7.3.2.6 SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) teknigi

Bir gen veya 6zellikle iligkili genomun belirli bir bolgesinden gelistirilen dominant ya
da kodominant markdrlerdir. Bu markdr c¢ogunlukla genomda tek bir bolgeden
kaynaklanmaktadir. SCAR markorler genetik haritada belirli bir gen ya da 6zellikle
baglantili olarak tespit edilen RAPD- AFLP gibi bantlardan yola ¢ikilarak gelistirilir.
Sozi edilen RAPD ya da AFLP bandi klonlanir ve sekans analizi yapilir. RAPD ya da
AFLP primeri sekansta belirlendikten sonra 3’ucundan 24-26 bp uzunluga kadar
uzatilarak yeni bir primer gelistirilir. Yeni gelistirilen primer sekansa 6zgii markor

olusturmak tizere kullanilir.

1. Bu teknik spesifik bir gen bolgesinin ¢ogaltilmasini miimkiin kilar,

2. Tekrarlanabilir ve farkli genetik materyalde kullanilabilir 6zelliktedir,

3. Markore dayal seleksiyon amagli kullanima uygundur,

Diger bir ifade ile istenilen bir RAPD markdriiniin kullanimi, u¢ kisimlarinin dizilerinin
belirlenmesi ve daha uzun primerler (24 niikleotid gibi) olusturmakla arttirilabilir

(McDermott vd. 1994).
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Bu tiir dizileri belirlemis ¢ogaltilmis bolgelerde (SCAR) DNA dizi farkliliklar: tek essiz
bir bandin varligi/yoklugu ile belirlenir. SCAR, RAPD'e gore daha fazla tekrarlanabilir
ve elektroforezde var/yok dagilimlarina doniistiiriilebilirler. SCAR'lar genelde dominant
markorler olmalarina ragmen 4 baz ¢ifti restriksiyon enzimleri ile par¢alanmalari ve
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) veya SSCP (Single Strand
Comformation Polymorphism) teknikleri ile tanimlanmalar1 suretiyle kodominant

markorlere dontistiirtilebilirler (Rafalski ve Tingey 1993).

SCAR markorler asmada genetik haritalama calismalarinda kullanildigi gibi, direk
parmak izi c¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Asma anaglarimin parmakizi
caligmalarinda kullanilmak tizere RAPD orjinli degisik SCAR markorler gelistirilmistir
(Xu ve Bakalinsky 1996, Soylemezoglu 2002, Zyprian 2003).

Lahogue vd. (1998), tarafindan bulunan sdl genine bagli RAPD markoérleri, Sultana
kokenli kismen ¢ekirdeksiz iki genotipin melezlenmesi ile elde edilen populasyonda
BSA (Bulked Segregant Analysis) yontemi ile arastirilmigtir, OPC-08 RAPD markdrii
SCAR markoériine (SCC8) dontistiiriilmiistiir.

2.7.3.2.7 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) teknigi

CAPS, PCR ve RFLP’nin kombinasyonu ile ortaya ¢ikmistir ve aslinda PCR-RFLP
Maeda vd. (1990) metodu olarak tanimlanmaktadir. Bu teknik, PCR reaksiyonu ile
cogaltilan iirlinlerin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elektroforezle biiyiikliiklerine

gore ayrilan bu kesilmis fragmentlerin tespitini igerir (Konieczny ve Ausubel 1993,

Michaels ve Amasino 1998).

Primerler cDNA veya genomik DNA klonlarindan, klonlanan ve DNA zincirleri tespit
edilen RAPD veya ISSR bantlarindan elde edilir. CAPS markorde kritik adim, DNA
izolasyonu, PCR’in durumu ve polimorfik bdlgelerin dagilimi veya sayisidir. CAPS
markdriiniin bircok avantaji var, birincisi; bu markoriin analizi sadece PCR’a bagh

oldugundan oldukga kolaydir ve fazla zaman kayib1 digerlerine gére bulunmamaktadir.
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Ikincisi; EST’den gelisen CAPS primerleri, diger genomik SSR markérlerinden
gelisenlere gore genetik haritalama calismalarinda daha yararli sonuglar vermektedir.
Uciinciisii; CAPS markorleri  ko-dominant davranis icerisindeler. Ama CAPS
markdrlerin, SSR ve AFLP’ye gore polimorfizmlik orani daha diisiiktiir. Bundan bagka
mutasyonlarda CAPS markdrlerin gelisimi, belli mutasyonlarin boélgenin olusturulmasi
veya bozmast sebebi ile bir restriksiyon enziminin olusturulmasidir. Bunu engellemek
icin bazi arastiricilar CAPS’ten bir alternatif markor (dCAPS) olusturarak CAPS ile
ilgili olusan mutasyon bolgede problemleri yok ediyor (Michaels ve Amasino 1998).

2.7.3.2.8 SNP (Single/simple Nukleotid Polymorphism) teknigi

Bitkilerdeki fenotipik varyasyonlarin birgogunun kaynagini1 genlerdeki niikleotit sekans
polimorfizmi olusturmaktadir. Bu sekilde varyasyonlar, DNA analizine yonelik ¢esitli
markor tekniklerle (RFLP, CAPS, SSR, AFLP) ortaya konulabilmektedir. Ancak
fenotipik varyasyonun ana kaynagini olusturan, genlerdeki bir¢ok mutasyon sekilleri bu
yontemlerle etkin bir sekilde tanimlanamamaktadir. Bu nedenle genlerdeki oOzel
mutasyonlarin belirlenmesine yonelik SNP analizi gerekmektedir. Genomda birgok SNP
bulunmakta ve genlerde bulunan bazi SNP markoérler 6nemli 6zellikleri karakterize
etmektedir. Bu nedenle, genlerdeki SNP’ler ¢esitlerin genetik tanimlanmasinda olduk¢a
etkin markorlerdir. Genlerdeki SNP’lerin tanimlanmasinda PCR-SSCP analizi ile ¢ok

yiiksek oranda basarinin eldesi miimkiin olabilmektedir (Shirasawa vd. 2004).

Vitis vinifera’da SNP’lerin tanimlanmasinda SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) tekniginin olduk¢a etkin oldugunu vurgulayan ¢ok yeni bir ¢aligmada
78 bp’da 1 SNP olustugu belirtilmektedir (Salmaso vd. 2005).

SNP’ler genetik ¢esitlilik, populasyon yapisi, kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL), markor
destekli seleksiyon (MAS) ¢alismalarinda ve ailesel iliskilerin arastirilmasinda yaygin
kullanilmaktadir. Bu yontemin avantajlari; PCR’a dayali, kodominant, sonuglari net,
tekrarlanabilir. Dezavantajlar; Sekans bilgisi sart, her lokusta yoktur, disiik

polimorfizm, poliploidlerde kullanimi zordur (Ozcan vd. 2001).
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2.7.3.2.9 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) teknigi

SSCP teknigi genelde, orijinal olarak mutasyonlarin hizli analizi igin ilk olarak Orita vd.
(1989) tarafindan bildirilmistir. Bir DNA dizilim bélgesindeki (1000 baz ¢iftinden daha
kisa) dizi varyantlar1 ve mutasyonlar1 (6zellikle nokta mutasyonlari) belirlemede
kullanilan bir markor sistemidir. PCR ile ¢ogaltilan bir genom bdlgesi, uygun 1sida
denatilirasyona tabi tutularak mutasyon bolgesinde II. ve III. DNA konformasyonlarinin
olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Varyasyona bagli olarak olusan II. ve IIL
konformasyondaki DNA molekiilleri jel elektroforezinde farkli bant profilleri
olusturarak varyantlarin tespitine olanak saglamaktadir. Teknoloji olarak basit olmasina
ragmen, her bir mutasyon i¢in farkli ortamlarin olusturulmasi gerekliligi, bu teknigin
uygulamasini kisitlayan en onemlie etkendir. Mutasyon igeren DNA molekiilii tek baz
bile farkli olsa normal dizide degisik bir yap1 olusturacagindan farkli yerlerde
bandlasma gozlenmektedir. Normal ve incelenen oOrnek arasinda fark olmasi
mutasyonun varlhigint gostermektedir. Nokta mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile kesin
olarak teshis edilebilmesine ragmen taranacak DNA fragmenti biiylidiik¢e teshis siiresi
ve analiz maliyeti artmaktadir. Bunu 6nlemek amaciyla mutasyon iceren gen, kisa DNA
parcaciklar1 (200 bp) halinde amplifiye edilip SSCP yontemiyle taranarak mutasyonun
bulundugu fragment belirlenir. Boylece, biiyiik bir genin timiinii analiz etmek yerine
sadece mutasyon igeren parg¢anin incelenme siirecini kisalttigi gibi maliyeti de
azaltmaktadir. Burada asil ama¢ mutasyonun bulundugu boélgeyi belirlemektir. SSCP
markorler Ozellikle, insan genetigi c¢aligmalarinda, genlerde olusan mutasyonlar
belirlemeye yonelik, tipta hastaliklarin tan1 ve teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Seifert vd 1997).

Genetik varyasyonun belirlenmesinde, laboratuvar kosullarinda uygulama kolayligi
saglamasi, ekonomik olmasi ve hassas bir yontem olmast SSCP markérlerin 6nemli

avantajlarin1 olusturmaktadir (Sunnucks vd. 2000).
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2.7.3.2.10 EST (ifade Edilmis Dizi Etiketleri) kullanim

Kodlama yapan genom bdlgeleri mesajc1 RNA’ya transkripte olarak protein sentezi igin
kaliplik gorevi géormektedir ve gliniimiizde ters transkriptaz enzimi kullanarak RNA’dan
komplementer DNA (cDNA) elde edilmektedir. cDNA RNA’dan iiretilen kararli bir
yapt olup, yapisindaki intronlar kirpilarak (splicing) ekzonlardan olusmus, anlatimi
yapilan bir genin dizilenmesi ile 5° EST veya 3” EST (Expressed Sequence Tag) olarak
ifade edilirler. 5> EST genelde kodlama yapan bolgelerden (ekzon) elde edilir ve bu
bolgeler genelde tiirler aras1 korunmustur ve gen aileleri i¢ginde ¢ok fazla degismezler.
3> genelde kodlama yapmayan bdlgelerde (intron) veya translasyona ugramayan
bolgelerden (UTR) elde edilir ve kodlama yapan bdlgelere oranla tiirler arasinda daha az
korunakhidirlar. Giiniimiizde EST belirlenmesi ¢ok hizli ve kolay sekilde
yapilabilmekte, dijital veri bankalarinda yaklasik 6.5 milyon EST dizisi bulunmaktadir.
EST dizileri, gen transkriptlerinin belirlenmesi, gen kesifleri, gen anlatimi ve
diizenlenmesiyle ilgili bilgi edinilmesinde, dizi belirlenmesinde ve EST temelli RFLP,
SSR, SNP, CAPS gibi 6nemli molekiiler markdr sistemlerinin gelistirilmesinde bir arag
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, EST dizileri DNA mikroarray caligmalarinda gen
anlatimlariin belirlenmesinde prob olarak, genetik baglanti haritalar1 ve fiziksel

haritalarin olusturulmasinda da kullanilabilmektedir (Kurata vd. 1997).

EST dizileri SSR dizileri i¢in yararli bir kaynaktir ve gesitli bitki tlirlerindeki EST
dizilerinin yaklasik %1-5 aras1 20 baz ¢ifti veya daha fazla uzunlukta SSR boélgeleri
barindirmaktadir. EST-SSR bolgeleri, transkripte olmayan bolgelere oranla daha
korunakli olan transkripsiyon bdlgelerinde bulunmakta ve yakin tiirlere transferleri
mantikli goriinmektedir. EST dizilerinden elde edilen primerler kullanilarak ilgili
bolgenin c¢ogaltilmas: ve dizilenerek kiyaslanmasi pek ¢ok SNP’yi ortaya ¢ikarabilir.
Temel olarak, EST markoérleri ilgi alanindaki spesifik genlerin klonlanmasinda, komple
genom dizilenmesinde, ¢esitli akraba organizmalardaki fonksiyonel genlerin

haritalanmasinda ¢ok popiilerdir (Kesawat ve Das 2009).
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2.8 MAS (Markore Dayal Seleksiyon) ve Bitki Islahindaki Uygulama Alanlar

Markore dayali seleksiyon (MAS) kavrami yaklagik 30 yil 6nce Smith ve Simpson
(1986) ile Soller ve Beckmann (1983) tarafindan ifade edilmistir. MAS uygulamalarinin
gelisimi ilk musir ile baslamis ve bunu bugday takip etmistir. Bu yontemle; o6zellikle
hastalik ve zararlilara dayaniklilik, tziimlerde c¢ekirdeklilik/ ¢ekirdeksizlik veya
herhangi bir maddenin sentezi ile iligkili markdrler kullanarak seleksiyon
gerceklestirilmektedir. Boylece zamandan ve enerjiden tasarruf ederek kisa zamanda
istenilen 6zellige sahip bitkileri belirleme, gerektiginde 1slah ¢alismalar1 baslangicinda

ebeveyn olarak kullanma gibi avantajlara sahip olunabilir (Ben- Ari vd. 2012).

Bu teknik klasik 1slahi tamamlayici, olduk¢a hizli, etkin, dogru ve ekonomik bir
seleksiyon yontemidir. Ancak tek basmna klasik 1slah metotlarinin  yerine
kullanilabilecek bir yontem degil, aksine Kklasik 1slahin basarisini arttiran tamamlayici
ve yardimci bir tekniktir. Gelisen markor teknolojisi ve markor destekli seleksiyon
teknigi sayesinde yapilacak olan asma 1slaht c¢alismalari daha etkili bir sekilde
yiirtitiilebilmekte ve klasik 1slaha oranla ¢ok daha kisa bir siirede basarili ve giivenilir
sonuglarin elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Markor destekli seleksiyon, asmada geri
melez 1slahinda, gen piramitlerinin olusturulmasinda, resesif genlerin seleksiyonunda,
cevre faktorlerinin ekstrem oldugu, zaman ve ekonomik avantajlar saglayarak islah
etkinligini artiran ve yeni g¢esitlerin gelistirilmesini hizlandiran bir tekniktir. Bitki
islahinda  kantitatif karakterleri etkileyen genlerin klasik 1slah metotlariyla
aktarilmasinda ozellikle baglanti siiriiklenmesi (linkage drag) gibi bircok problemle
karsilagilmaktadir. Markor destekli seleksiyon 6nem arz eden ve birden fazla gen veya
lokus tarafindan kontrol edilen karakterlerin hizli bir sekilde aktarilmasini

saglamaktadir (Sonmezoglu vd. 2010).

Asma, ¢ok yillik bir bitki tiirii oldugundan kombinasyon 1slahi ¢aligmalarinda daha uzun
sire ve isglicli gerektirmektedir. Molekiiler markdr tekniklerinde kaydedilen hizli
ilerlemeler, arastiricilara markorler yardimiyla erken seleksiyon imkani sunmustur.
“Marker Assisted Selection” (MAS) denen bu yontemde lizerinde ¢alisilan 6zellige ait

markorler onceden belirlenip isaretlenmekte ve ¢cok erken donemde geng bitkilerin DNA
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orneklerinde bu markdrler arastirilarak erken seleksiyon imkani saglanabilmektedir.
Dogru markor segimi MAS i¢in basarili sonuglar elde edmek cok kolay olacaktir,
ornegin RFLP gibi kodominant markdérler MAS ve evrim ¢alismalar i¢in yararhdir,
ancak ¢ok zaman alici, nispeten pahali olabilir ve yiliksek oranda teknik uzmanlik
gerektirir. Yeni bir tiir igcin RFLP markor sistemi gelistirmenin ¢ok pahali olmasi veya
yiikksek miktarda DNA'ya ihtiyag gostermesi ve yavas taramasi nedeniyle MAS'da
etkinliginin olmamas1 ve cogunlukla PCR-tabanli sistemlerden birinin kullanma

zorunlulugunu ortaya ¢ikarir.

MAS caligmalarinin avantajlar1 asagida 6zetlenmistir,

1. Fenotipik taramaya gore daha kolay bir metottur, Ozellikle tanimlanmas1 zahmetli
ozelliklerde zaman ve kaynak israfin1 engeller.

2. Cevresel faktorlerden etkilenmedigi icin gilivenilirligi yiiksektir, Homozigot ve
heterozigot 1rklar1 ayirarak tek bitkinin se¢imini saglar.

3. Ulkemizde var olan genetik kaynaklarin tam bir kimlik tespitlerinin yapilmasimi bu
yolla genetik rezervin korunmasini saglar.

4. Herhangi bir ¢esit karisikligi durumunda ayrimi ve bu yolla ¢esitlerin satig islemi
gibi ticari haklarinin korunmasina yardimci olur.

5. Spesifik ozellikteki genotiplerin daha titiz, dogru sekilde ayrimini saglar (Vardar-
Kanlitepe vd. 2010).

MAS calismalarinda yaklasimlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir,

1. Geri melezleme: Istenilen bélgenin etkili bir sekilde se¢imini saglar, baglanti
taramalarint minimize eder, tekrar eden ebeveynlerin tespitini kolaylastirir.

2. Piramitleme: Patojenlerin spesifik dozlar1 i¢in c¢oklu hastalik diren¢ genlerinin
tespitinde hiz saglar.

3. Erken Safhada D61 Secimi: Daha sonraki F2 ve F3 1slah programlart ile ilgili MAS’1n

kaynagi tespit oldugundan dolay1 avantaj saglar.

4. Birlestirilmis yaklagimlar: Bazi durumlarda fenotipik calismalar ile MAS’1

birlestirmek faydali olabilir (Hafez vd. 2006).
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Sonug olarak, son yillarda molekiiler biyolojide goriilen hizli ilerleme, bitki genetigi
calismalarinda, iiretimi, genetik cesitliligin korunmasi, 1slah gibi hedefler dogrultusunda
kullanimina ¢ok biiyiik ve 6nemli katki saglamistir. Fakat bu markor yardimli molekiiler
biyolojik uygulamalar, molekiiler markorlerin tamamlayicis1  olmaktadir. Zaman
icerisinde, Markor destekli seleksiyon (MAS) uygulanan bitki 1slahi calismalari,
dayanikli bireyler hizli sekilde belirlendigi i¢in 1slah c¢alismalarina biiyiikk bir ivme
kazandirmakta ve yalnizca istenilen bireylerle yola devam etmeyi saglamaktadir. Biitlin
bu uygulamalarin devaminda spesifik bir 6zelligi kontrol eden c¢oklu genlerin dizi

(QTL)

Populasyonlarin ayriminda kullanilan etkili bir yontem olarak, bdylece genom dizi

haritalarinda bulundugu boélge adlandirilan, Quantitative Trait Loci

haritalar gelistirilir (Staub ve Serquen 1996).

Cizelge 2.14’de Mildiyo, kiillemeye dayaniklilik 1slahinda, Markore Dayali Seleksiyon
yardimu ile yapilan ¢alismalar yer almaktadir (Anonymus 2013).

Cizelge 2.14 Mildiyo, killeme ve cekirdeksizlik asma 1slahinda, Markore Dayali
Seleksiyon yardimi ile yapilan ¢caligmalar

Markér | Yakin primer Kromozom | Orijin genotip Referans

Renl UDV-020,VMC9h4-2, 13 Nimrang x Kishmish Hoffmann vd.
VMCNg4e10.1(260bp), vatkana 2008, Riaz vd.
UDV124(216 bp) 2013

Ren 2 Cs25 (CAPS) 997 bp Rsa |l | 14 Horizon’ x I11. 547-1 Dalbo vd. 2001
ve Taq | kesim enzimi (V. rupestris x V.

cinerea)

Ren 3 UDV-015h, VVIv67 15 Regent x Lemberger Welter vd. 2007

Ren 4 VMC7f2, VMC3e5f, 18 V. romanetii Riaz vd. 2013,
Vvim93, Vvinl6, Mahanil vd. 2012
VVMDL17, VMC2a3,
GR0520, IN0954 ve
SNP’ler

Ren 5 VMC9cl R: 132/132 14 V. vinifera*M. Blanc vd. 2012
S:146:146 rotundifolia

Rpvl VVIb32,VMC3B8,VMC2 | 12 28-8-78 ve M. Merdinoglu vd.
H4,VCHR12B, UDV-024, rotundifolia (Syrah) 2003, Schwander
VMC1G3.2, GF12-05, vd. 2012
MCNG2H7, VMCS8G9,

Rpv3 UDV-112, VMCT7F2, 18 Regent x Lemberger Welter vd. 2007
ubVv737, GF18-11, UDV Chardonnay x Bianca Bellin vd. 2009
305, , VrZAG14, UDV
108

Rpv4 VMC7h3 4, VMCNg2el 4 Regent x Lemberger Welter vd. 2007
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Cizelge 2.14 mildiyo, kiilleme ve cekirdeksizlik asma 1slahinda, Markore Dayali
Seleksiyon yardimi ile yapilan ¢aligmalar (devam)

Rpv5 VVI1o52b 9 Gloire de Montpellier Marguerit vd. 2009
ve V. riparia
Rpv 6 VMC8G9 12 Gloire de Montpellier Marguerit vd. 2009
ve V. riparia
Rpv7 UDV-097 7 Chardonnay x Bianca Bellin vd. 2009
Rpv8 VVIp05, Chr14Vv015, 14 V. vinifera * V. Blasi vd. 2011
VVIp22 amurensis (Ruprecht)
Rpv9 CCoAOMT, 7 Moscato Bianco x V. Moreira vd. 2011
riparia
Rpv10 GF09-46, GF09-65 9 Solaris ve V. amurensis | Schwander vd.
2012
Rpvlil VR ZAG 79, VCHRO5C, 5 Regent x Lemberger Fischer vd. 2004,
VMC3B9, VVMD27, 153 Bellin vd. 2009,
VVMD5 Chardonnay x (2009) Schwander vd.
2012
Rpv12 UDV-014, UDV-304, 14 99-1-48 ve V. Venuti vd. 2013
rgvvinl80, UDV 370 amurensis
Rpv13 VMC1G3.2 12 Moscato Bianco x V. Moreira vd. 2011
riparia
Runl VMC4f3.1 (184 bp), 12 VRH3082-1-42 x Barker vd. 2005
VMC8g9 Cabernet S.
(rotundifolia)
Run2.1 VMCT7f2, VMCNQg1le3, 18 Magnolia ve M. Riaz vd. 2011
VVInl6 rotundifolia
Run2.2 VMC712, 18 Trayshed ve M. Riaz vd. 2011
rotundifolia

2.9 Genetik Linkage (baglant1) Kavram

Genetik markdrlerin en dnemli kullanim alani1 genetik haritalarin hazirlanmasidir. Gen
haritalamas1 genlerin ve markdrlerin kromozomlar iizerinde bulundugu yerlerin ve
birbirlerine olan uzakliklarin tespit edilmesidir. Thomas Hunt Morgan (1866-1945)
sirke sineklerinde yaptig1 arastirmada goz rengi ve kanat 6zellikleri kalittminin Mendel
Kanunlarina uymadigimi belirlemistir. Bu caligmalar sonucunda genlerin kromozomlar
tizerinde bilesik konumda olabilecegi belirtilmis ve genetik linkage (baglanti) kavrami

ilk kez ortaya konulmustur (Morgan 1911).

Kromozomlar iizerinde bulunan genler bagimsiz olarak gamet hiicrelerine gegmektedir.
Fakat ayni kromozom {iizerinde ve fiziksel olarak bir birine yakin olan genler bazen
Mendel kurallarina uymayarak birlikte yeni nesile aktarilacaktir. Ayni kromozom

tizerinde bulunan bu genlere bagli gen (linked gen); bu genlerin olusturmus oldugu
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gruba baglant1 grubu (linkage group) ve bu olaya da baglant1 (linkage) denilmektedir.
Kromozomlar arasinda bir krossing-over olay1 gergeklesmis ise ebeveyne benzeyen ve
benzemeyen yeni gametler olusacaktir. Olusan yeni gametlerden ebeveyne
benzeyenlerine parantel (ebeveynsel) kombinasyon, ebeveyn jenerasyonunda
goriilmeyen ve yeni olusan gametlere ise rekombinant, olusan bu olaya rekombinasyon
denilmektedir. Rekombinasyon olayi, homolog kromozomlarin her birinde ayr1 ayri
olabilecegi gibi iki homolog kromozom arasinda da sekillenebilmektedir.
Rekombinasyon sonucunda meydana gelen yeni jenerasyonda ebeveyn jenerasyonuna
benzeyen birey sayisi genellikle rekombinantlarin sayisina gore daha fazla olmaktadir.
Rekombinant bireylerin ilgili jenerasyonda olusan toplam fert sayisina orani krossing-
over oranin1 (Rekombinasyon frekansi, RF) vermektedir ve 0 ile tanimlanmaktadir.
Rekombinasyon frekansi %0-50 arasinda ise iki gen birbirine bagl olup (linked) ve
ayni linkage grubunda yer almaktadir. Eger 6 > %50 ise iki gen arasinda bir baglilik
yoktur ve bu genler farkl: linkage gruplari olusturmakta veya kromozomlar {izerinde yer

almaktadirlar (Erensayin 2000).

2.9.1 Genetik baglant1 haritalama ve harita birimi

Genetik haritalama, genlerin ve markdrlerin kromozomlar {izerinde bulundugu yerler ve
birbirlerine olan uzakliklarin tespit edilmesidir. Krossing-over olayindan yararlanarak,
bagli genlerin dizilisi ve aralarindaki uzakliklarin bulunmasi sonucu genetik baglanti
haritalart olusturulmaktadir. Bir kromozom {izerinde bulunan genler birbirlerine ne
kadar yakin ise aralarinda krossing-over olma olasihig1 o kadar azalmaktadir. iki gen
arasindaki mesafe arttik¢a iki gen arasinda krossing-over olma olasilig1 da artmaktadir.
Yani iki gen arasindaki krossingover orani kullanilarak bu iki genin arasindaki mesafe
tahmin edilebilmektedir. Krossing-over sonucu iki gen arasinda bulunan mesafe harita
birimi olarak ifade edilir ve bir harita birimi %1 0’ye esittir. Harita birimi olarak
Thomas Hunt Morgan’a ithafen Morgan (M) kullanilmaktadir ve %1 (0.01) 6, 1
centimorgan (1 cM) olarak ifade edilmektedir. Fiziksel olarak 1 cM yaklasik 1 milyon
baz ciftini ifade etmektedir ve her 100 mayoz bdlinmede 1 rekombinasyon olaymin

oldugunu gostermektedir (Liu 1998).
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2.9.2 Kantitatif ozellik lokuslar (QTL)

[lk baglanti gen haritass 1913 yilinda Alfred Henry Sturtevant tarafindan
olusturulmasina ragmen tiim canli tiirlerinde genetik haritalama ¢alismalar1 20. Yiizyilin
sonlarma yogunlasmstir. Iyi bir baglant1 gen haritasinda; yeterli sayida ve bilgilendirici
markorlerin bulunmasi ve bu markorlerin kromozomlar {izerinde esit dagilim gdstermesi
gerekmektedir. Bu amaca ulagilabilmesi igin yeterince biiyiiklikte referans
populasyonlarina ihtiya¢ bulunmaktadir. Kii¢iik populasyonlarin varhigi ve markor
sayisinin kisith oldugu durumlarda, markdrler arasi rekombinasyon oranlari ile harita
mesafeleri kolaylikla hesaplanabilmektedir. Fakat haritalama verilerinin biiyiik oldugu
durumlarda saglikli istatistiksel analizlerin yapilabilmesi amaciyla bilgisayar

programlarina ihtiya¢ bulunmaktadir (Ozsensoy ve kurar 2013).

Genetik harita elde edebilmek igin hangi genetik element veya genlerin melez bitkilerde
bir arada ortaya ¢iktiginin belirlenmesi gereklidir. Ciinkii bunlar genetik olarak birbirine
baghdir ve kromozom iizerinde birlikte yer alirlar. Aslinda bir arastiricinin genetik
haritalama yapabilmesi igin arastiricinin en uygun populasyonlari seg¢mesi, bu
populasyonlar1 kullanarak ikili rekombinasyon frekanslarini hesaplamasi, baglanti
gruplarint belirlemesi, harita uzakliklarin1 Saptamasi ve harita sirasini belirlemesi
gerekir. Genetik elementlerin kromozom tizerindeki siralaniglart rekombinasyon
frekansina gore gergeklesmektedir, iki genetik element arasindaki mesafe fazlaysa
rekombinasyon frekans: yiiksek demektir. Birbirine yakin olan elementler arasinda
rekombinasyon olasiligi daha diisiik demektir. iki genetik element arasindaki gdzlenen
rekombinasyon frekansina gore elementler kromozom iizerinde siralanarak genetik
harita olusturulur. Rekombinasyon siklig1 ve genetik mesafe her zaman birebir olmaz.
Iki gen arasindaki mesafe 10 cM’dan diisiik ise bir baglantidan s6z edilebilir. Genom
haritalarinin hazirlanmasinda DNA markorlerin temel alinmasi; kalitim bilgisinin elde
edilmesinde markdrler agisindan smirsiz bir potansiyel kaynak olmasi ve haritalar
tizerindeki spesifik baz1 markdrlerin dogrudan belirli genlere ulagmayi temin etmesi gibi
iki onemli avantaj saglamaktadir. Bitki boyu, ¢iceklenme zamani, verim ve verim
unsurlari, Kalite, bazi hastalik zararlilara karsi dayaniklilik gibi birgok karakter kantitatif

olarak kontrol edilmektedir. Kantitatif ozelliklerin gen bolgeleri QTL (Quantitative
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Trait Loci) olarak adlandirilmaktadirlar. DNA ya da molekiiler markoérler kullanilarak
QTL’lerin yerlerini belirlemek ve genom iginde dagilimimi ortaya ¢ikarmak ve
haritalamak miimkiindiir. Bu genlerin genom igerisinde nerede olduklarini bilmek bitki
1slah1 ¢alismalar1 agisindan oldukg¢a onemlidir. Tarimsal 6nemi olan kalitsal 6zellikler
icin QTL’lerin yerlerinin tayini, gelecekteki genetik manipulasyonlara (yonli
degisikliklere) ve organizmalar arasinda gen transferlerine kapi agar. Molekiiler
markorlerin bulunmasi ve onlardan turetilen kromozom haritalari, kantitatif 6zelliklerin
genetik kontroliine ve onun parcalara ayrilmasmna olanak saglamistir. Kantitatif
ozellikler ¢cok sayidaki genden etkilendigi i¢in, bu genlerin genom igerisinde nerede
olduklar1 bilinmelidir. Uygun bir populasyonda QTL analizi olarak bilinen yontemin
uygulanmasiyla, belirli kromozom bolgesindeki ilgili genlerin yerleri saptanabilir,
etkilerinin biiyiikligli tahmin edilebilinir, gen etkisinin eklemeli veya baskin olup
olmadig1 belirlenebilir. Ustiin cesitleri elde etmek icin 1slah programlarindaki genlerin

diizenlenmesinde bunlar baslangi¢c adimlaridir (Asins 2002).

QTL analizinin en belirgin uygulamalar1 1slah ve 1slah Oncesi ¢alismalar ile QTL
klonlamada markoérler araciligiyla seleksiyondur. QTL analizinin temel amaci, QTL’1
dar kromozomal bdlgelere yerlestirmektir. Bu amagla deneme seklinin, agilan
populasyonunun tipinin, biyiikliigiiniin, sayisinin, DNA markérlerinin bilgi saglama
diizeyi ile polimorfikligi, baglant1 haritasinin kurulmasi ve QTL analizinin yapilmasi
icin istatistiksel metodolojilerin hepsinin birlikte degerlendirilmesi gerekir. Genetik

harita olusturulurken izlenecek yollar sirastyla soyledir:

Haritalamada kullanilacak en uygun populasyonun sec¢imi, DNA izolasyonu, izole
edilen DNA’larin polimorfik markorler yardimi ile DNA’nin belirli bir bolgesinin
PCR’da ¢ogaltilmasi, jel elektroforezi yapilarak bantlarin goriintiilenmesi, skorlama ve
son olarak da sonuglarin analiz edilmesidir. Bu haritalama bitkinin fonksiyonlarmin

bilinmesi i¢in gereklidir.
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2.10 Kiilleme ve Mildiyo Hastahigina Kars1 Dayamkhilik Islahinda Yapilan
Cahismalar

Dayaniklilik, hastalik ve zararli etmeninin ¢ogalma ve gelismesinin bitki tarafindan
engellenmesidir. Bitkinin hastalik ve zararli etmenine kars1 dayanikliligi; diistk, orta ve
yiiksek diizeyde gerceklesmektedir. Bitki yiiksek diizeyde dayanikli ise patojen hig
cogalamamakta veya c¢ok az diizeyde g¢ogalabilmekte, orta ve diisiik dayaniklilikta ise
hastalik ve zararli etmeni belli diizeyde ¢ogalabilmektedir. Dayaniklilik kalitsal olarak;
tek gen (monogenic), birkag gen (oligogenic) ve ¢ok gen (polygenic) tarafindan idare
edilmektedir (Roberts 2002).

Dayanikliligin ka¢ gen tarafindan idare edilmesinin bilinmesi 1slah g¢aligmalart i¢in
bliyik 6nem tagimaktadir. Tek gen tarafindan idare edilen dayaniklilik 1slahi
calismalari, digerlerine gore oldukga basit ve sonug elde edilmesi daha kolaydir. Cok
gen tarafindan yonetilen dayaniklilikta genomda bir¢cok bolge etkili oldugundan genel
olarak Mendel’in genetik acilim oranlarina uygun olmaya bilmektedir. Bu durum
kantitatif olarak Olgiilebilmekte ve bunlar QTL (Quantitative Trait Loci) olarak
adlandirilmaktadir. QTL {izerine cevre ve genler arasi interaksiyonlar biiyiik rol

oynamaktadir (Young 1996).

Molekiiler markorlerin uygulamaya aktarilabilmesi i¢in ilk Once lizerinde caligilan
hastalik ve zararli etmenine karsi dayamikliliktan sorumlu gen kaynaginin klasik
yontemlerle belirlenmesi gerekmektedir. Hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik
genleri ¢ogunlukla bitkilerin yabani formlarinda bulunmakta ve bu genler melezleme
calismalar1 ile yabani bitkilerin kiiltiir formlarina aktarilmaktadir. Kimi durumlarda
dayaniklilik geni veya genlerini tasiyan yabani tiirler ile bunlarin kiiltiir formlar
arasindaki melezlemeler basarili  olmamakta ve istenilen dayaniklilik geni
aktarilamamaktadir. Bu durum dayaniklilik 1slah1 ¢caligmalarina siirlama getirmektedir.
Bu sinirlamalar, doku kiiltiirii ve gen aktarim yontemleri kullanilarak asilmaya
calisilmaktadir. Dayaniklilik 1slaht calismalarinda molekiiler markorler 2 sekilde

devreye giriyorlar:
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a) Dayaniklilik geni ile ilgili markor olusturulmus veya gen klonlanmig

b) Dayaniklilik geni ile ilgili markér olusturulmamis veya gen klonlanmamis olma
durumuna gore uygulamada farkliliklar gostermektedir. Dayamiklilik geni ile ilgili
molekiiler markoér daha 6nceden olusturulmasi veya genin klonlanmasi dayaniklilik

1islah1 galismalarina kolayliklar getirmektedir (Boerma ve Hussey 1992, Vrain 1999).

Sonu¢ olarak; biyoteknolojik yontemlerden molekiiler markorlerin = sagladigi
avantajlardan faydalanarak dayanikliligin genetik mekanizmasini tanimlamak ve
tizimlerde dayaniklilik 6zelligi ile siki iliskili molekiiler markorlerin belirlenmesi ve
bunlarin geleneksel melezleme 1slahinda (Markoére Dayali Seleksiyon) amagl kullanimi
amaciyla ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Diinyada bagciligi sinirlandiran en 6nemli
hastalik etmenleri; kiilleme (Uncinula- erysiphe necator) ve mildiyo (Plasmopara
viticola)’dir. Mantar kokenli bu hastalik etmenleri asma gelisimini sinirlandirarak
Oonemli {irlin kayiplarina neden olmaktadir. Kaydedilen hizli ilerlemeler, molekiiler
markdr tekniklerinde, arastiricilara markorler yardimiyla erken seleksiyon imkani
sunmugstur. “Markdre Dayal1 Seleksiyon” (MAS) denen bu yontemde iizerinde ¢aligilan

arastiricilar ve arastirma sonuglar1 agagida kisaca 6zetlenmektedir.

Costacurta vd. (1987), 6 Vitis vinifera L. ¢esidi ile mildiyd’ya dayaniklilik saglamak
amaciyla tiirler aras1t melezlemelerden elde edilen 4 hibrit melezlenerek, sonuglarini
incelemeye almislardir. Kullanilan ebeveynlere gore degismekle birlikte, %20 oraninda
bir dayaniklilik saglanmistir. Dayaniklilik kontroliiniin poligenik oldugu saptanmuistir.
Elde edilen F1’lerin dayaniklilig1 arasindaki farklilik kullanilan hibritlerden daha ¢ok
kullanilan ebeveynlerden kaynaklanmistir. En dayanikli hibrit, Seyve-Villard 5276

olarak belirlenmistir.

Naidenova vd. (1987), Seibel ve Seyve-Villard (SV) hibritlerini, bir yildan fazla bir
stire ile dogal ve yapay kosullar altinda test etmislerdir. Sonugta SV12-375 hibritinin
mildiyo (Plasmopara viticola)’ye ve diger fungal hastaliklara yiikksek oranda

dayaniklilik gdsterdigini tespit etmislerdir.
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Mahfud ve Sarwon (1987), Endonezya’da yaptigi inokiilasyon c¢alismalarinda

mildiyd’ye en dayanikli ¢esitlerin Malaga ve Isabella oldugunu belirlemislerdir.

Ye vd. (1995), Horizon ve lllinois 547-1, iki interspesifik hibritinde RAPD
primerlerinden yararlanarak, asmalarda kiilleme hastaligina karsi dayanim haritasini
olusturmuslardir. Elde edilen F1 populasyonunda, incelenen 327 RAPD primerinden 90
adedi ile 504 adet skorlanabilen ve agilim gosteren DNA pargasi haritalamada
kullanilmistir. Bunlardan 42 adedi Horizon ¢esidinde 19 baglant1 grubunda 1099 cM’lik
ve 48 adedi de lllinois 547-1 ¢esidinde 20 baglanti grubunda 1059 cM’lik alana
yayildig1 bildirilmektedir. Calismada incelenen bireylerde 3 yillik arazi goézlemlerinin
degerlendirilmesi ile dayanikli 547-1 ¢esidinde 10 numarali baglanti grubunda bir

bolgenin, kiilllemeye dayanimi etkileyen bir QTL tasidigi sonucuna varmiglardir.

Buck ve Zyprian (2000), 150 bireylik populasyondan elde edilen “Regent” ¢esidi
fungal hastaliklara dayanikli ve “Lemberger” duyarli ¢esidi arasindaki melezleme
sonucunda sectikleri 47 birey iizerinde genom haritast ¢ikarmak i¢cin RAPD

markorlerini test etmislerdir. Arastiricilar 11 baglant1 grubu ortaya ¢ikarmislardir.

Kozma (2000), fungal hastaliklara dayanimi aragtirmak igin, Vitis amurensis hibritleri,
Vitis vinifera gesitleri ve Franko-Amerikan hibritlerini kullanarak, dogal ve yapay
enfeksiyonun yapildig1 ¢aligmalarinda, dayanim diizeyleri 5 asamada belirlemisler ve
kiilleme ve mildiydye dayanimin dominant karakterde oldugu iddea etmislerdir.
Dayanim derecesi ebeveynin genetik kaynagina gore degisiklikler gostermistir. Franko-
Amerikan hibritleri ile Dogu Asya V. amurensis hibritlerinin dayanim 1slah1 ¢alismalari

i¢in 1y1 bir kaynak olabilecegi arastirici tarafindan belirtilmistir.

Luo vd. (2001), [Xun-3 (V. quinquangularis, mildiyd’ye dayanikli) x Ugni Blanc (V.
vinifera, mildiyd’ye dayaniksiz)] melezinden F1’ler analiz edilmistir. Once mildiyd’ye
dayanikli genleri bulmak i¢in bir BSA (Bulk segregasyon analizi) yapmigslar. Daha
sonra yaklasik 280 RAPD (Operon) primeri kullanmislardir ve bunlardan sadece 160
adet belirgin bantlar olusturmustur. OPO06-1500 primerini bir major Rpvl lokusu ile
cok siki bagli oldugunu ortaya c¢ikarmiglardir. Bu lokus mildiyd hastaligi ile
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baglantilidir. Mapmaker software analizine gore bu primer Rpvl lokusu ile sadece 1.7
cM uzakta oldugunu tespit etmislerdir. Daha sonra bu RAPD markériinii sekansladiktan
sonra SCAR markdriine doniistiirmiislerdir. Bu calisma (Cin iilkesine ait bir yabani
cesit) V. quinquangularis ile V. vinifera’dan melezlenen 5 diger genotiplerini ¢ok daha
hizli analiz etmislerdir ve SCAR markorleri sadece dayanikli ¢esitlerde bant verdikleri

icin 1slah programlarina uygun ve hizli bir markor olarak kullanmiglardir.

Reisch (2001), kiillemeye kars1 Horizon (hassas) ve Illinois 547- 1 (Vitis rupestris x V.
cineria) (dayanikli) bireylerin melezlerinden olusturdugu populasyonun iginden se¢tigi
272 bireylerle kurdugu yeni plantasyonda, AFLP markor kullanarak gerceklestirdigi
BSA (Balk Segragation Analizi) sonuglarina gore, kiillemeye dayanikli lokus tespit
etmistir. Calismada kullanildig1 2 DNA markdriin kiillemeye dayaniklilik mesafesi 12
cM’dan daha yakin olarak belirlemislerdir.

Dalbo vd. (2001), kiilleme ve siyah giiriikliikk hastaliklarina dayanimin kalitimini
calismak i¢in Ye vd. (1995)’m olusturdugu Horizon x Illinois 547-1 populasyonunu
kullanmistir. Her iki ebeveyne ait genetik haritalar ¢ikarilmis ve 20 adet baglanti grubu
belirlenmistir. Calismada RAPD primerleri temel olustururken, ek olarak 30
mikrosatelit ve 4 STS (Sequence Tagged Sites) markdrii sonuglarina gore 10 adet
homolog baglanti grubu tespit edilmistir. Birbirlerinden ortalama uzaklig1 7.5 ¢cM olan
451 markdr haritalar iizerine yerlestirilmistir. Islah programinda kullanilma amaciyla,
kiillemeye dayanimda gorev alan en giicli QTL (547-1 ¢esidinde 10 baglant1 grubu)
secilmistir. Bu QTL’e yakindan bagli bir RAPD markorii (CS25b) ve bir AFLP markorii
(AfAAB), CAPS markoérlerine doniistiiriilerek ayni dayanim kaynagmin kullanildigi
farkli melezlerde QTL acilimi takip edilmistir. Biitiin melezlerde, kiillemeye duyarl
bireylerin ylizdesinin, bu markorler esas alinarak yapildiginda Onemli dlgilide

azaltilabilecegi sonucuna varilmistir.

Pauquet vd. (2001), Vitis vinifera x M. rotundifolia melez kombinasyonunda kiilleme
(Uncinula necator) hastaligina dayaniklilikla iliskili dominant bir gen bolgesi tespit
etmigler ve (Bouquet 1986) bunu Resistant Uncinula Necator (Runl) geni olarak

gostermistir. 157 bireyden olusan BCS5 populasyonu {iizerinde AFLP markoérlerini
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kullanarak yaptiklar1 ¢alismada. Cabernet Sauvignon ¢esidini duyarli kontrol ¢esit
olarak kullanmiglardir. 13 AFLP markorii 22 adet Runl tasiyan genotip ile 16 duyarli
genotip lzerinde ileri diizeyde arastirtlmistir. 13 AFLP markori igerisinden, bu gen ile
genetik haritada siki baglantili olan 3 AFLP markorii tespit etmisler ve bu markorlerin
(MDS= Markore Dayali Seleksiyon) yontemi ile kiilleme hastaliklarina dayanikli
bireylerin erken tespiti icin elverigli bir ara¢ olarak bildirerek, bu amagla daha genis
populasyonlarda denenmesi gerektigini bildirmislerdir. Ancak Runl geni Vitis vinifera
L. tiiriinden farkli olarak 2n=40 kromozom sayisina sahip bir Muscadinia tiiriinden
kaynaklandig1 i¢in, 2n=38 olan Euvitis alt cinsine ait tiirlerin kullanildigi melezleme

calismalarinda dayaniklilik 6zelligi ile iliskisi sinirli olacaktir.

Donald vd. (2002), daha onceden klonlanmis patojen dayaniklilik genlerini asmada
deneyerek RGA (Dayaniklilik Gen Analoglarini) ¢ogaltmaya ¢aligmislardir. 28 adet
asma RGA dizileri tanimlanmis ve %70 veya daha fazla niikleik asit, dizi 6zelligine
dayanarak, 22 alt gruba boliinmiistiir. Her grubun temsilcilerine ait RFLP ve AFLP
markdérleri Runl lokusuna baglanti agisindan taranmustir. Ozellikle 2 adet RGA (GLP1-
12 ve MHD145) markériin Runl geni ile siki baglantili oldugunu belirlemislerdir. 3
RGA ve 13 AFLP markorii bu lokusa siki sekilde baglantili bulunmustur. Bu
markorlerden 2 RGA (GLP1-12 ve MDH145) ve 10 AFLP markoérii dayanikli genotipte
ayni anda agilim gostermistir. 3 markdér (MHDO98) sadece 2.4 cM’lik bir pozisyonda
Runl lokusunda bulunmaktadir. 22 Runl tasiyan dayamikli genotip ile 16 duyarh
genotip, 13 AFLP markérii kullanilarak analiz edilmistir. 3 markoriin sadece dayanikli
genotiplerde bulunmus olmasi, kiillemeye dayanikli asma cesitlerinin markor
araciligiyla seleksiyonu i¢in bir olanak saglayabilir. Arastiricilar, gen ile birlikte agilim
gosterdigi tespit edilen markorler arasinda rekombinasyonun goriilmesini bu bolgede
rekombinasyonun miimkiin olabilecegi ve daha biiylik populasyonlarda arastirilmasinin
gerekecegi seklinde ifade etmislerdir. Calismanin devaminda bu RGA primerleri daha
sonra ¢ogaltilan DNA 6rnekleri ECOR | enzimi ile kesilerek, analizi daha kolay olan
CAPS markore gevrilmistir. 870 bp biiyiikliigiindeki PCR fiiriinleri, ECORI enzimi ile
kesildiginde 670 bp ve 200 bp biiyiikliiglindeki kesim {iriinii bantlar yalnizca dayanikli

genotiplerde goriiliirken, hassas bireylerde goriilmemistir.
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Kozma (2002), Macaristan’da fungal hastaliklara dayanikli iiziim ¢esitlerinin
melezleme calismalart 1949 yilinda baglamistir. En erken sonu¢ 1970 yilinda
Zalagyongye ¢esidinde elde edilmis, bunu degerli cesitler takip etmistir. Zalagyongye
bu cesitler i¢inde en yaygin olamidir. Bu ¢esidin popularitesinin sebebi, dayanikli
olmasi, erken olgunlasma ve 1iyi bir tada sahip olmasidir. Bu c¢esitler sadece

Macaristan’da kalmamus, diger liziim tiretici iilkelere de yayilmistir.

Kozma ve Dula (2003), kiillemeye dayanimini inceledikleri ¢alisma sonucunda, iki
hibrit ailesinde (Muscadinia x V.vinifera BC4 x Franco American hibrit x V.vinifera x
V.amurensis) ve Muscadinia x V.vinifera BC4 x (V. amurensis x V.vinifera) BC2), Runl
geninin Muscadinia’dan gelen kiillemeye dayanimindan sorumlu mildiyo dayanimi ile
baglantili oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar ebeveynlerinden daha fazla mildiydye

dayanikli hibritler elde etmislerdir.

Marino vd. (2003), Vitis Muscato bianco (Vitis vinifera) x V. riparia melezlemesinden
elde edilen populasyonunda SSR ve AFLP markorleri kullanarak yapraklarda mildiyoye
dayanim ve tanede aroma bilesikleri i¢in QTL analizi yapmislardir. Ana ebeveyn
haritast 403 SSR ve AFLP markorleri ile 21 baglantt grubundan (1.128 cM) ve baba
ebeveyn haritast 502 SSR ve AFLP markdrleri ile 20 baglanti grubundan (1.143 cM)
olusmustur. Mildiydye dayanimin belirlenmesi i¢in dogal enfeksiyon ve yapay
inokiilasyon sonrasi degerlendirme yapilmistir. Yapay inokiilasyon sonrasit mildiyd

semptomlar1 ve serbest aroma bilesikleri ile ilgili QTL rapor edilmistir.

Merdinoglu vd. (2003), 151 RAPD, 13 ISSR ve 208 SSR primeri kullanarak
Muscadinya tiziimlerine mildiyé dayanimi1 kazandiran gene bagli molekiiler markorleri
tanimlamak amaciyla BSA metodunu kullanmiglardir. Varyans analizi sonucunda 1
RAPD, 4 ISSR ve 8 SSR’in dayanim {izerine Onemli etkide bulundugunu
belirlemislerdir. Bunlardan 12 adedi ayn1 baglanti grubunda 45 ¢cM’lik bir bdlge igine
yerlesmistir. Dayanim QTL’in varligi aralik (interval) haritalama ile dogrulanmistir. Bu
sonuglar; Rpvl (Plasmopara viticola dayanim geni) olarak isimlendirilen bu QTL’in
muscadinia liziimlerinde dayanim saglayan gen oldugunu diisiindlirmektedir. Rpvl,

ayrica kiilleme dayanim geni Run1’e yakindan baglantili bulunmustur.
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Regner vd. (2003), 70 bireylik bir Welschriesling x Sirius (KI.K1977) populasyonunu
kiilleme ve mildiyoye tolerans acisindan agilim gosteren, 160 SSR ve 190 RAPD
markorlii ile aragtirmiglardir. 7 RAPD markoriiniin  kiillemeye dayanimla onemli
derecede baglantili oldugunu bulmuslar. Tek bir markoriin etkisinin yiliksek olmamasi,
dayanimin birden fazla allele dayali oldugunu dogrulamistir. Arastiricilar baska bir
populasyonda, (Gr. Veltliner x Seyval= KI.K1979) elde edilen bu markdrleri
incelemistir; ancak RAPD markérleri arasinda herhangi bir ortaklik saglanamadigini
tespit etmislerdir. Arastiricilar populasyondaki birey sayisi ile markor sayisinin

arttirtlmasinin gerekli oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Zyprian vd. (2003), fungusa dayanikli iki hattin (Gf.Ga-47-42 x Villard blanc)
melezlenmesi ile elde ettikleri populasyonu kiilleme ve mildiyd hastaliklarina karsi
molekiiler markorleri kullanarak analiz etmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen
haritanin daha onceki ¢aligmalarinda kullandiklar1 Regent x Lemberger populasyonuna
ait harita kadar doygun olmamakla birlikte bu haritanin, fenotipik karakterlere ait
QTL’lerin genetik bdlgelerinin korelasyonu g¢alismasinda kullanilabilecegi goriistinii
bildirmislerdir. Arastiricilar her iki haritay1 kullanarak fungal patojenlere dayanimla

ilgili genetik faktorlerin karsilastirmasini yapabileceklerini dile getirmektedirler.

Fischer vd. (2004). ‘Regent x Lemberger’ populasyonunda fungal hastaliklara
dayanima yonelik yaptiklar1 arastirmada, 153 bireyde, 185 AFLP, 137 RAPD, 85 SSR
ve 22 SCAR veya CAPS markdriinii kullanarak, fungal hastaliklara dayanima yonelik
genetik harita olusturmuslardir. Ana ebeveynde kiillemeye dayanim i¢in 1 adet QTL,
16’mc1 baglantt grubunda ve mildiy6’ye dayanim igin birden fazla QTL, 9 ve 10’uncu
baglanti guruplarinda saptanmistir. Olgunlagsma zamani, tane biiyiikliigli ve koltuk

stirglinli biiylimesine yonelik bagka QTL’ler bulunmustur.

Zyprian vd. (2005), fungal hastaliklara dayanim ve tat bilesiklerine yonelik Gf.Ga.47-
42 x Villard blanc genetik haritasinda c¢alismalar yapmislardir. Melezleme
populasyonundan elde edilen sonuglar1 Regent cesidine ait genetik haritanin QTL
iliskisi ile karsilastirmisglardir. Regent’te saptanan kiilleme hastaligina dayanim

markdrleri yeni bir melezlemede test edilmistir. Dayanimin yaninda tat bilesiklerinin
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Gf.Ga 47-42 1slah hattindan elde edildigini ve Villard blanc’in daha naturel beyaz sarap

verdigini ifade etmislerdir.

Barker vd. (2005), Asmalarda yapay bakteri kromozom kiitiiphanesi (BAC) kullanarak,
kiillemeye dayanikli Runl geninin genetik ve fiziksel haritasini olusturmuslardir.
Kiillemeye dayaniklt gen Run 1 tarafindan kontrol edilmektedir. Bu gen tek dominant
gen olarak Muscadinia rotundifolia’da bulunmaktadir. Runl, V. vinifera’ya bir psodo
geriye melezleme strategisi ile gecerek, genetik markorler ile bellirlenmistir. Bu
calismada dayanikli genin kapsamli sekilde yapis1 ve fiziksel haritasinin ileri pozisyonel
klonlama dayaniklik {izerinde ¢alismalarin sagladigini  agiklamiglardir. Fiziksel
haritalama yapay bir bakteri kromozomu kiitiiphanesi (BAC) tarafindan kurularak ve
Runl genini tagiyan dayanikli bir V. vinifera’dan genomik DNA izolasyonu yontemi
kullanarak yapmislardir. 20 yeni genetik markorler ile BAC’in Ortiisiim sagladiginm
ortaya ¢ikarmislar ve bunun Runl lokusuna bagli olarak yakindan incelenmeye
almiglardir. Dayaniklilik geninin yerini SSR markori (VMC4£3.1) ile BAC sonu
tiiretilmis markdr CB292.294 arasi olarak belirlemislerdir. Bu bolge 2 dayanikli multi

genin benzer soylarini (RGA) i¢cermektedir.

Yasa (2005), 300 adet RAPD primeriyle Italia x Mercan’dan meydana getirilen F1
populasyonunu kiillemeye dayanikliligini incelemis, test edilen RAPD primerleri ile bu
populasyon i¢inde c¢ok diislik oranda (%37) polimorfizm tespit etmistir. LOD 3.0°da
Mercan ve Italia ¢esidine ait elde edilen haritalarda sirasiyla 8 ve 6 adet baglanti
guruplan {izerinde sayilar1 2-3 arasinda degisen markdr bulmustur. Italian ¢esidinde
sadece OPI4c ve OPI4d arasinda (5.0 cM) ve OPD3a ve OPD4a arasinda (9.2 cM)
gercek bir baglanti tespit edilmistir. Mercan ¢esidinde ise sc10826b ile OPM?2a arasinda
(6.8 cM) bir baglant1 gdzlenmistir.

Isci (2006), italia ve Mercan iiziim cesitlerinin melezlenmesi sonucu elde edilen
Fl’lerde genom haritasini ve Fungal Kokenli Hastaliklara Yonelik kodominant
markdrlerden SSR ve dominant markdrlerden AFLP kullanarak gerceklestirmistir.
Genom haritalamasi i¢in ¢ift yonlii yalanci melez teknigi kullanilmistir. Haritalamanin

yapilmasinda Mapmaker/Exp 3.0 paket programinda 3.0 LOD degeri kullanilmig, ana
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ve babaya ait 2 ayr1 genetik baglanti haritasi bulunmustur. Haritanin anaya ait 6, babaya

ait 1 baglant1 grubu icerdigi bildirilmektedir.

Akkurt vd. (2007), mantar hastaliklarina dayanikli Regent ile hassas Lemberger
¢esitlerinin melezlemesinden olusturulan genetik haritayr (Fischer vd. 2004) kullanarak,
kiilleme (Uncinula necator) hastaligina dayaniklilik ile iligskili QTL bdlgesinden 7 adet
RAPD markorii daha stabil ve tekrarlanabilir molekiiler markor teknigi olan SCAR
markdére c¢evirmiglerdir. Arastiricilar  kiilleme’ye dayaniklilikla iliskili SCAR
markorlerden SCORA7-760 ve ScORN3’iin yalnmizca dayanikli genotiplerde bant
verdigini, hassas genotiplerde bant vermedigini tespit etmislerdir. Gelistirilen bu
markdrlerin farklt melezleme kombinasyonunda (Gf.Ga-47 42 x Villard Blanc) aym
sonucu verdigi, ilave olarak Amerikan kokenli dayanikli Vitis tiirlerinde de benzer
sonuclar verdigini tespit ederek, bu iki markoriin kiilleme’ye dayaniklilik 1slahinda
MDS i¢in kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 arastiricilar ScoRA 14 markdriin
mildiy6’ye kars1 dayaniklilik 1slahinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Eibach vd. (2007), VHR 3082-1-42 x Regent melezinde 119 bireyden fungal
hastaliklara dayanima yonelik yaptiklari melezlemede molekiiler markorleri (UDV 108,
UDV 130, UDV 15, VMCNC2f12, GLP1-12, ScoRA7, VVIV67, VMC_4d9.2a)
kullanarak, dayaniklilik geninin piramitlenmesi tizerinde ¢alismislardir. VRH3082-1-42,
Muscadinia rotundifolia G52 x Malaga seedling No. 1 melezlemesinden elde edilen
hibritlerin 4 kez Vitis vinifera ile geriye melezlenmesi sonucu elde edilmistir.
VRH3082-1-42; CAPS-markér GLP1-12 markorii ile baglantili olan, kiillemeye
dayanikli, Runl-geni tasimaktadir. Aym1 zamanda, mildiydye karsi dayaniklilik
saglayan, Rpv1 genini de tasimaktadir. ‘Regent’ ise hem kiillemeye hem de mildiydye
dayanikli yeni bir ¢esit olup, 1996’da Almanya’da ticari kullanim i¢in tescil edilmistir.
Fenotipik degerlendirme mildiy6 i¢in yapay, kiilleme i¢in dogal inokulasyonlar sonrasi
gerceklestirilmistir. Fenotip degerlendirmeleri sonrast 20 genotip hem kiilleme hemde
mildiydden ari goziikmiistiir. VRH3082-1-42 x ‘Regent’ in populasyonu iizerinde
yiiriitiilen arastirmalar sonucu; GLP1-12 markoriintin Runl geni dolayisiyla kiillemeye
dayaniklilik ile siki sikiya bagli oldugunu gosterirken; Rpvl-geni ile ilgili markdrlerin

de mildiydye karsi Regent’ten kaynaklanan dayaniklikla baglantili oldugunu
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gostermistir. Arastirmada genotiplerin degerlendirilmesinde ise; VMC-4d9.2a, UDV-
015b, VVIv67 ve SCORA7-760 markorlerinin kiillemeye dayanimla iligkili oldugu (19
% enfeksiyonsuz, 37 % hafif enfeksiyonlu), UDV-130, VMCNG2-f12 ve UDV-108
markorlerinin ise; mildiyoye dayanimla ilgili oldugu (71 % enfeksiyonsuz, 25 % hafif
enfeksiyonlu smif 3) belirlenmistir. Mildiydye dayanimla markdrler arasindaki iliski;
kiillemeyle iliskili olan markdrlerinden daha kuvvetlidir. Kiilleme ve mildiyo dayanimla
ilgili markorler ile markore dayali seleksiyon (MAS) uygulamasi; dayaniklilikla iliskili
genlerin piramitlenmesi miimkiin olmustur. Sonu¢ olarak; 1slah programlarindan
piramitleme yontemi igin, fenotipik degerlendirme ve markore dayali seleksiyonun

(MAS) kombinasyonu 6nerilmektedir.

Molnar vd. (2007), ¢alismalarinda Runl lokusunu belirtmek igin 1slah programinda
molekiiler markdrlere dayali MAS yontemi kullanilarak uygulamalar yapmislardir. BC5
hibritlerinde patojen (kiilleme) bulagtirlmasindan 3 hafta sonra incelemeye alinan
bitkiler; hassas ve dayanikli seklinde ayrilmistir. GLP1-12 primeri ile PCR kosullarinda
cogaltilan Dbantlar ECOR1 enzimi ile kesim yapilarak PCR-RFLP analizleri
gerceklestirilmistir. ECOR1 enzim uygulamasi yapilan dayanikli cesitlerde, DNA
amplifikasyonu triinlerin 2 parga (670 ve 200 bp) uzunluguna boliindiigil, dayaniksiz
cesitlerde kesim gerceklesmedigi belirlenmistir. SSR analizleri icin VMC443.1 ve
VMC8g9 primerleri kullanilmistir. Bitkilerin = %90-99’unda; VMC8g9 primeri
kullanilarak yapilan analizlerde Runl locusunun belirlenebilirlik oranmin diger 2
primere gore daha fazla olmasindan otiirii diger primerlerden basarili bulunmustur.
Agaroz jelde dayanikli ve duyarli gesitlerin baz uzunlugu sirayla 160-167 bp olarak
ayrimi ortaya ¢ikmistir. Molekiiler markorler ile taranarak yapilan analiz sonucunda;
GLP1-12 ve VMCB8q9 primerlerinde, dayanikli ¢esit 66 adet, duyarli ¢esit 63 adet
olarak ve VMCA4f£3.1 primerinde, dayanikl ¢esit 61 adet, dayaniksiz ¢esit 68 adet olarak
belirlenmistir. Fenotip sonuclarina baktiklarinda, dayanikli ¢esit 67 adet, duyarh cesit
ise 62 adet olarak belirlenmistir. Bu yiizden GLP1-12, VMC8g9 ve VMC4{3.1 primer
sonuglarmin fenotip sonuglariyla kiyaslandiginda; GLP1-12, VMC8g9 primerlerinin

kiillemeye dayanikli oraninin diger primere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Welter vd. (2007), V. vinifera tiiriine ait dayanikli Regent ve hassas olan Lamberger
cesidine ait melezleme yapmuislar; kiilleme ve mildiy6 hastaliklari ile ilgili genetik harita
olusturarak QTL analizleri {izerinde bir ¢alisma ortaya koymuslardir. 144 F1 genotip
igin farkli molekiiler markorler kullanmiglardir. 430 markor, Kosambi fonksiyonu ile
LOD 7.0 seviyesinde haritalanmistir. Markorler, 19 baglanti grubunda genel ortalama,
1.585 cM yayilim gostermis ve bunlarin arasindaki mesafe 3.67 cM olarak tespit
edilmistir. Dayaniklilik faktorii iki hastaligi tespit etmistir: U. necator igin bir biiyilik
QTL 15 nolu LG iizerinde saptanmis ve P. Viticola kars1 bir biiyiik ve 3 kiigiik QTL
(Biiytik olant 18 nolu baglanti iizerinde ve kiiclikleri sira ile 4, 5 ve 12 baglanti
tizerinde) tespit edilmistir. Biitiinii ile 21 fonksiyonel gen markorleri, 16 dayanikli gen
adaylarindan tahmin edilmistir. 13 RGA (Dayanikli Gen Analogu) markorleri, 5 RGA
primer test ciftleri, tiiretilen 13 RGA markorleri ile eslestirilmis olabilir. En 6nemlisi
sonucta bu c¢aligma sadece kiilleme ve mildiyd’ya ait genom bolgelerinin tanimlanmasi
icin degil; her iki hastaliga ait olan dayanikli gen adaylarinin, gen bolgeleri tarafindan
yerleserek iki biiyiik dayanikli QTL kapsaminda genetik bolgeleri ile birlikte yer alan

dayanikli aday genlerinin tanimlanmast i¢in yapilmistir.

Hoffman vd. (2008), calismalarinda ‘Kismis Vatkana’ c¢esidinde Erysiphe necator
mantarinin sinirlamasit sonucunda, kiillemeye dayanikliligin tek bir lokus tarafindan
kontrol edildigini gostermislerdir. Vitis vinifera tiiriine ait bu g¢esit, Asya’nin
merkezinde yetistirilmektedir. Kiillemeyi olusturan bu mantar ¢esidi (Erysiphe necator),
dogal ve yapay inokulasyonlarda goriiliir simptomlar tiretmemektedir. ‘Kismis vatkana’
patojenin epiderm hiicrelere girmesine izin vermektedir, ayn1 hassasiyete sahip olan
Nimrang ¢esidi gibidir; ama mantarin yayginlasmasinda sinirlar olusturmaktadir.
Kismis vatcana’da conidiforlarin yogunlugu (33.6 + 8.7 conidiophores mm-2) Nimrang
cesidinde ise (310.5 + 24.0 conidiophores mm-2), 120 saat inokulasyondan sonra ¢ok az
goriinmiistiir. ‘Nimrang’ x ‘Kigsmis vatkana’ melezinden olusan 310 populasyonunda
mantarin  olup olmadigi 2 mevsim boyunca denetlenmistir. Kismis vatkana’da
heterozigot olan kiillemeye dayanikli tek bir baskin (REN1) alleli fenotipik ayrimlar ile
ortaya ¢ikarmislardir. Tiim genom i¢inde Bulk ayrim analizleri, 195 SSR markori ile
yapilmis ve sonuclar1 ortaya ¢ikmistir. Bulk analizleri icerisinde Kismis vatkana’dan

gelen 2 allelin dayaniklilik pik yogunluk oranlarini her markdr igin Olgerek
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sonuc¢landirmiglardir. En 6nemlisi, daha 6nceki ¢calismalarda 13 baglant1 grubu iizerinde
hi¢ rastlanmayan (REN1) kiilleme hastaligina dayaniklilik ile ilgili lokusu, bu ¢alismada
fenotipik sonuglara dayanarak RENI kiillemeye dayanikli lokusu olarak 13. baglanti
grubu tizerinde bulmuslardir. Ayrica bu lokus, M. rotundifolia’da bulunan 12 nolu
baglanti grubu iizerinde (RUN1) lokusuna ait dayaniklilik geninden tamamen farkli bir
lokus olarak ortaya g¢ikarmiglardir. 310 bireylik populasyonun analiz sonuglarinda
markore dayali seleksiyon (MAS) yardimi ile dayaniklilik (REN1) lokusun 7.4 cM
araliklarla hedef bolgeye sarilmasi sdylenmistir. Sonucta REN1 lokusuna ait en yakin
markérlerin VMC9H4-2, VMCNG4E10-1 ve UDV-020 oldugu ve lokusa 0.9 cM
uzaklikta oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica bu primerler i¢in sira ile dayanikli alleller,
283, 259 ve 128 bp olarak tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak Kismis vatkana’nin Asya
Bolgesi sinirlart igerisinde REN1 lokusunu tasiyarak kiillemeye dayanikli c¢esit

oldugunu ortaya koymuslardir.

Bellin vd. (2009), ¢alismalarinda Vitis vinifera'ya ait mildiyoye hassas Chardonnay ve
[Bouvier x ‘Villard Blanc (dayanikli hibrit)] melezinden ortaya ¢ikan ‘Bianca’ ¢esidini,
mildiyo hastaligina dayanikli olarak kullanmiglardir. Bunlarin melezinden olusan 116
bireyin mildiydye dayanikliligin ayrimimi QTL ile belirlemek icin bu ¢alismay1
yapmiglardir. Bireyleri, hem sera kosullarinda hem de bagda mildiy6 mantarina maruz
birakmus; bitkinin tepkisini 2-6 giin inokulasyondan sonra siyah renkte nekrozlarin olup
olmadigimi incelemislerdir. 18 nolu kromozom iizerinde Rpv2 lokusunun hemen
asagisinda, QTL piklerin degerlendirmesi ile Rpv3 lokusunun oldugunu belirlemislerdir.
Bu lokus ilk olarak Regent ¢esidinde 4 sene boyunca yiiriitiilen denemeler ile %56’ nin
tizerinde genetik dagilimi gosterdigi ispat edilmistir (Fischer vd. 2004, Welter vd.
2007). Ancak arastiricilar QTL piklerinin fazla agagi yukari ¢iktigindan, birden fazla
dayanikli genom fonksiyonunun oldugunu diisiinerek bu c¢alismay1 siirdiirmiiglerdir.
Bianca ve Chardonnay’nin genetik haritasini bir psédo test melezi kullanarak ortaya
cikarmiglardir. Rpv3 lokusunun yerini 2.9 cM mesafe ile UDV-305 ve VMCT7F2
markorlerin  arasinda oldugunu belirlemislerdir. UDV-305 markorii BAC  klon
VVCS1HO60E17, Cabernet Sauvignon g¢esidinin 2067 genleri tarafindan ortaya
cikmistir. UDV-305 yiiksek duyarlilik lokusunun iist sinirinda yer almaktadir. 18 nolu

kromozom {izerinde bulunan QTL, bu calismada smirda bir QTL halinde dayanikli
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(Bianca) geside ait serada yaprak disk {izerinde bulunan 7 nolu kromozom iizerinde
oldugunu tespit etmislerdir. Bu minér, QTL serada inokulasyon ile ilgili %3.8 fenotipik
dagilimin yogun oldugunu, bagda ise %12.1°’e kadar ¢iktigini ortaya ¢ikarmislardir.
Dayaniksiz Chardonney c¢esidinde bu mindér QTL’in, 5 nolu kromozom iizerinde ve
yogunlugun %24.5 oldugunu tespit etmislerdir. Son olarak Bianca’da bulunan Rpv3
lokusu ve M. rotundifolia’da bulunan Rpv2 lokusunun yeri PN40024 {iziim sekans
araliklar1 ile belirlenen ve bu iki bolgenin ayni 18 nolu kromozom iizerinde yaklasik
1.5Mbp uzaklikta yer aldigimi ortaya ¢ikarmislardir. Tam anlamiyla Bianca gesidinde
mildiyoye dayaniklilik fenotipik ayrim, 18 nolu kromozom iizerinde, Rpv3 lokusuna ait

tek bir dominant allel olarak sonuglanmastir.

Kozma vd. (2009), bu ¢alismada Muscadinia rotundifolia ve Vitis vinifera’ya ait
‘Kismis vatkana’ melezinden BC3 ve BC4 hibritleri ile V. amurensis X V. vinifera
hibritleri kiillemeye dayanikli yeni ¢esit gelistirmislerdir. Vitis vinifera’nin bir¢ok ¢esidi
kiillemeye hassas olarak taninmaktadir. Ancak Kismis vatkana gesidi tam tersine hem
dogal hem de yapay ortam kosullarinda kendinden dayanikli belirtiler gostermektedir.
Kiillemeye dayanikli Runl lokusu; Muscadinia rotundifolia ¢esidinde tanimlanmustir.
2000 yillarinda bagladiklar1 1slah projesi ile ilgili sofralik ve saraplik ¢esitlerde en iyi
kaliteye ulagmanin amaglanmasina, ayrica kiillemeye de dayanikli olmasimna 6nem
vermiglerdir. F1’lere hem serada yapay sartlarda inokiilasyon yapildi, hem de bagda
FI’ler bu hastalia tabii tutulduktan sonra dayanikli ve hassas ¢esitler 1:1 oranla Runl
geninde dominant kalitimi ortaya ¢ikti. Muscadinia rotundifolia tiiriinde ise; patojenlere
karst dayaniklilik 6zelligi kismen degil baskin olarak goriilmektedir. Hassas olarak V.
vinifera tiirtinden ‘Nimrang’ ¢esidi ile Vitis vinifera’ya ait ‘Kismis vatkana’ melezinden
olusan F1’lerde bir kalitsal dominantlik seklini bulmustur. Kismis vatkana’dan gelen
dayanikli genin (Renl), islah i¢in yiiksek kalitede dayaniklilik sagladigi anlasiimustir.
(M.rotundifola x V.vinifera) BC4x Cardinal ¢esidiyle melezleme sonucunda BCS5 {iriinii
ortaya ¢ikmistir. PCR-RFLP (GLP1-12) ve SSR (VMC8g9 ve VMC413) teknikleriyle,
ortaya ¢ikan BCS5 iiriiniinde kiillemeye dayaniklilik isaretleri bulunmustur. Birgok Vitis
tirlerinde (V.Rupestris, V.Berlandieri, V.Labrusca, V.Rubra); patojenlere Kkarsi
dayanmiklilhik o6zelligi kismen goriilmektedir. Abiyotik stresler ile meydana gelen

dayanikliligin  bulundugu halde, tam olarak fungal hastaliklara dayaniklilig
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bilinmemektedir. Bu ¢aligmada ilk 6nce, SSR primerleri ile saf vinifera tiiriine ait
Kismis vatkana c¢esidinde molekiiler yontemlerin dayanikli geninin tam yerini

saptamaya calismislardir.

Coleman vd. (2009), kiillemeye dayaniklilik geni, REN1 Orta Asya kokenli iki
asmadaki bir NBS-LRR gen grubundan ayrilmaktadir. “Kismis vatkana” ve
“Dzhandzhal kara”, V. vinifera tiirleri arasinda kiillemeye kars1 dayaniklilik konusunda
tektir. Bu ¢alismada; “Kismis vatkana’ya” gore, bagcilik i¢in 6nemli olan ve bazi ayirt
edici ozelliklere sahip “Dzhandzhal kara”, REN 1 geninin varligin1 (6rnegin; ¢ekirdekli
ve ¢ekirdeksiz sofralik iiziim), duyarli asmalar ile melezlenmis dayanikli tiirden birini,
iki ayr1 dol grubu igerisindeki 461 yavru dolden alinan rekombinantlar kullanilarak
Renl lokusunun tam yerini, gen igerigini, yapisal organizasyonunu ve PN40024 dizili
asmada benzer olan 1.4-Mb Renl bolgesinin gelisim dinamigini, “Kismis vatkana” ve
“Dzhandzhal kara”nin genetik alt yapisini ortaya ¢ikarmak icin yapilan akrabalik ve

populasyon analizlerini gostermektedir.

Marguerit vd. (2009), calismalarinda Vitis vinifera Cabernet Sauvignon ile Vitis
riparia Gloire de Montpellier ile bir psédo test cross yapmis ve ortaya ¢ikan 138
bireyde 212 DNA markor (199 SSR, 11 SSCP) ve 2 adet morfolojik markor kullanmas,
1,249 c¢M bir baglanti grubunu ve markorler arasinda ortalama 6.7 cM bir mesafe
oldugunu ispat etmislerdir. Mildiyo hastaligina dayanikli QTL 9 ve 12 baglanti gruplar
arasinda oldugunu sdylemektedirler. Ayrica cinsiyeti ile ilgili bu lokusun LG2 iizerinde
(VVACS primeri) oldugu ile ilgili LG 1, 14, 17 ve 18 baglant1 grubu iizerinde
bulundugunu saptamislar, ayrica ¢alismalarinda hem mildiydye dayaniklilik ile ilgili
hem de cinsiyet ile ilgili birbirine yakin baglanti gruplarinin izlerinin oldugunu tespit

etmislerdir.

Katula-Debreceni vd. (2010), BC5 (BC4 x Kismis vatkana) melezlerinden, MDS
markor yardimi ile seleksiyon yontemi kullanarak kiillemeye dayanikli 2 baskin genin
gecmesini 441 F1’de arastirmiglardir. Markor yardimi ile seleksiyon iki dominant
kiillemeye dayanikli genin, Runl ve Renl lokuslarin izlerinin incelemesini yapmislardir.

Runl lokusu Muscadinia rotundifolia * Vitis vinifera BC4 hibritlerinin, bir psodo
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geriye melezleme ile gegmekte, oysaki kiillemeye dayanikli Renl lokusu, Vitis vinifera
tiriinden Kismis vatkana cesidinin caprazlanmasi ile ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismada,
VRH3082-1-42 x Kismis vatkana melezlenmesi ile 1185 F1 bitkisi elde etmislerdir.
Inokulasyondan sonra 286 bitkinin tamamen dayaniksiz ve 899 bitkinin dayanikli
oldugunu gérmiislerdir. Dayanikli olanlarin arasindan 411 ve dayaniksizlardan 30 adet
rastgele se¢misler, sonunda fenotipik ve molekiiler markdrlerin yardimi ile dayaniklilik
oranini 3:1 (Runl+ Renl+ ve her iki lokus Runl+/Renl+) seklinde gostermislerdir.
Calismalarinda kiillemeye dayanikli SSR primerleri (Runl’a yakin olan primer
VMC8g9, VMC413.1) ve Rpvl geninden agiklanan (VMC1g3.2) ve (Barker 2005)
tarafindan gelistirilen BAC kiitiiphanesinden elde edilmis CB (CB 69,70, CB 137,138)
markorleri kullanmislardir. Bu galismada, M. rotundifolia’da kendini gosteren Rpvl ve
Run1 lokuslar1 ve her ikisinin de 12’nci baglant1 grubuna bagli olduklari ve elde ettikleri
bilgilere gore ispat etmislerdir. Renl igin bazi SSR markéorleri, UDV020a, VMC9h4.2
ve VMCNg4el0.1 kullandilar. Bu g¢alismada, VMC1g3.2 primeri 122-140 bp ve
VMC8g9 primeri 160-167 ve 174 bp uzunluklarinda sonuglar elde etmislerdir.
VMC4£3.1 primerinde sadece 2 baz (184-186) birbirinden farkli oldugu i¢in ve sekans
analiz cihazinda yanlis sonu¢ verme ihtimali dolayisiyla iptal etmek zorunda
kalmislardir. Ama Runl ve Renl i¢in sadece (VMC1g3.2) primeri 122 bp ve (VMCB8g9)
primeri i¢in 160 bp ve (VMC9h4.2) primerinde 286 bp uzunlugunda olanlarin
dayaniklilik ile ilgili oldugunu sdylemislerdir. Ayrica bu g¢alismada F1, bitkilerde
sadece (%28) Runl+ ve (%37) Renl+ geninin bulundugunu ve sadece 9 tane bitkide
(%35), (Runl+/Renl+) lokusunun ¢iktigini ispat etmislerdir. Bu bitkiler 2 adet PM
(kiillemeye dayanikli) genine sahip ve ayrica bu genler farkli kromozomda oldugu
(Runl, 12 kromozom fiizerinde ve Renl, 13 kromozom iizerinde) ve daha fazla avantaj
sagladig1 igin ilerideki 1slah ¢alismalarinda ¢ok onemli bir materyal oldugunu ispat
etmiglerdir. Calismalarinda ¢ok net olarak (Markdre dayali sistem) hibrit genotipleri
ayirmada ve asmada birden fazla lokusu belirlemede MAS tekniginin hizli ve dogru

sonuglar ortaya ¢ikardigini sdylemislerdir.

Riaz vd. (2011), asmada degisik (meyve, yaprak, dal, salkim iskeleti) kisimlarini
degerlendirerek kiilleme (E. necator) hastaligina dayanikli lokuslarin gelistirilmesine

yonelik; Smirli bir genetik haritalama izlemi iginde farkli SSR markérlerine dayali, 5
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lizim popiilasyonundan dayanikli lokuslar ile ilgili piramit olusturmasina yonelik bu
calismay1 yapmiglardir. Popiilasyonlarinin bir kismina, Asya tiirleri yerlestirdikleri i¢in
oradaki kiilleme mantarin1 incelediklerinde (Plasmopora amurensis) cinsinden
oldugunu soylemislerdir. Calismalarinda V. romanetti Cin tiirleri iginde, kiillemeye
dayanikli Ren 4 lokusunun bulundugunu, ayrica M. rotundifolia (Trayshed ve
Magnolia) kultivarlarindan 18 nolu kromozom iizerinde kiilleme hastalifina dayanikli
iki lokusun (Run 2.1 ve Run 2.2) oldugunu tespit etmislerdir. En 6nemlisi olan 18 nolu
kromozom iizerinde, Onceden kiillemeye dayanmiklilik gosterdigini; aynmi yerde
mildiy6’ye de dayaniklilik lokuslarinin igerdigini tespit etmislerdir. Eski ¢alismalarin
sonucundan yararlanarak mildiy6’ye dayaniklilik lokusunu tasiyan (Rpvl) ve ayni anda
kiillemeye de dayanikli olan (Runl) lokusunun, 12 kromozom iizerinde oldugunu tekrar
beyan etmektedirler. Asmalarin her iki hastaliga dayanikli (kiilleme ve mildiyd) ve
QTL’deki araliklar1 4, 7, 9, 12, 13 ve 18 nolu kromozom iizerinde oldugunu; genetik
yonden haritalandigim ifade etmislerdir. Onceden kiillemeye dayaniklilik ile ilgili
(Runl) lokusunun bulunmasinda kullanilan (VMC4f3.1 ve VMC8g9 ) primerlerini
Trayshed i¢in de baglantili oldugunu belirtmisler ve bu sebepten onu kullanmislardir.
VMC4 £3.1 igin 182, 192 ve 208 bp uzunlugunda ve VMC8g9 i¢in 137, 138, 140 ve 159
bp uzunlugunda dayaniklilik gostermislerdir. Kullandiklar1 diger markdrler VMC712
(193, 195 ve 197 bp) ve UDV108 (202, 220 ve 198 bp) ve daha once (Bellin 2009)
kullanilan UDV305 kullanildi ve 5 popiilasyonda oldugu gibi, temiz ve agik bantlar
gostermedi. Bir diger onemli sonu¢ da asmanin yukarida bahsettigimiz farkli
yerlerinden yapilan caligmada, her bir populasyon igin farkli bolgelerin kiillemeye
dayaniklilik gosterdigini ifade etmistirler. 06708 populasyonu i¢in salkim iskeleti ve
dal; 04327 igin meyve ve salkim iskeleti; 06712 igin yapraklar, dal, salkim iskeleti ve
meyve; 08391 icin yapraklar ve 08306 i¢in yapraklar, dayanikli bolgeler olarak tespit

etmislerdir.

Thines (2011), son zamanlarda arastirmacilar Almanya’nin giineyinde bulanan Stuttgart
sehrinde ¢ok farkli bir mildiyd patojenine rastlamiglar ki bunun, patojeni Plasmopora
viticola’dan farkli oldugunu bulmuslardir. Simdiye kadar hi¢ gozilkmemis bu tiir
patojen, Plasmopara muralis diye adlandirilmistir. Son 2 yil iginde tiim Stuttgart

sehrindeki baglara bulasan bu hastalik ve degisik patojeni, sarmasik tiztimlerde (genelde
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slis amagcli, duvar kaplamasi igin yetistirilen bir gesit olarak) daha fazla goriilmiistiir. Bu
hastalikli yapraktan, mikroskop yardimiyla bir damla su iizerine aktararak fotograflarini
dijital kamera ile gekmisler. DNA izolasyonu ve PCR ¢alismalar1 ve daha sonra sekans
analizleri yapilmistir. Filogenetik analizleri MEGA 4.0 yontemi ile yapmuislardir.
Gruplandirma analizleri mafft, 6.717 version ve Q-INS-i algoritm kullanarak
belirlenmistir. Hem gruplandirma hem de Filogenetik analizleri TreeBASE ile
dogrulanmistir. Sonugta Parthenocissus ile bulasik olan olgun yapraklarin {ist kisminda
kizarikliklar ~ goziikmektedir. Ama  kiigiik  yapraklari olgun yapraklar ile
kiyasladiklarinda daha az izler goriinmektedir. Ayrica plasmopora’nin vitis cinslerinde
gozilken mumsu tabakasi, Parthenocissus tricuspidata’da goriilmemektedir. Bu
patojenin digerine gore farki; mantarin dallanma uzunlugunda belirgin bir degisiklikte
goziikmesidir. Oysaki Plasmopora viticola’da dallanmalar goziikmemektedir. Detayli
baktigimizda, vitis cinsine ait plasmopora sporanglari orta kismindan daha uzak noktada
¢ikmis, ancak Parthenocissus tricuspidata sporanjlar daha orta kisminda géziikkmiistiir.
Genel olarak mildiyo’den bahsettigimizde, bu tiire ait 6zel ve genis varyeteler s6z
konusu olmaktadir. Ornegin Plasmopara muralis, plasmopora viticola’dan mense
alinarak tek bir gende degisiklik oldugu goriilmistiir. “Acaba Plasmopora amurensis
Asya cesitlerine dayali plasmopora viticola ile aynt m1 yoksa farkli midir?” sorusunu

yayinin sonunda sormuslardir.

Ramming vd. (2011), bu calismada Vitis vinifera x V. romanetii melezinden 1030
populasyon arasinda kiillemeye dayanikli olanlar1 ayirarak tek bir dominant Ren4
lokusunun “Erysiphe necator”a dayanikli oldugunu ispat etmislerdir. Bu geriye
melezlemede 2 (pBC2) ve (pBC3) populasyonda (1.030 doélden) 1:1 ayrim orani
seklinde 543 dayanikli ve 487 dayaniksiz olarak ortaya ¢ikmustir. Sadece V. romanetii
cesidinden gelen dokuz adet melezde Rend lokusunun siddetli kiillemeye dayanikli
oldugunu sera, laboratuvar ve bag denemelerinde ortaya g¢ikarmislar ve haritalama
caligmalarinda bu lokusun 18 nolu kromozom iizerinde oldugunu tespit etmislerdir.
2006-2010 arasinda Ren4 ile ilgili pPBC2 ve pBC3 asmalarini, Kaliforniya ve New
York’un Kiilleme teshis boliimiinde yapraklar, taneler, siirgiinler ve salkim iskeletini
detayli bir sekilde devamli incelemeye almislar ve hig sporlama klonileri gériillmemistir.

Boylece biiyiik ihtimal ile Ren4 lokusunun kiillemede dayanikli olarak rol oynadigini
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belirtmislerdir. Buna ilave olarak V. romanetii ve onun soyundan gelen gesitler
kiillemeye dayanikli olup bu g¢esitler, Mlg dominant genini tasidiklari igin 1slah

calismalarinda uygun bir materyal olarak degerlendirilebilmektedir.

Blasi vd. (2011), ¢alismalarinda mildiyoye dayanikli olan V. Amurensis’in genetik
haritasin1 (232 SSR) ve (7 RGA) markdrleri kullanarak ¢ikarmislardir. Bu hastaliga
baglantili olan 14 nolu kromozom iizerinde bir major QTL (Rpv8) lokusunu ortaya
cikarmiglardir. V. amurensis ‘Ruprecht’ (hermafrodit) g¢esidinde 232 (S1) dol
kullanmislardir. Calismalarinda kullandiklar1 bu 232 SSR primerinden 23 adedi
amplifikasyon olugsmamig ve temiz bantlar elde edilememistir. Ayrica 87 adet
polimorfizm olmadigi igin ¢ikarilmistir. Toplam 129 SSR ve RGA primerlerinden 134
adet yararli lokusu doller tizerinde bulmuslardir. Olusturduklar haritanin uzunlugu 975
cM ve markorler arast mesafe ortalama 7.3 ¢cM dir. En uzunu baglanti grubu LG 19
yaklasik 9 markor ve en kisasi ise LG17°de 3 markor bulmuslardir. Bu ¢alisma hem
markore dayali 1slah programlarinda, asma genom sekansi hem de mildiydye dayanikl
lokuslarin ortaya ¢ikmasi ile en iyi saraplik ve sofralik ¢esitlerin elde edilmesine

yardimci1 olmaktadir.

Moreira vd. (2011), iki populasyon Vitis spp. (asma tiirleri arasinda) Mildiyo
hastaligina karsi, genetik harita analizleri yaparak bir QTL olusturmuslar ve dayanikli
lokuslar1 bulmuslardir. Birinci populasyon, Vitis vinifera’dan hassas olan ‘Moscato
Bianco’ ¢esidi ile dayanikli olan V. riparia bireylerinden melezlenerek Popl
olusturulmuslardir. Ikinci popiilasyona ait ‘VRH 3082 1-42° x ‘SK77 5/3’Vitis
rotundifolia ve Vitis amurensis ¢esitlerinin melezi ile Pop2 olusturmuslardir. Dayanikli
cesitleri bulmak icin F1’ler hem bag hem de serada inokulasyon yaparak izlerini
yapraklarda incelemislerdir. Caligsmalarinda SSR, SNP ve SSCP markorleri kullanarak
popl populasyonuna ait LG 7, 8, 12 ve 17°de bir baglant1 grubu oldugunu bulmuslardir.
Pop 2 i¢in ¢ok altta bir baglant1 grubu LGI1, 6 ve 7 ait oldugunu bulmuslardir. Sonug
olarak popl ile pop2 arasinda hicbir baglanti bulunmamistir. Yani tamamen farkl
gruplar olarak ortaya ¢ikmislardir. Bu bilgiler ile fenotiplerin incelemesinde kromozom

bolgesine ait yeni bilgiler ortaya ¢ikarmislardir.
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Mahanil vd. (2012), kiillemeye dayanikli Asya tiirlerinden V. amurensis, V. romanetii,
V. piazekii, V. davidii, V. davidii var. cyanocarpa, V. liubanensis and V. bashanica
olarak tanimlanmaktadir. Genis ¢apli ¢alismalarinda V. romanetti’ye ait bir aksesiyonda
kiillemeye dayanikli Ren 4 lokusu 18 nolu kromozom {izerinde 15 SNP ve 1 SSR
markdr ile tanimlanmasini haritalayarak ortaya ¢ikarmiglardir. Boylece V. romanetti’ye
ait kiillemeye dayanikli, tek dominant Ren 4 lokusu, bu hastaligin hiflerin tiremesinin
engellemesini gdstermislerdir. Onceki ¢alismalarda Ren 4 lokusu SSR markérii 18 nolu
kromozom iizerinde VMC7F2 primeri ile baglantili oldugu belirlenmistir. Ayrica bu
markdr bircok hastaliga dayanikli oldugu halde, cekirdeksizlik ile baglantili oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alismada, 05-3010 ve 07-3553 markorler 1slah populasyonuna bagli
bir monomorf primer olarak ortaya ¢ikmistir. Cekirdeksizlik 6nceden major bir QTL ile
18 nolu kromozom {izerinde sadece bir populasyonda Ren 4 lokusuna bagl oldugu
belirlenmistir ve digerlerinde bu baglant1 goziikmemektedir. Kuzey Amerika ve dogu
Avrupa iizim gesitlerine ait kiillemeye dayanikli Runl lokuslar Chr 12 iizerinde, Renl
Chr 13, Ren2 Chr 14, Ren3 Chr 15 ve Run2 Chr 18 iizerinde oldugunu ortaya ¢iktigini
soylemekteler. Calismada en ilging olan Run 2 ile Ren 4 lokusunun SSR markdrlerinde
VMCTF2 ile ¢ok sik1 baglantili oldugunu bildirmislerdir. Calismada kullanilan bu iki
cekirdekli dayanikli ve ¢ekirdekli dayaniksiz populasyon (03-3004 ve 05-3010) ile ilgili
cekirdeksizlik ve Ren 4 lokusu 03-3004 bir biri ile ¢ok siki bagli oldugu ortaya
cikmustir.

Schwander vd. (2012), kendi yaptiklari c¢alismada Asya vitis ¢esitlerin gen
havuzundan, mildiyo i¢in dayanikli yeni bir lokusu RpviO’nun taninmasini
gerceklestirmiglerdir. Rpv10 genelde Vitis amurensis Asya tiirlerinden bilinen bir yabani
cesit olarak ortaya ¢ikmistir. Gf. Ga-52-42 ¢esidi (Bacchus x Villard Blanc) melezinden
ve Solaris ¢esidi (Merzling x Geisenheim 6493) melezlerinden olusmustur. Gf. Ga-52-
42. Almanya’nin Geilweilerhof 1slah enstitlisiinden ortaya ¢ikan bir genotiptir. Bu ¢esit
mildiy0 icin yiiksek oranda dayaniklilik géstermektedir. ‘Solaris’ ayrica Almanya ticari
cesitlerinden 1slah edilen bir ¢esit olarak tanilmis ve mildiy6 i¢in yiiksek dayaniklilik
olusturmaktadir. Gf. Ga-52-42 ve Solaris melezinden 265 F1 birey olugsmustur. Bu
F1’leri fenotipik acidan degerlendirmisler. Ayrica genotip acidan da SSR markdrleri

kullanarak mildiyé i¢in dayanikliligi bildirmislerdir. Calismalarinda QTL analizi
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sonucunda, 2 adet gii¢lii baglanti gurubunu (LGs) 18 ve 09 belirlemislerdir. LG 18
tizerindeki lokus onceden Rpv3 lokusu olarak belirlenmis ve bu lokusta Gf. Ga-52-42
cesidinden ge¢mistir. Solaris’e ait dayanikli lokusu LGO9 iizerinde gegmis ve fenotipte
%50 dayanirlilik gostermistir. Bu mildiyo dayaniklilik lokusunun ismi Rpv10 olarak
adlandirilmigtir.  Mildiyoye dayanikli Rpv10 lokusu V. amurensis yabani Asya
cesitlerinden gectigini belirlemislerdir. 314 bp uzunlugunda bir PN40024 (12X)
referans genom igerisinde QTL’in sekansini bir LOD 2.1 ¢cM mesafe ile ortiismektedir.
Rpv10 lokusunun dayaniklilik tizerindeki olasiliklar asma 1slah programlarinda
tartisilmigtir. Ayrica ¢aligmalarinda soy agaci analiz sonucundan yola ¢ikarak, Sevemyi
x Muscat Ottonel’ melezinden ortaya ¢ikan Solaris, ebeveyn i¢in gercek bir soy olarak
bildirilmislerdir. Bu ¢calismada ayrica bahis edilen 05 LG nolu baglant1 gurubu iizerinde
Rpvl1l lokusun oldugunu ve mildiyd ile ilgili ¢cok kiiciik gurupta bagli olarak islah
calismalarinda kullanilmasi tavsiye edilmemektedir. Bu yiizden markdre dayali
seleksiyon (MAS) yontemi farkli lokuslarda yeni dayanikli ¢esitlerin belirlenmesinde

guiglii bir arag olarak kullanilmaktadir.

Blanc vd. (2012), ¢alismalarinda hem kiilleme ve hemde mildiy6 hastaligaina dayanikli
olan M. rotundifolia ait, SSR markoérlerinden yararlanarak bir referans baglanti
gurubunun gelistirmesini amaglamiglardir. Bu haritay1 olusturmak icin S1 M.
rotundifolia ile Regal melezinden olusan bitkileri kullanmiglardir ve yaklasik 948 ¢cM
uzakligindaki 20 baglanti gurubu tizerinde M. rotundifolia kromozomuna ait benzer
yerde Ortiistiiglinii ve her markor yaklasik 5.3 c¢M birbirinden uzaklikta oldugunu
bulmuslardir. V. vinifera ve M. rotundifolia’ya ait genetik haritalarin1 kiyasladiginda
gen lokusunun yiiksek oranda es dogrusal bolgede oldugunu tahmin etmislerdir. QTL
analizlerin sonunda kiillemeye dayanikli Ren 5 ait bir major QTL’in 14’iincii baglanti
gurubu iizerinde oldugunu ve ayrica fenotipik variyans %58 oraninda dayaniklilik
gosterek kiillemeye dayanikli lokusu bu sekilde bulmuslardir. Sonug olarak kiillemeye
dayanikli farkli yeni bir lokusunu (Ren 5) 20. baglanti gurunundan 14 (LG) iizerinde
oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. Genetik baglanti i¢in kullandiklar1 451 SSR
markdriinden sadece VMCO9cl markorii Ren 5 i¢in en yakin markor olarak tespit

etmislerdir. Ayrica Mildiyd dayanikli genini ¢ok daha ilizak noktada odugunu ifade
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etmislerdir ve bdylece amaglari dogrultusunda tekrar M. rotundifolia cesidini kiilleme

hastalig1 i¢in en iyi dayanikli ¢esit olarak ispat etmislerdir.

Di Gaspero vd. (2012), asmalarda (vitis) cinsine ait Rpv3 lokusu mildiyd hastaligina
dayaniklilik amaclh ¢ok etkin bir lokus olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada asma
islahinda farkli bolgelere ait en iyi mildiydye dayanirlik 580 c¢esidin allelerin
bellirlenmesi ile ilgili Rpv3 lokusu {izerinde ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alisma dayanirlhigi
tasiyan 5 guruptan olusan ¢esitler; 1) 1880 yillinda Missouri eyaletinde V. rupestris ve
V. lincecumii melezinden Munson g¢esidi, 2) ilk 1879 yilinda Victor Ganzin tarafindan,
V. rupestris, 1slah edilen Ganzin ¢esidi, 3) 1869 yilinda lllinois eyaletinde, Otto
Wasserzieher tarafindan V. riparia ve V. labrusca ‘melezinden ortaya ¢ikan Noah
cesidi, 4) 1882 yilinda Fransa’da, George Couderc tarafindan, V. rupestris xV. labrusca
melezinden ortaya ¢ikan Bayard cesidi, 5) 1880 yilinda Albert Seibel tarafindan
Fransa’da V. rupestris ait olan Seibel 4614 guruplar olarak se¢mislerdir. Diger 6nemli
konu mildiydye ait dayanikli Rpv3 lokusu Kuzey Amerika’nin yabani cesitlerinden
V.vinifera’nin Villard Blanc ¢esidine aktarilmistir ve bdylece dayaniklilik lokusunu
tagimaktadir. Calismada yaprak orneklerini, Amerika asma gen bankasi, Fransa INRA
Enstitiisii ve Almanya’nin Geilweilerhof Asma Islah Enstitiisii, Macaristan ve Italya
Asma Arastirma Enstitlisii ve Rusya tniversitesinden alinmistir. Rpv3 lokusuna ait
genotipler bu koleksiyon i¢inde bulunmaktadir. Haplotiplerin analizinde yaklagik 580
cesidin genotiplerini kullanarak, Rpv3 lokusuna ait bir major gurup seklinde UDV305,
UDV737, UDV730, UDV732, UDV734 ve UDV736 markorleri kullanmislardir.
Calismada goziiken null allelerin ortaya ¢ikmasi ile homozigot allelerin olduguna isaret
etmektedir. Seibel 4614 c¢esidinde, Rpv3 299-279 bp allelleri en ¢ok ortaya ¢ikan
haplotip frekansidir ve en c¢ok yaygin olan haplotplerin arasinda yer aldigim
belirlemislerdir. Yaklasik 265 varyetenin i¢inden 106’sinda bu frekans goziikmiistiir.
Bunun 92’si V. vinifera haplotipleri ile kombinasyon i¢indedir ve 14’i diger Kuzey
Amerikan haplotipleri icinde kombinasyon halindedir. Ayrica Regent cesidinde
Chambourcin’den gelen mildiydya dayanikli Rpv3 299-279 lokusu bulunmaktadir. Bu
caligmada 50 genotipte olusan ikinci biiylik haplotip frekansi Rpv3 null-297 olarak
belirlenmistir. Daha az goziiken haplotiplerin frekanslari, Rpv3 321-312, Rpv3 null-271,
Rpv3 361-299, Rpv3 299-314 ve Rpv3 null-287 olarak ortaya c¢ikmistir. SSR

76



markdrlerinin kullanimi ile Rpv3 haplotiplerin soyundan gelen mildiydye dayanikli
olanlar bu markorlerle ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alisma agik¢a kesif edilmemis genetik
kaynaklari, dayanikli genlerin farklilagtirilmasi, farkli 1slah soy hatlarinin gostermesini
tanimlandirmaktadir ve bu tip ¢alismalarin devamini da bir ihtiya¢ olarak her zaman

aciklamaktadir.

Barba vd. (2013), bag kiillemesine direncin etkinligi ve dayanikliligin, yiiksek
¢Oziiniirli haritalarin gelismesi ile iligkili hassas ve dayanikli genlerin bilinmesi yoluyla
artirtlabilir. Yabani V. rupestris B38 ve kiiltiirel V. vinifera ‘Chardonnay’'de kiilleme 'ye
kars1 dayaniklilik ve hassslik tizerinde g¢alisilmistir.  Molekiiler markérler V. vinifera
‘PN40024° genom dizisinde 16.833 tek niikleotid polimorfizm (SNPs) ile sonuglanan,
genetik sekans kullanilarak tanimlanmigstir. Ortalama 36 SNP/Mbp’in genom {lizerinde
yogunlugundan toplam 17K setinden 11 SNP Vitis rupestrisden dayaniklilik lokusunu 7.
nolu kromozom iizerinde buldugunu ve ‘Chardonnay’ icin 10 SNP kullanarak, hassaslik
lokusunun 9. nolu kromozomda bulunmalaridir. Chardonnay (1.215 SNP) ve rupestris
B38 (1.146SNP)’in baglanti gurubunu incelediginde Chardonnay ¢esidine ait Senl
lokusunun dayaniksizlik ile ilgili oldugunu ilk olarak V.vinifera ¢esidine ait kiillemeye
hassas oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. Dayaniksizlik ile iligkili markorlerin
tanmimlanmast ve kullanmasi, asma 1slah programlarinda olumsuz seleksiyonlarinin

onlenmesinde kullanilmaktadir.

Venuti vd. (2013), arastirmalarina gore V. amurensis’e ait Amur gesidi ve birgok
Asya’nin gesitleri mildiydye dayanikli genlerini tasimaktadirlar. QTL analiz sonucu bir
dominant Rpv12 geni mildiyoye dayanikli oldugunu bulmuslardir. Bu lokus mildiydye
bagli fenotip variyasiyonlarinda %79 olarak dayaniklilik gostermistir. Dayaniklilik geni
“Zarja severa” ve “Michurinets” ¢esitlerinden melezlemeler sonucu aktarilmistir. Ayrica
2 SNP kombinasyona ait NB-LRR gen bolgesinde mildiydye dayanikli V. vinifera,
V.amurensis ve V. amurensis < V. vinifera melezinde 200 dayanikli haplotip bitki ortaya
cikmistir. Bu ¢alismada 48 amurensis’e ait ve V. amurensis % V. viniferam melezinden
olusan 28 varyete ve hibrit hatlara baktigimizda hepsinde Rpv12 geni bulunmustur.
Ama 12 tanesinde sadece RPV10 geni bulunmustur. Mendel’e bagh olarak goéziiken

dayanmiklilhik geni (Rpv12) 0.2 cM uzaklikta 14 nolu kromozom iizerinde ortaya
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cikmigtir. Ayrica Rpv12 ile Rpv3 mildiyoye dayaniklik konusunda beraberce ek etkide
bulunmaktadirlar. Rpv12 haplotipinden 10 kb gen bolgesini sekanslamiglardir ve V.

vinifera’ya ait bir sonraki jenerasyon da 12 adet polimorfizmligi ortaya ¢ikarmislardir.

Zah-Bi vd. (2014), calismalarinda, V. vinifera’nin genom haritas1 ile M. rotundifolia
icin genom haritasi bibiri ile karsilastirmak amaci ile yiiriitiikleri arastirmalarinda
kiilleme ve mildiyd hastaliklarina ait lokuslari incelemislerdir. M. rotundifolia ve
Regale ¢esitlerinde (BAC) kiitiiphanesi olusturmuslardir. Runl/Rpvl1 ile ilgili SSR
primerlerinden VMC4F3-1, VMC8G9 ve UDV-05 primerlerini kullanmiglar ve bu
primerler ile ilgili BAC klonlamasinda pozitif sonuglara ulagsmislardir. VMC8g9 primeri
icin 172 bp biiyiikliigiindeki alleli dayaniklilik ile ilgili bulmuslardir. Sonug olarak M.

rotundifolia ¢esidinin genomunu V. vinifera genomuna yakin bulmuslardir.

Diinyada gerceklestirilen bu arastirmalarin asmada genetik ilerlemeye biiylik fayda
sagladigl ve hiz kazandirdig1 gdzlemlenmektedir. Ulkemizde de bu alanda éncii ve ileri
calismalarin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Sonuglandirdigimiz bu ¢alisma bu gergegin

gerekliligi sonucunda ortaya ¢ikmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma”Molekiiler Markorlerin Bagcilikta Kiilleme ve Mildiyé Hastaliklarina

Dayanikli Cesit Islahinda, Markoére Dayali Seleksiyon (Marker Assisted Selection-
MAS) Amagli Kullanilmas1” konulu, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolimiinde yiiriitillen bir BAP projesi (Proje Kod No: BAP/09B4347002)
kapsaminda 2010-2012 yillar1 arasinda, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolimii laboratuvari, iiretim ve arastirma seralart ve baginda, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii iiretim ve
arastirma serasi, Ankara Universitesi Merkez Biyoteknoloji Laboratuvari, Kalecik
Bagcilik Arastirma ve Uygulama Istasyonu, Kalecik’te BAK Sarap¢iliga ait iiretim

baginda yiirtitilmistiir.

Uzerinde ¢alisilan genotiplere ait materyaller Kalecik BAK sarap iiretim firmasi ve
Kalecik Arastirma ve Uygulama bagindan ebeveyn olarak secilen Kalecik Karasi,
Regent ve Bogazkere {iziim gesitlerinin melezleme galismalart sonucu (Kalecik Karasi X
Regent, Bogazkere x Regent) F1’ler elde edilmistir. Projenin vejetasyon donemlerinde
yapilan kastrasyon ve melezleme ¢aligmalar1 sonucu gelistirilen F1 populasyonlarina ait
genotiplerde kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina dayanikli olanlarin, Markére Dayali

Seleksiyon yolu ile erken seleksiyonu amaglanmaistir.

3.1 Materyal

Bu calismada ana ebeveyn olarak Kalecik Krasi ve Bogazkere cesitleri, baba ebeveyn
olarak Regent (dayanikli ebeveyn) kullanilmistir. Bogazkere x Regent melezlemesinden
168 adet F1 bitkisi ile Kalecik Karas1 x Regent melezlemesinden 25 adet bitki bitkisel

materyal olarak kullanilmistir.
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3.1.1 Regent, saraplik iiziim cesidi

Cizelge 3.1 Sekil 3.1 ve 3.2°de Regent iiziim ¢esidine ait dzellikler verilmistir.

REGENT
|
| |
Diana){ Chamburcin

|

Silv(aner Mﬁll)er Thurgau Villard blanc (S(.V.12-417) Chin)cellor
|
] | |
Seibel 6468 Subereux Seibel 5163 Seibel 880

Sekil 3.1 Regent iiziim ¢esidinin soy agaci (Akkurt vd. 2007)

Cizelge 3.1 Regent, saraplik iiziim ¢esidine ait 6zellikler

Orijin Avrupa ve Amerikan tiirlerinin ortak melezi, Almanya

Sinonimler GEILWEILERHOF 67-198- 3

Tane Ozellikleri

Renk Siyah mavi renkte

Sekil Yuvarlak

Biyiiklik Kiigiik-Orta

Cekirdek 1-2

Tad Kiraz ve black corrent tadinda

Salkim Ozellikleri

Sekil Kanatl konik

Biyiiklik Orta

Siklik Orta

Kiiltiirel Ozellikler

Olgunlagma Almanya’da Orta mevsim

Yore 1996°da ilk olarak Almanya’da kiiltiire alinmis ve diger Avrupa baglarina
yayilmigtir

Islahg1 Gerhard Alleweldt, melezleme yil1 1967

Budama 8-10 g6z birakilarak budanir

Diger Ozellikler Regent hibrit {iziim ¢esitleri arasinda en 6nemli saraplik ¢esitlerden
birisidir, Sarapta bulunan alkol miktar1 fazladir, Diana x Chambourcin
melezi ile ortaya ¢ikmugtir, Sira aralig1 1.9-2 m olarak dikilir, Asit miktari
3 g/I’dir.
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http://www.vivc.de/searchStatistical/dbStatisticalBreeder.php?data=Alleweldt,%20Gerhard
http://en.wikipedia.org/wiki/Chambourcin

Sekil 3.2 Regent ¢esidine ait salkimin goriintiisii

3.1.2 Bogazkere, saraplik c¢esidinin 6zellikleri

Cizelge 3.2 ve sekil 3.3’de Bogazkere iiziim ¢esidine ait 6zellikler verilmistir.

Sekil 3.3 Bogazkere {iziim ¢esidine ait omcanin goriintlisii
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Cizelge 3.2 Bogazkere, saraplik iiziim ¢esidinin 6zellikleri

Orijin Tiirkiye

Sinonimler Yok

Tane Ozellikleri

Renk Mor-siyah

Sekil Yuvarlak

Biiyiikliik Orta biiytikliikte, 3-4 gr
Cekirdek 2-3

Tad Yiiksek tanenli bir tada sahip
Salkim Ozellikleri

Sekil Kanatli konik

Biiyiikliik Iri

Siklik Sik, dolgun yapili

Kiiltiirel Ozellikler

Olgunlagma Orta mevsim (Eyliil ortas1)
Yore Diyarbakir

Budama Yar1-uzun/Kisa

Diger Ozellikler Uziimiin kabuklarinda bulunan ve saraba burukluk katan tanen

orani ¢ok yiiksektir, Buruklugun yani sira, baharath tadi, sarap
iiretiminde Bogazkere {iziimiinii cok degerli kilmaktadir, Tarihi ¢ok
eskiye dayanan bir Anadolu liziimiidiir.

3.1.3 Kalecik Karasi, saraphk cesidinin 6zellikleri

Cizelge 3.3 ve sekil 3.4’de Kalecik Karasi iizlim ¢esidine ait 6zellikler verilmistir.

f;??, 7T

Sekil 3.4 Kalecik Karas1 tizlim ¢esidine ait salkim goriintiisti
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http://tr.wikipedia.org/wiki/Tanen
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Earap

Cizelge 3.3 Kalecik Karasi, saraplik tiziim ¢esidinin 6zellikleri

Orijin Tiirkiye, Orta Anadoluda Ankara-Kalecik

Sinonimler Yok

Tane Ozellikleri

Renk Siyah mavi renkte

Sekil Yuvarlak

Biiytikliik Kiictik-Orta, 29

Cekirdek 1-3

Tad Cilek ahududu ve kiraz

Salkim Ozellikleri

Sekil Kanatli konik

Biiyiikliik Kiigiik-Orta, 125-200 g

Siklik Sik

Kiiltiirel Ozellikler

Olgunlagsma Orta mevsim (Kalecik kosullarinda Eyliil ortasi)

Yore Orta Anadolu, Ankara’nin Kalecik ilgesi

Budama Yari-uzun/Kisa

Diger Ozellikler Sarabinin 6zellikleri: Menekse-yakut renkli, ¢ceside 6zgii
aromali, kirmizi meyve aromalarinca zengin, canli, dolgun ve
dengelidir. Alkol oran1 %12-14 ve sirasindaki asit miktari
tartarik asit cinsinden 4-7 g/I’dir.

3.2 Yontem

2010-2012 yillar1 arasinda yapilan melezleme ¢aligmasinda ana bitki olarak secilen

Kalecik Karasi (kirmiz1 saraplik) iiziim gesidine ait Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Boliimii Arastirma ve Uygulama Bagi ile Bogazkere (kirmizi saraplik)

iziim ¢esidine ait, Kalecik adresindeki BAK Sarapc¢iliga ait bagdan, kuvvetli gelisme

gosteren, saglikli 20’ser adet omca secilerek isaretlenmistir.

3.2.1 Babalik ¢esitten cicek tozlarimin izole edilerek alinmasi

‘Regent’ ¢esidine ait salkimlar ¢iceklenmeden 6nce 25x30 cm ebatlarinda parsomen

kagidindan olusturulan keseler igerisine alinarak izole edilmislerdir (Sekil 3.5).

Tozlanma zamaninda keselerin agizlar1 agilarak, cicek tozlar1 melezlemede kullanilmak

tizere alinmiglardir.
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Sekil 3.5 ‘Regent’ iiziim ¢esidine ait salkimin kese icerisinde izole edilisine ait goriintii

3.2.1.1 Ana cesitlerde salkimlarin izole edilmesi

Uzerinde ¢alisilan ana gesitlere (Kalecik Karasi ve Bogazkere) ait deneme salkimlari
cigekler agilmadan once, yabanci tozlanmadan korumak amaciyla parsomen kese

kagitlari igerisine alinarak izole edilmislerdir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Uzerinde calisilan ana gesitlere cicekler acilmadan 6nce parsomen kese
kagitlari icerisine alinarak izole edilmesi
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3.2.1.2 Analik cesitlere ait salkimlarin kastrasyonu ve kastre edilmis salkimlarin
izolasyonu

Ana cesitlere ait salkimlarda, kendi ¢igek tozlariyla déllenmenin 6nlenmesi amaciyla
ciceklenme baslangicindan Once kastrasyon islemi yapilmistir. Bu islem, tag halkasi
(korolla)’nin yaklasik 2 mm’lik kisminin erkek organ (stamenler) basciklar ile birlikte
kesilip atilmas1 suretiyle gerceklestirilmistir (Sekil 3.7). Kastrasyon islemi salkimlar
tizerinde 150-200 adet disi organ kalacak sekilde tamamlanmis, ardindan geriye kalan
cicekler kesilip salkimdan uzaklagtirllmistir (Sekil 3.8). Kastre edilen salkimlar 25 x 30
cm ebatlarinda parsomen keseler icine alinarak, yabanci tozlanmaya karsi izole
edilmislerdir. Her bir salkimin {izerine kastrasyon tarihi ve ¢esidin ad1 yazili etiketler

astlmustir (Sekil 3.9).

Sekil 3.7 Ana gesite ait salkimda tag halkas1 ve (stamen)’lerin kesilip atilmasi
isleminden bir goriintii
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Sekil 3.8 Bogazkere liziim ¢esidinde kastrasyon islemi tamamlanmis bir salkimin
gorinimu

Sekil 3.9 Kastrasyon sonrasi parsomen kese kagidi ile izole edilmis salkimlarin
deneme omcasi iizerindeki goriiniisii

3.2.1.3 Salkimlarin tozlanmasi ve tozlanan salkimlarin izolasyonu

Kastrasyon igleminden sonra izole edilen salkimlarin ¢icek tozu kabul etme durumlari,
kastrasyonu takip eden iki ii¢ giin icerisinde kese kagitlar1 agilip, ¢igeklerin disicik
tepeleri kontrol edilerek belirlenmistir. Disicik tepesinde sekerli beyaz damlacik
goriildiigli anda babalik ceside ait cicek tozlarinin bir suluboya fir¢asi yardimiyla ana
cesidin disi organi iizerine serpilmesi suretiyle tozlama gerceklestirilmistir. Bu sekilde

melezlenen salkimlar yabanci tozlanmaya karsi parsomen kese kagitlar1 igerisine
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alinarak korunmuslardir. Birinci tozlamay: takip eden iki giinde, yukarida agiklanan

islemler tekrarlanarak salkimlarda ikinci ve tiglincii tozlama islemi yapilmistir.

3.2.1.4 Melez salkimlarda tane tutumunun takibi ve ardindan salkimlarin
etiketlenmesi

Melezleme yapilan “Kalecik Karast x Regent” kombinasyonuna ait salkimlar ve
“Bogazkere x Regent” kombinasyonuna ait salkimlar tozlanma ve dollenme olaylarinin
tamamlanip, tane tutumunun gergeklesmesinin = goriilmesinin ardindan, melez
salkimlarda keselerin agizlar1 agilarak etiketleri asilmis ve melezleme yapilan

salkimlarda olgunluk takip edilmistir (Sekil 3.10- 3.11).

Sekil 3.10 Tane tutumundan sonra keseden ¢ikarilmis Bogazkere ¢esidine ait salkim
gorunimu

Sekil 3.11 Melez salkimin, kese kagidindan ¢ikartildiktan sonra etiketlenmis goriiniimii

87



3.2.1.5 Melez salkimlarda olgunlugun takibi

Melezleme yapilan salkimlarda hasat zamanina kadar olgunluk diizenli olarak takip

edilmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12 Olgunluk takibi yapilan “Bogazkere x Regent” melezlemesine ait bir hibrit
salkimin omca tizerindeki goriiniisii

3.2.1.6 Melezlenen salkimlarin hasadi ve ¢ekirdeklerin ¢cikartilmasi

Melez salkimlar, tam olgunluga eristikten sonra etiketleriyle birlikte hasat edilmislerdir.
Hasat edilen iiziim tanelerinden, hibrit ¢ekirdekler g¢ikartilarak meyve etinden iyice
arindirilmig, yikanip temizlenmislerdir. Cekirdekler mantari enfeksiyonlara karsi
fungusit ile muamele edilerek, golgede kurumaya birakilmiglardir. “Kalecik Karasi x
Regent” kombinasyonunda 50 adet,“Bogazkere x Regent” kombinasyonundan 900
melez tohum (¢ekirdek) elde edilmistir. Kurutulan hibrit genotiplere ait tohumlar, petri
kaplarma alinarak etiketlenmis ve katlama tarihine kadar +4 °C de muhafazaya
alimmiglardir (Sekil 3.13-3.14).
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Sekil 3.14 Hasat edilen salkimlardan hibrit ¢ekirdeklerin ¢ikartilmasina ait goriintii

3.2.1.7 Hibrit tohumlarin katlanmasi

Her iki melezleme kombinasyonundan elde edilen hibrit tohumlar ¢imlendirme oncesi,
gercek dinlenmenin kirilmasi amaciyla katlamaya alinmiglardir. Katlamada kullanilacak
dere kumu elekten gecirildikten sonra otoklavlanarak sterilize edilmis,
nemlendirildikten sonra 18x10x7 cm ebatlarindaki seffaf plastik kaplara
doldurulmustur. Hibrit tohumlar, mantari enfeksiyonlara karsi fungusitle ilaglanmig ve
ardindan katlama ortamina serilmislerdir. Uzerleri nemli dere kumu ile ortiildiikten

sonra sicaklig1 +4 °C’ye ayarlanmis, inkiibatorlere konulmuslardir (Sekil 3.15-3.16).

89



Sekil 3.16 Tohumlarin katlama isleminin gerceklestirildigi inkiibatorler igerisindeki
goruntiisu

3.2.1.8 Hibrit tohumlarin katlamadan ¢ikarilmasi

Katlama uygulamasi +4 °C>de 90 giin siireyle gerceklestirilmis ve 90 giiniin sonunda,
katlamaya son verilerek tohumlar inkiibatérden ¢ikarilmislardir. Tohumlar, 2.00 mm

capl elekler igerisinde su ile yikanarak kumdan arindirilmigtir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17 Bogazkere x Regent melezleme kombinasyonuna ait hibrit tohumlarin
katlamadan sonra kumdan arindirilmalari

3.2.1.9 Hibrit tohumlarin ¢imlendirilmesi

Her iki kombinasyona ait hibrit tohumlar katlama sonrasi ¢imlendirilmeye alinmstir.
Bu amagla elde edilen hibrit tohumlar, Perlit (1/2) + Torf (1) + Vermikulit (1/3)
karisimindan olusan ¢imlendirme ortamu serili 216’lik viyol kaplarina 1.5 cm derinlikte
ekilmislerdir. Tohum ekimi elle gergeklestirilmistir (Sekil 3.18). Tohum ekimi yapilan
viyoller, sicaklik, nem ve havalandirmasi Kontrol altinda tutulan, ¢imlendirme odalarina
almmistir. Cimlendirme odas1 sicakligi 24°C nisbi nem %75 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Ekim yapilan tohumlar ilk kokciiklerin goriilmesinin ardindan,

koklendirme serasina alinmiglardir (Sekil 3.19).

Sekil 3.18 F1 hibrit tohumlarinin viyollere ekim islemine ait goriintii
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Sekil 3.19 Regent x Bogazkere kombinasyonuna ait bitkilerin koklendirme serasindaki
goriiniimleri

3.2.1.10 F1 bitkilerinin sasirtilmasi

Cimlenen bitkiciklerin 3-5 adet gercek yapraklarinin ¢iktiginda bitkiler, Ankara
Universitesi, Bahge Bitkileri Béliimii iiretim seralarma sasirtma yapilmak {izere
nakledilmislerdir (Sekil 3.20). Uretim serasinda viyollerde bulunan F1 bitkileri,
icerisinde Perlit (1) + Torf (1) + Kokopit (1) karisimi bulunan siyah plastik saksilar
igerisine sasirtilmiglardir (Sekil 3.21). Saksilara sasirtilan her iki kombinasyona ait F1
bitkilerinin her birine numara verilmek suretiyle etiketlenmistir (Sekil 3.22). F1
bitkilerinin sasirtma isleminden itibaren sera igerisinde sulama, giibreleme ve ilaglama

gibi bakim islemleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.22 Koklendirme serasinda hibrit F1 bitkilerinin etiketlenmesine ait goriintii
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3.2.1.11 F1 Hibrit bitkilerinden yaprak érneklerinin toplanmasi ve muhafazasi

Kalecik Karast1 x Regent ve Bogazkere x Regent melezleme kombinasyonlarinda
koklendirme serasinda gelisimlerini siirdiiren F1 bitkilerinden DNA izolasyonlarinda
kullanilmak {izere yaprak ornekleri 2010-2011 Agustos donemi boyunca toplanmistir.
Bu amagla, her bir F1 bitkisinin siirgiin ucundan itibaren ilk ii¢ gen¢ yapragi alinarak,
etiketi ile birlikte aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra seffaf polietilen torbalara
konulmustur (Sekil 3.23). Buz {izerinde biriktirilen torbalar vakit gegirmeden
laboratuvara gotiiriilerek, burada izolasyon zamanina kadar muhafaza edilmek iizere,
siv1 azota daldirilarak sok bir dondurmanin ardindan, -80 °C deki derin dondurucuda

muhafaza altina alinmistir.

Sekil 3.23 F1 bitkilerinin siirgiin ucundan ilk ii¢ gen¢ yapragin analiz i¢in alim1

3.3 DNA izolasyonu

F1 bitkilerinden DNA izolasyonlar1 saglikli gen¢ yaprak ornekleri kullanilarak, Lefort
vd. (1998) protokoliine gore gergeklestirilmistir.

[zolasyon asamalar1 asagidaki gibi uygulanmistir;

1. Havan igerisine konan yaprak oOrnekleri sivi azot ile dondurularak, havan eli
yardimiyla kiil (un) kivamina gelene kadar ezilmistir (Sekil 3.24). Ezilen yaprak

orneklerinden 100 mg alinarak 2 ml’lik mikro santrifiij tiiplere konulmustur,

94



2. Tiplerin tizerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu (6rnek basma 10 pl
Merkaptoethanol igerir) ilave edildi ve homojen hale gelinceye Kkadar karismasi
saglanmustir,

3. Sicakhigi 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda arasira calkalanarak 15 dakika
bekletilmistir,

4. Su banyosunun ardindan orneklerin tizerine 0.5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1)
karisimi eklenmis, iyice ¢alkalanmis ve 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir,

5. Oda sicakliginda, 5 dakika 14.000 rpm hizinda santrifiij edilmistir,

6. Ependorf tiipiin tist kismindaki sivi diger bir steril mikro santrifiij tiipe aktarilmistir,
7. Uzerine 0.8 ml isopropanol eklenmis ve bir gece —20°C bekletilmistir,

8. Ornekler 1 dakika 14.000 rpm hizinda santrifiij edilmis ve ardindan {istteki siv1
dokiilerek uzaklastirilmistir,

9. Tiplerde kalan pellet (¢okelti) {izerine 1 ml % 70’lik ethanol eklendi ve 2 dakika
14.000 rpm hizinda santrifiij edilmistir,

10. Tiiplerde bulunan ethanol uzaklastirild1 ve tiiplerin agz1 agik birakilarak igerisinde
bulunan alkoliin tamamen ugmasi saglanmistir,

11. DNA, 100 pl H20 (nuclease free)’da ¢oziilmiis, gece boyu +4°C’de tutularak
DNA’nin ¢oziilmesi saglanmistir,

12. Her 100 pl i¢in 1 ul RNase-A (Rnase-A; Sigma R9009; 10 mg/ml) eklenerek,
37°C’de 30 dakika etiivde bekletilmistir,

DNA ekstraksiyon soliisyonu hazirhg: (50 ml ¢ozelti igin)

2 ml TRIS (50 mM. pH 8.0)
4 ml EDTA (50 mM. pH 8.0)
10 ml LiCl (4M)

1gCTAP (% 1)

29 PVP (% 2)

0.5 ml TWEEN 20 ( % 0.5)
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Sekil 3.24 Havanda sivi azot ile yaprak orneklerinin DNA ekstraksiyonu amaciyla
ogltiilmesine ait goriintii

3.3.1 izole edilen DNA’larin agaroz jel’de goriintiilenmesi

F1 hibrit bitkilerin gen¢ yapraklarindan izole edilen DNA’lar Agaroz Jel Elektroforez

yontemi ile goriintiilenmistir. Bu amagla %1°’lik Agaroz jel kullanilmistir.

100 ml %1°lik agaroz jel hazirligi i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.
e 1 gr agaroz tartilarak, 100 ml’lik erlene konulmus, iizerine 100 ml 1xTBE

sollisyonu eklenmistir,

Hafifce ¢alkalanip, agarozun erimesi amaciyla mikrodalga firinda kaynatilmistir,

e Kaynama baglangicinda mikrodalgadan c¢ikarilan ¢ozelti, musluk suyu altinda
tutularak bir miktar sogutulmus ardindan 5 pl Ethidium Bromid eklenmistir,

e Ethidium Bromidin ¢ozelti igerisinde dagilmasi amaciyla erlen hafif siddette

calkalanmis, ardindan hava kabarcigi olusturmadan yavas ve dikkatli bir sekilde jel

tagiyict tepsiye dokiilmiistiir.

e Jelin polimerize olmasi igin 30 dakika ¢eker ocak altinda bekletilmistir (Sekil 3.25).

1XTBA buffer hazirhg (1 litre igin)

108 gr Tris
54 gr Borik asit
40 ml (0.5M) EDTA Toplam PH: 8.26-8.28
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Bu sekilde 10x TBE bufferi hazirlamis oluyoruz. Bu ¢ozeltiden 10 ml alarak 90 ml su
ile karistirdigimizda 1x TBE buffer1 elde ediyoruz.

Sekil 3.25 Polimerize olmasi icin ¢eker ocak altinda bekletilen agaroz jelin goriintiisii

3.3.2 Orneklerin jele yiiklenmesi

Tas1yict tepsiden dikkatlice alinan jel, elektroforez tanki icerisine yerlestirildikten sonra
tankin igine jelin Ustiinii kapatacak kadar 1XTBE ¢ozeltisi doldurulmustur, 4 pl
yiikleme tamponu, 2 pl 6rnek bir parafilm tlizerinde karistirilip, jele yiiklenmistir (Sekil
3.26). Ornekler 100 V’da 60 dakika vyiiriitiildiikten sonra UV 1s1k altinda “SynGene Jel

Goriintlileme Sistemi” ile goriintiilenmistir.

Sekil 3.26 Orneklerin agaroz jele yiiklenmesine ait goriintii
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3.3.3 DNA Miktar ve saflik ol¢iimleri

izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve safligina, agaroz jel goriintiileri ile birlikte
spektrofotometrik (NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer) &lglimler sonucu karar
verilmistir. Nanodrop Spektrofotometre ile o&lgiimler gergeklestirilmistir. Olgiim

sonuglarma gore saflik degeri 1.8-2.0 arasinda olan Ornekler saf DNA olarak

degerlendirilmistir. Olgiimler her bir drnek igin iki tekrarli olarak yapilmustir.

3.3.4PCR analizleri

F1 bitkilerinden izole edilen DNA’larin PCR teknigi ile ¢ogaltimlar1 Biometra Uno
Thermocycler’da gerceklestirilmistir. PCR ¢ogaltimlari SSR, SCAR ve CAPS markér
tekniklerine gore gergeklestirilmistir. Cizelge 3.4’de, arastirmada kullanilan primerler
ve primerlerin baglantili oldugu kiilleme veya mildiyoye dayanim ozelligi ayrintili

olarak verilmistir.

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan markor teknikleri ve primer sekanslari

Markor ileri Primer Geri Primer Baglantih Lokus

1) VMC8g9 AAC ATT ATC AAC | ATATTCATCCTT SSR, Runl
ATGGTTTTA CCC ATC ACT A-

2) VMC1g3.2 -GAT AGT TAC CAT | -ACT TAG CTT CAG SSR, Rpvl

ACT TAG TCG GA- | AAG AAA ATA GA-

3)VMCT7F2 AAGAAAGTTTGCA | AAGATGACAATAG SSR, Ren3, Ren4,
GTTTATGGTG CGAGAGAGAA Rpv3

4) UDV-015 TGCACATTTCCC | CGG GTT ACT GGG SSR, Ren3

TCCTTAG AAG GGT AT
5) UDV-305 TGGTGCAATGGTC | GAGGAAAAGAGA SSR, Rpv3
ATAATTT AAGCAAAGA

6) VMCNG2- | TCG CTG GAG AGA | AGG CCA CCG GAT SSR, Rpvl

f12 TAG ATG CCT T- CAA AACT-

7) SCORAT7- -GAA ACG GGT -GGC CAT TAG SCAR, Ren3

760 GTG AGG CAAAGG | GAAATC AACATT
TGG- AC-
8) SCORN3-32 | -GGT ACT CCC CAT | -GTACTC CCC CCA SCAR, Ren3
TAA CGA CAG C- ACATAGCCAT-
9) SCORA14 TCT GTG CTG GAG | TCT GTG CTG GCA SCAR, Rpv3
AAG AGA TGA G GTC ATT ATT A-

10) GLP1-12 -GGAATATTT ACT | -CAT TTG AAT TGG CAPS, Runl

TGG ACA TCG- AGC ATACTC-
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PCR karisimlar

PCR Karigimi, 0.5 ml ependorf tiipte;
20-100 ng DNA,

20-50 pmol ileri (forward) primer
20-50 pmol ters (revers) primer
200-500 mM toplam dNTP
0.5-1.5 iinite Taq DNA Polymeraz
1.5-3.5 mM Mgcl2

2.5 ul 10x Buffer

Olacak sekilde toplam 25 pl hacminde tamamlandiktan sonra iizerine 1 damla mineral

yag eklenerek gerceklestirilmistir.

PCR Déngiisii (PCR Program)

1. 94 °C’ de 4 dak 6n denaturasyon

2.94 °C’ de 1 dak DNA ift iplik¢iginin ayrilmasi (denatiirasyon),
3. Primer annealing sicaklig1 1 dak (annealing),

4.72 °C’ de 1 dak yeni iplik¢igin yazimi (extension),

5.72 °C’ de 10 dak son yazilim,

(2- 4 basamaklar 35 dongii olarak uygulanmistir)

3.3.5 PCRiiriinlerinin goriintiilenmesi

SCAR, SSR ve CAPS teknigine gore elde edilen PCR ¢ogaltim iiriinleri agaroz jel

elektroforez teknigi ile ayrilarak UV 1s1k altinda goériintiilenmistir.

100 ml %1.5’luk agaroz jel hazirlig1 i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir;

99



* 1.5 gr agaroz tartilarak. 100 ml’lik erlene konulmus, {izerine 100 ml 1x TBE ¢d6zeltisi
eklenmistir,

* Hafif¢e ¢alkalanip, agarozun erimesi amaciyla mikrodalga firinda kaynatilmistir,

» Kaynama baslangicinda mikrodalgadan c¢ikarilan c¢ozelti, musluk suyu altinda
tutularak bir miktar sogutulmus ardindan 7 pl Ethidium Bromid eklenmistir,

* Ethidium’un ¢dzelti igerisinde dagilmasi amaciyla erlen hafif siddette ¢alkalanmus,
ardindan hava kabarcig1 olusturmadan yavas ve dikkatli bir sekilde jel tasiyici tepsiye
dokiilmiistiir,

* Jelin polimerize olmasi i¢in 30 dakika ¢eker ocak altinda bekletilmistir,

3.3.6 PCR Uriinlerinin jele yiiklenmesi

Tastyici tepsiden dikkatlice alinan jel, elektroforez tanki igerisine yerlestirildikten sonra
tankin igine jelin Ustiinii kapatacak kadar 1x TBE (Tris, Borik asit, EDTA) ¢ozeltisi
doldurulmustur. PCR amplifikasyon triinleri uygun oOlgiide pipet kullanarak jel
kuyularma yiiklenmistir. Ornekler 100 V’da 60 dakika yiiriitiildiikten sonra UV 151k

altinda “SynGene Jel Goriintiileme Sistemi” ile goriintiilenmistir.

3.3.7 PCR cogaltim iiriinlerinin goriintiilenmesi ve kapiller elektroforezde allel
verilerinin goriintiilenmesi

PCR amplifikasyon {iriinleri, SCAR primerlerinde (ScORA7-760, ScORN3-32,
ScORA14) %1.5-2'lik agaroz jelde yiiriitilmistir. CAPS markoriine ait GLP1-12
primerinin amplifikasyon tiriinleri ECORI restriksiyon enzimi ile kesilmesinin ardindan
agaroz jele yiiklenmistir. SSR primerlerinde PCR iirtinleri (VMC1g3.2, VMC8g9,
VMCT7F2, UDV-015, UDV-305, VMCNG2-f12) %2’lik agaroz jelde yiiriitilmis ve
¢ogaltim triinii bantlar goriintiilenmistir. Daha sonra SSR allellerin goriintiilenmesi igin
ayriminda kapiller elektroforez yontemi kullanilmistir. Jellere gore daha iyi ayrim
giiciine sahip olan, zaman ve is giliciinden tasarruf amaciyla, az miktar PCR iiriinii
kullanma, c¢ok sayida ornekle galisilabilmeye olanak saglamasi, DNA polimeraz’dan
kaynaklanan ve starter pikler (bant) olarak adlandirilan PCR amplifikasyonu sirasinda

yanlis baglanimlarin kolaylikla belirlenmesi, otomatik olarak allel biiyiikliiklerinin
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tespit edilmesi ve yanlis okumalarin ortadan kaldirilmasi gibi 0nemli avantajlara
sahiptir. S6z konusu avantajlara sahip sistemlerin kullanildigr metot kisminda kapilleri
elektroforez amaciyla Beckman CEQ™ 8800 Genetik Analiz Sistemi kullaniimistir.
CEQ™ 8800 cihazinda ayni anda 2 adet 96’lik plate ile ¢alisilma olanagi mevcuttur.
Lokuslara ait PCR iriinleri % 2’lik agaroz jelde kosturulduktan sonra, isaretlemede
kullanilan fliioresan (Proligo, wellred isaretli primerler, Fransa) boyalara gore (6rnegin;
D4, D3, D2) ornekler degisik oranlarda (1:5, 1:10 gibi) 20 ul SLS (Sample Loading
Solution) ile seyreltilmistir. Ornek ve SLS karisimlari iizerine 0.4 pl size standart-400
eklendikten sonra karsim vortekslenerek ve santrifiij edilerek iizerine bir damla mineral
yag damlatilmistir. Daha sonra plate CEQ™ 8800 Genetik Analiz Sistemi’nde

elektroforez edilmistir.

101



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Melezleme 1slah ¢calismalari

Bu arastirmada iilkemizin kiilleme ve mildiydye hassas ancak c¢ok kaliteli kirmizi
saraplik tiziim ¢esitleri arasindan ana ebeveynler olarak segilen Bogazkere ve Kalecik
Karas1 tiztim ¢esitleri 2010 ve 2011 yillart vejetasyon donemlerinde Regent ¢esidi ile
melezlenmistir. Sonugta “Kalecik Karast x Regent” ve “Bogazkere x Regent” olmak
iizere iki adet melezleme kombinasyonu olusturulmustur. Iki yil iist {iste yiiriitiilen
melezlemeler ve elde edilen hibrit tohumlarin (¢ekirdeklerin) bitkiye doniistiiriillmesi
sonucu elde edilen arastirma bulgulart Cizelge 4.1°de verilmistir. Toplam bitkiye
dontistirmeleri icerisinden en kuvetli, saglikli ve iyi gelismis olan “Bogazkere x
Regent” kombinasyonundan yaklasik 168 adet ve “Kalecik Karasi x Regent”
kombinasyonundan 25 adet F1 bitkisi segilmis ve kiilleme ve mildiyo hastaliklarina
dayaniklilikla iliskili markorler ile PCR analizlerinde kullanilmistir. Calismada Kalecik
Karas1 tiziim ¢esidinde kastrasyon, melezleme sonuglarindaki nedeniyle istedigimiz

miktarda F1 bitkisine ulasilamamustir.

Cizelge 4.1 Melezlenen cicek sayisi ve elde edilen F1 bitki sayisi

Islah ¢calismalan BogazkerexRegent Kalecik KarasixRegent
Melezlenen ¢igek sayist 3000 3000

Hibrit tohum sayis1 900 50

*Katlamaya alinan tohum sayisi 750 50

Cimlenen tohum sayisi 380 25

Bitkiye doniisen F1 say1 200 25

*Elde edilen hibrit tohumlarda suda yiizdiirme testi ile dibe goken ve canli olarak degerlendirilen
tohumlar katlamaya alinmigtir.
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4.2 Markore Dayali Seleksiyon

4.2.1 DNA izolasyonu ve Nanodrop sonuglari

Lefort vd. (1998)’te belirtilen yonteme gore elde edilen BogazkerexRegent ve Kalecik
KarasixRegent populasyonlarindaki F1 bitkilerine ait DNA’larin saflik ve miktar
degerleri NanoDrop ND1000 ile belirlenmistir. Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalarda
DNA’nin safliginin 1.8-2.0 arasinda olmasi istenen bir durumdur. Cizelge 4.2°de
Nanodrop Spektrofotometre ile Slgiimler sonucu elde edilen DNA’larin safliklarinin

1.10 — 1.99 arasinda degistigi goriilmektedir. Ekstrakte edilmis olan DNA’larin goérsel

olarak agaroz jel (%]1) lizerinde goriintiileri saptanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 “Bogazkere x Regent” hibrit bitkilerden izole edilen DNA’larin
agaroz jel iizerindeki goriinimleri (M: 100 bp DNA ladder. 1-16 F1
bitkilerine ait DNA’lar)
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Cizelge 4.2 “Bogazkere x Regent” ve “Kalecik Karas1 x Regent melezleme
kombinasyonundan elde edilen 6rneklere ait DNA miktar ve saflik

Olgtimleri
Ornek No Miktar Saflik Ornek Miktar Saflik
No 0.00 NaN No 0.00 NaN
Regent 598.11 1.89 BR25 119.64 1.48
Regent 590.25 1.90 BR25 90.20 1.50
BR2 140.01 1.48 BR26 115.97 1.70
BR2 136.70 1.50 BR26 118.62 1.68
BR3 220.60 1.64 BR27 79.30 1.48
BR3 221.27 1.65 BR27 85.93 1.44
BR4 155.71 1.55 BR29 101.60 1.64
BR4 154.21 1.56 BR29 111.85 1.55
BR6 98.68 1.38 BR30 163.88 151
BR6 101.44 1.37 BR30 227.80 1.39
BR7 101.02 1.43 BR32 79.17 1.47
BR7 98.21 1.44 BR32 75.79 1.48
BR8 33.46 1.20 BR33 144.12 1.49
BR8 31.41 1.14 BR33 176.74 1.43
BR9 222.13 1.70 BR35 78.31 151
BR9 223.51 1.70 BR35 79.77 1.50
BR10 138.56 1.54 BR36 110.84 1.53
BR10 138.55 1.56 BR36 113.40 151
BR11 93.90 1.68 BR37 77.33 1.47
BR11 97.75 1.66 BR37 78.36 141
BR12 178.17 1.61 BR38 81.43 1.36
BR12 179.83 1.61 BR38 85.60 1.38
BR13 106.61 1.47 BR39 91.21 1.54
BR13 105.19 1.46 BR39 92.35 1.52
BR14 143.56 1.49 BR40 171.28 1.52
BR14 144.54 1.49 BR40 160.99 1.56
BR15 94.22 1.46 BR41 105.74 1.42
BR15 56.97 1.41 BR41 106.38 1.43
BR16 183.69 1.58 BR42 87.19 1.37
BR16 180.65 1.58 BR42 84.30 1.45
BR17 149.67 1.57 BR43 166.79 141
BR17 150.95 1.55 BR43 137.75 151
BR18 87.29 1.49 BR45 132.45 1.54
BR18 76.60 151 BR45 132.30 1.56
BR19 49.47 1.43 BR46 98.73 1.52
BR19 106.68 1.44 BR46 97.43 154
BR20 291.00 1.72 BR47 34.54 1.31
BR20 270.84 1.72 BR47 34.62 1.31
BR21 279.92 1.50 BR48 77.56 1.54
BR21 286.24 1.44 BR48 78.86 1.55
BR22 136.50 1.70 BR49 28.05 1.35
BR22 142.83 1.69 BR49 27.36 1.37
BR23 120.07 1.56 BR50 52.80 1.34
BR23 148.07 1.49 BR50 33.23 1.32
BR24 93.17 1.38 BR51 163.78 1.60
BR24 83.00 1.42 BR51 157.91 1.63
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Cizelge 4.2 “Bogazkere x Regent” ve “Kalecik Karas1 x Regent” hibrit
kombinasyonundan 6rneklere ait DNA miktar ve saflik dl¢timleri (devam)

Miktar Saflik Ornek No Miktar Saflik
Ornek No | (ng/ul) (260/280) (ng/ul) (260/280)
BR52 144.63 1.69 BR78 66.29 152
BR52 150.76 1.66 BR78 65.79 1.54
BR53 80.15 1.43 BR79 105.73 1.60
BR53 79.29 1.46 BR79 107.86 1.60
BR54 20.41 1.42 BRE0 76.01 1.42
BR54 68.71 1.45 BRE0 71.91 1.47
BRE5 63.54 1.49 BRE1 38.44 1.36
BRE5 63.48 151 BRE1 25.95 1.32
BRE6 60.97 1.42 BRE2 59.33 1.33
BRE6 61.78 1.43 BRE2 58.97 1.30
BR57 74.77 1.58 BRS3 90.73 1.52
BR57 74.81 1.59 BR83 88.90 1.52
BR5S 54.78 1.49 BR85 65.85 1.44
BR5S 68.64 1.54 BR85 65.02 1.43
BR59 80.10 1.40 BR86 61.13 1.40
BR59 78.56 141 BR86 60.26 1.39
BR60 76.37 1.42 BR87 131.30 1.65
BR60 76.68 1.43 BR87 133.03 1.64
BR61 170.45 1.63 BRS8 89.94 1.43
BR61 176.35 1.60 BRS8 91.94 1.40
BR62 151.96 1.46 BRS9 119.30 1.62
BR62 145.36 151 BRS9 117.68 1.64
BR63 255.28 1.78 BR30 241.01 1.88
BR63 215.47 1.82 BR30 237.16 1.89
BR64 56.17 1.38 BR91 171.06 1.62
BR64 53.37 1.40 BRI1 172.38 1.62
BR65 123.34 1.63 BR92 42.55 1.34
BR65 123.85 1.63 BR92 42.38 1.34
BR66 137.72 141 BRI3 62.62 1.40
BR66 109.96 153 BR93 61.36 1.41
BR67 89.30 1.43 BR94 59.43 1.24
BR67 87.57 1.42 BR94 59.68 1.22
BR68 53.79 1.45 BR95 43.23 1.14
BR68 57.77 1.37 BR95 43.64 1.14
BR69 325.26 1.34 BR96 75.93 1.30
BR69 173.49 1.49 BRI6 76.28 1.31
BR71 43.65 1.22 BR97 59.28 1.30
BR71 4352 1.27 BR97 59.08 1.33
BR72 146.75 151 BR98 133.67 1.48
BR72 128.90 1.59 BR98 134.89 1.47
BR73 57.33 1.50 BR93 233.54 1.76
BR73 56.30 1.54 BR99 235.23 1.76
BR74 57 02 115 BR101 556.61 1.83
BR72 =349 131 BR101 564.73 1.83
BR75 6401 137 BR102 211.35 1.58
BR75 56 16 140 BR102 205.30 1.64
BR76 2291 153 BR103 82.31 1.39
BR76 7363 151 BR103 81.77 1.40
BR77 4161 136 BR104 191.21 1.69
BR77 4185 137 BR104 187.74 1.67
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Cizelge 4.2 “Bogazkere x Regent” ve “Kalecik Karas1 x Regent” hibrit

kombinasyonundan 6rneklere ait DNA miktar ve saflik dl¢timleri (devam)

Ornek No | Miktar (ng/ul) | Safhik (260/280) | | Ornek No | Miktar (ng/ul) | Saflik (260/280)
BR107 135.77 1.55 BR136 114.87 1.72
BR107 131.61 1.51 BR137 86.18 1.32

BR108 76.12 1.43 BR137 84.42 1.33
BR 108 71.13 1.37 BR138 134.60 1.46
BR109 631.47 1.93 BR138 134.92 1.45
BR109 636.55 1.93 BR139 287.09 1.49
BR110 94.44 1.52 BR139 225.21 1.66
BR110 90.76 1.48 BR140 148.18 1.74
BR111 86.57 1.44 BR140 139.72 1.74
BR111 84.42 1.41 BR141 244,51 1.75
BR112 81.57 1.50 BR141 242.90 1.74
BR112 85.95 1.46 BR142 178.56 1.70
BR113 80.89 1.49 BR142 173.17 1.71
BR113 78.66 1.48 BR144 201.90 1.69
BR114 78.90 1.43 BR144 196.72 1.68
BR114 78.78 1.41 BR145 141.42 1.68
BR117 228.95 1.71 BR145 135.48 1.69
BR117 227.81 1.70 BR146 108.35 1.53
BR119 64.73 1.44 BR146 104.59 1.50
BR119 67.10 1.42 BR148 161.04 1.82
BR122 104.73 1.20 BR148 162.08 1.81
BR122 104.63 1.20 BR151 279.99 1.79
BR123 234.23 1.77 BR151 276.47 1.79
BR123 236.60 1.75 BR152 135.73 1.78
BR124 120.51 1.74 BR152 133.90 1.77
BR124 122.79 1.72 BR154 426.70 1.70
BR125 100.42 1.64 BR154 430.19 1.71
BR125 93.97 1.68 BR156 304.39 1.77
BR126 135.50 1.36 BR156 295.65 1.77
BR126 130.99 1.36 BR157 253.33 1.75
BR127 153.80 1.20 BR157 253.04 1.75
BR127 122.65 1.41 BR158 24357 1.82
BR129 117.00 1.48 BR158 243.79 1.85
BR129 113.09 1.45 BR159 38.60 1.56
BR131 115.99 1.55 BR159 41.02 1.53
BR131 114.37 1.55 BR160 137.92 1.77
BR132 161.21 1.72 BR160 125.05 1.80
BR132 160.57 1.76 BR162 248.70 1.74
BR133 129.77 1.47 BR162 247.63 1.75
BR133 129.37 1.48 BR165 175.11 1.85
BR134 113.67 1.47 BR165 172.97 1.85
BR134 116.25 1.46 BR166 426.70 1.70
BR135 319.19 1.80 BR166 430.19 1.71
BR135 319.55 1.81 BR168 52.73 1.64
BR136 111.33 1.72 BR168 59.72 1.59
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Cizelge 4.2 “Bogazkere x Regent” ve “Kalecik Karas1 x Regent” melezleme
kombinasyonundan 6rneklere ait DNA miktar ve saflik dl¢timleri (devam)

Miktar Safhik Ornek No Miktar Safhik
Ornek No | (ng/ul) (260/280) (ng/ul) (260/280)
BR200 221.53 1.64 Kalecik Karasi 206.73 1.99
BR200 227.20 1.63 Kalecik Karasi 209.39 189
BR202 526.83 1.35 KR1 53.11 1.29
BR202 522.15 1.35 KR1 52.83 131
BR205 106.56 1.56 KR2 89.77 1.45
BR207 110.18 1.86 KR2 88.91 1.45
BR207 107.82 1.85 Egg ;1‘715 1'33
BR218 82.08 1.86 KRE 87 05 178
BR218 80.54 1.88 KRE 58 96 153
BR235 52.10 1.87 KR7 127.27 156
BR243 59.17 1.94 KR7 122.44 1.66
BR243 60.42 1.90 KR8 210.82 1.70
BR245 65.06 151 KR9 49438 1.86
BR260 61.91 1.85 KR9 492.70 1.89
BR260 63.61 1.87 KR10 119.66 158
BR261 77.43 1.86 KR10 017 7
BR261 77.50 1.87 KR11 13451 1.76
BR265 204.59 1.90 KR11 104.14 191
BR265 221.90 191 KR12 155.92 1.99
BR269 127.66 1.58 KR13 213.86 1.65
BR277 53.26 152 KR13 194.08 1.73
BR277 54.37 147 KR14 226.12 161
BR285 84.31 1.83 KR14 184.37 1.72
BR285 83.41 1.89 KR15 131.78 1.81
BR292 150.91 137 KR15 136.33 1.75
BR292 101.71 1.47 KR16 270.69 1.98
BR296 496.14 1.84 KR16 259.73 197
BR296 505.39 1.84 KR17 155.66 1.35
BR299 7531 1.92 KR17 120.36 1.45
BR299 78.03 1.86 KR18 169.61 154
BR311 182.68 1.70 KR18 14559 159
BR312 81.44 1.45 KR19 227.05 1.78
BR312 121.41 1.39 KR19 223.64 1.79
BR318 131.84 1.52 KR20 385.05 162
BR322 85.65 1.74 KR20 34337 1.75
BR322 76.67 1.86 KR21 432.99 1.96
BR325 134.13 1.46 KR21 43714 1.88
BR325 125.75 151 KR22 137.69 1.30
BR326 71337 1.70 KR22 121.34 1.35
BR326 7151 1.73 <R3 Sa58 Tee
BR327 102.04 1.69 <Ro3 o Le3
BR327 87.90 1.80 KR24 204.05 163
BR330 106.46 115 KR24 192.84 1.70
BR334 61.36 1.90 KR25 231.38 1.67
BR334 63.87 1.89 KR25 162.00 1.93
BR339 71.16 183 KR26 278.64 1.85
BR339 68.71 1.89 KR26 24961 1.94
BR348 112.23 1.95 KR27 573.67 1.77
BR348 109.33 1.93 KR27 609.22 1.72
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4.2.2 PCR Uygulamalar:

Arastirmada MDS (Markore Dayali Seleksiyon) igin toplam 10 adet primer (6 adet
SSR), (3 adet SCAR ) ve (1 adet CAPS) kullanilmistir. CAPS markorii GLP1-12
primerinin amplifikasyon iiriinleri ECORI restriksiyon enzimi ile kesilmesinin ardindan
agaroz jele yiiklenmistir. Kesimin ardindan, DNA amplifikasyon {irlinleri literatiirde

belirtilenin aksine ikiden fazla (4-5 adet) kesim {iriinii bant deseni olusturmustur.

Sekil 4.2 BR popiilasyonuna ait bitkilerde GLP1-12 primerinin PCR f{iriinlerinin
gorinimu

Sekil 4.3 BR populasyonuna ait F1 bitkilerinin GLP1-12 PCR firiinlerin ECOR1 enzimi
ile kesilm sonrasi1 bant goriiniimleri
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SCAR primerlerine ait PCR tiriinleri (SCORA7-760, SCORN3-32, SCORA14) %1.5-2'lik
agaroz jelde yiritilerek goriintiilenmistir. Bu yontem ile SCAR primerlerinden
(ScORA7-760, SCORN3-32) primerleri bant veren bireyler kiillemeye dayanikli olarak,
bant vermeyenler dayaniksiz olarak degerlendirmeye alinmistir. SCORA7-760 primeri
ile 760 bp biiyiikligiinde BR popiilasyonuna ait 168 F1 bitkisinden 53 adeti 760 bp
biiyiikligiinde bant olusturmustur ve 115 adeti bant olusturmamistir (Cizelge 4.5, Sekil
4. 4). KR popiilasyonuna ait 25 adet F1 bitkisinden 2 adet 760 bp biiyiikliigiinde bant
verirken, 23 adeti bant olusturmamustir (Cizelge 4.6).

Sekil 4.4 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde SCORA7-760 primerinin PCR {irlinlerin
goriiniimii

SCORN3-32 primeri ile BR popiilasyonunda 135 adet genotip belirlenen 900 bp

blytikliigiinde bant olustururken, 33 adeti bant olusturmamistir (gizelge 4.5). KR

popiilasyonunda ise 25 adet genotipierin tamami1 900 bp biyiikliigiinde bant

olusturmuslar (Cizelge 4.6, Sekil 4. 5).

Sekil 4.5 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde SCORN3-32 primerinin PCR iiriinlerinin
gorunimu
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ScORA14 primerinde, SCAR primerleri gibi bant veren genotiplerin sayis1 168 adet F1
BR bitkisinde 68 adet ve 100 adet genotip amplifikasyon {irlinii olusturmamigtir
(Cizelge 4.5). Bu primer ile 25 adet KR bitkisinde, 3 adet bu primer ile amplifikasyon

irtinli bant verirken 22’si bant olusturmamustir (Cizelge 4.6, Sekil 4. 6).

Sekil 4.6 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde SCORA14 primerinin PCR fiiriinlerinin
gorinimu

Arastirmada kullanilan 6 adet SSR primeri ile elde edilen PCR iiriinlerine ait bant
goriintiileri Sekil 4.7 — sekil 4.12°de verilmistir, Kapiler elektroforez teknigi ile

belirlenen allel biiytikliikleri ise ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Sekil 4.7 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde VMC8g9 Primerinin PCR iiriinlerinin
gorunimu
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Sekil 4.8 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde VMC7f2 Primerinin PCR iiriinlerinin
gorunumu

Sekil 4.9 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde UDV-15 Primerinin PCR iiriinlerinin
gorunumu

Sekil 4.10 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde UDV-305 Primerinin PCR iiriinlerinin
gorunimu
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Sekil 4.11 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde VMC1g3.2 Primerin PCR iiriinlerinin
gorinimu

Sekil 4.12 BR populasyonuna ait F1 bitkilerde VMCNG2f12 Primerinin PCR
tirtinlerinin gorinimi

4.2.3 Genetik Analizler
Uygun PCR kosullar1 ve iyi amplifiye olmus lokuslarin elektroforezi ile 6rnek jel ve
piklerden de goriildiigii lizere saglikli okumalar1 saglayacak, pik biiyiikliklerine

ulagilirken dayanikli allelerini tasiyan veya tasimayan kolaylikla tespit edilmistir.

Cizelge 4.3°de BR ve KR genetik analiz sonuglar1 verilmektedir.
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Cizelge 4.3 BR popiilasyonuna ait genetik analiz sonuglari

Markor iliskili Dayamikhhkla | BR Dayamkhhik | Referans
oldugu iliskili popiilasyonda | ile iliskili yayin
dayamkh beklenen allel | allel secilen F1
lokus biiyiikliigii biiyiikliikleri | sayis1

UDV-305 Rpv3 299 229/299 33 Bellin vd. 2009

VMCNG2F12 | Rpv3 198 161/189 - Eibach vd. 2007

ScoRA14 Rpv3 460 460 68 Akkurt vd. 2007

UDV-15 Ren3 189 175/189 105 Welter vd. 2007

ScoRA7 Ren3 760 760 53 Akkurt vd. 2007

ScoRN3 Ren3 900 900 - Akkurt vd. 2007

VMC1g3.2 Rpv13 122/122 122/139 - Moreira vd.

2011
VMCT7F2 Ren4 199 206/212 - Bellin vd. 2009,
Riaz vd. 2011
VMC8G9 Runl/Rpvl 172 173/176 - Barker vd. 2005,
Marguerit  vd.
2009

Markor iliskili Dayamkhhikla | KR Dayamikhlik | Referans
oldugu iliskili popiilasyonda | ile iliskili yayimn
dayanikh beklenen allel | allel secilen F1
lokus biiyiikliigii biiyiikliikleri | sayis1

UDV-305 Rpv3 299 229/299 14 Bellin vd. 2009

VMCNG2F12 | Rpv3 198 161/189 - Eibach vd. 2007

ScoRA14 Rpv3 460 460 4 Akkurt vd. 2007

UDV-15 Ren3 189 175/189 6 Welter vd. 2007

ScoRA7 Ren3 760 760 3 Akkurt vd. 2007

ScoRN3 Ren3 900 900 - Akkurt vd. 2007

VMC1g3.2 Rpv13 122/122 122/139 - Moreira vd.

2011
VMCT7F2 Ren4 199 206/212 - Bellin vd. 2009,
Riaz vd. 2011
VMC8G9 Runl/Rpvl 172 173/176 - Barker vd. 2005,
Marguerit  vd.
2009

SCAR Markorlerde dayaniklilik ile bant veren F1’ler secilmistir.

SSR markorlerde dayaniklilik ile iligkili allele sahip F1’ler se¢ilmistir.

GLP1-12 kesim sonucunda 4-6 bant olusturdugu ve literatiirdeki bildirtilenlere aykir

kesim gosterdigi icin degerlendirmeye alinmamustir.

Cizelge 4.4-4.7°de arastirmada kullanilan primerler ve genotiplerde tespit edilen allel

biiyiikliikleri sunulmustur.
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Cizelge 4.4 “Regent x Bogazkere” melezleme kombinasyonunda (SSR) markorleri ile elde
edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilimi

UDV-305 VMCl1g3.2 VMCNG2F12 | VMC8G9 UDV-15 VMCT7F2

allel | allel | allel | allel } allel allel | allel | allel | allel | allel | allel | allel

Genotip | bily. | biiy. | bity. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily | bily. | biiy. | bily.
Regent 229 | 299 122 | 140 159 161y 173 | 176 | 175 | 189 | 206 212
Bogazkere | 301 | 304 127 | 155 151 181§ 163 | 163 | 177 | 193 | 201 205
2 299 | 301 122 127 181 181 163 | 173 | 177 | 193 ] 201 212
3 299 | 301 122 127 151 151 163 | 176 - - 205 212
4 301 | 229 127 140 159 159 163 | 173 ] 189 | 193 | 205 212
6 304 | 229 122 127 151 151 163 | 173 ] 175 | 189 ] 201 212
7 - - - - 181 181 163 | 173 ] 175 | 189 ] 201 212
8 301 | 229 - - 159 159 163 | 176 _ _ 201 212
9 301 | 229 122 127 151 151 163 | 173 ] 189 | 193 ] 201 212
10 301 | 229 122 127 159 159 163 | 173 | 175 | 177 | 205 212

11 301 | 229 - _ 159 159 163 | 163 - - - -
12 301 | 229 122 140 159 159 163 | 176 | 175 | 177 | 205 212
13 301 | 229 122 127 - - 163 | 176 | 189 | 193 | 201 212
14 301 | 229 122 127 - - 163 | 173 | 177 | 189 | 205 212
15 301 | 229 122 127 - - 163 | 173 | 175 | 177 | 205 212
16 - - 122 127 - - 163 | 176 | 175 | 177 | 205 202
17 229 | 301 122 140 159 159 163 | 176 | 177 | 193 ] 201 212
18 229 | 201 122 127 151 151 163 | 173 | 177 | 189 | 205 212
19 229 | 301 122 127 151 151 163 | 173 | 175 | 177 | 205 212
20 229 | 301 122 127 159 181 163 | 173 | 175 | 177 | 205 205
21 229 | 301 127 122 - - 163 | 176 | 175 | 177 | 205 205
22 229 | 301 122 140 - - 163 | 176 | 177 | 189 | 205 205
23 229 | 301 122 127 151 161 163 | 176 | 175 | 177 | 205 205
24 229 | 301 122 127 151 151 163 | 173 | 177 | 189 | 205 205
25 229 | 301 122 127 151 181 163 | 163 | 175 | 177 | 201 206
26 301 | 229 122 127 159 181 163 | 173 | 177 | 189 | 201 206
27 - - 122 127 - - 163 | 163 | 189 | 193 | 201 206
29 229 | 301 122 127 181 181 163 | 173 ] 189 | 193 | 201 206
30 229 | 301 127 140 151 181 163 | 176 | 189 | 193 | 201 212
32 229 | 301 122 127 - - 163 | 173 | 177 | 189 | 201 212
33 229 | 301 | 127 | 122 | 151 159 | 163 | 173 | 175 | 177 | 205 205
35 301 | 229 122 140 - - 163 | 176 | 189 | 193 | 201 212
36 301 | 229 127 140 - - 163 | 176 | 189 | 193 | 205 205
37 301 | 229 | 127 | 140 ] 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 205 212
38 301 | 229 122 127 161 181 163 | 173 | 177 | 193 | 201 206
39 301 | 229 127 140 159 181 163 | 176 | 177 | 193 | 201 206
40 229 | 301 ] 122 | 127 | 151 159 | 163 | 173 | 175 | 177 | 205 212
41 301 | 229 | 122 | 127 | 159 159 | 163 | 176 | 177 | 193 | 201 206
42 229 | 301 ] 122 | 127 | 151 151 | 163 | 173 ]| 189 | 193 | 201 206
43 301 | 229 127 140 151 159 163 | 173 | 189 | 193 | 201 212
45 301 | 229 | 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 163 | 175 | 193 | 201 206
46 229 | 301 ] 122 | 127 | 181 181 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 212
47 301 | 229 | 127 | 140 ] 159 159 | 163 | 176 | 175 | 177 | 205 212
48 301 | 229 122 127 - - 163 | 176 | 189 | 193 | 201 206
49 301 | 229 127 140 159 181 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
50 301 | 229 127 140 159 181 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
51 301 | 229 122 127 181 181 163 | 173 | 177 | 189 | 201 212
52 229 | 229 122 127 181 181 163 | 163 | 177 | 193 | 201 206
53 301 | 229 127 140 161 181 163 | 176 | 177 | 189 | 201 212
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Cizelge 4.4 “Regent x Bogazkere” melezleme kombinasyonunda (SSR) markorleri ile elde
edilen PCR iirtinlerinin allelik dagilimi (devam)

UDV 305 | VMCl1g3.2 | VMCNG2F12 ] VMC8G9 UDV-15 VMCT7F2

allel | allel | allel | allel | allel allel | allel | allel | allel | allel | allel | allel

Genotip | bily. | biiy. | bity. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily | bily. | biiy. | bily.
54 301 | 299 | 122 | 140 | 161 181 | 163 | 176 ] 189 | 193 | 201 206
55 301 | 229 | 122 | 127 | 159 151 | 163 | 173 | 177 | 189 | 205 205
56 304 | 229 | 122 | 140 | 159 151 | 163 | 163 | 177 | 193 | 205 205
57 229 | 301 | 127 | 140 ] 159 181 | 163 | 173 ] 189 | 193 | 201 206
58 301 | 229 | 127 | 140 | 159 181 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 212
59 301 | 229 | 122 | 140 | 181 181 | 163 | 176 ] 189 | 193 | 201 212
60 301 | 229 | 122 | 127 | 159 181 | 163 | 176 ] 189 | 193 | 201 206
61 229 | 301 | 127 | 140 ] 159 181 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
62 301 | 229 | 127 | 140 | 181 181 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 212
63 301 | 229 | 122 | 127 | 151 151 | 163 | 176 | 175 | 177 | 205 212
64 301 | 229 | 122 | 127 | 159 181 | 163 | 173 ] 189 | 193 | 201 206
65 301 | 229 | 127 | 140 | 159 151 | 163 | 176 | 193 | 189 | 205 205
66 301 | 229 | 127 | 140 | 161 181 | 163 | 173 ] 193 | 189 | 201 206
67 301 | 229 | 127 | 122 | 151 159 | 163 | 176 | 177 | 193 | 205 205
68 301 | 229 | 127 | 140 | 181 181 | 163 | 163 ] 189 | 193 | 201 201
69 229 | 301 | 127 | 122 ] 151 151 | 163 | 173 - - 201 206
71 301 | 229 | 127 | 140 | 151 159 | 163 | 176 | 177 | 193 | 201 206
72 301 | 301 | 122 | 127 | 151 159 | 163 | 176 ] 189 | 193 | 201 206
73 301 | 229 | 127 | 140 | 151 151 | 163 | 176 | 177 | 193 | 205 212
74 229 | 301 127 | 140 ] 181 181 | 163 | 163 | 177 | 193 | 201 201
75 301 | 229 | 122 | 127 | 181 181 | 163 | 176 | 177 | 193 | 201 212
76 229 | 301 | 127 | 140 ] 181 181 | 163 | 163 ] 175 | 177 | 201 201
77 301 | 229 | 122 | 127 | 181 181 | 163 | 163 ] 175 | 177 | 201 206
78 299 | 304 | 127 | 140 ] 181 181 | 163 | 173 - - 201 212
79 301 | 301 | 122 | 127 | 151 151 | 163 | 163 | 177 | 193 | 201 206
80 301 | 301 | 122 | 127 | 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 205 212
81 301 | 301 | 122 | 127 | 151 181 | 163 | 163 ] 175 | 177 | 201 206
82 301 | 229 | 127 | 140 | 151 161 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 206
83 301 | 229 | 127 | 122 | 151 159 | 163 | 173 ] 189 | 193 | 205 205
85 304 | 304 | 122 | 127 | 159 181 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 212
86 304 | 229 | 127 | 140 | 151 151 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 206
87 301 | 301 | 122 | 127 | 151 151 | 163 | 173 | 177 | 193 | 205 212
88 301 | 229 - - 151 159 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 206
89 301 | 299 | 122 | 140 | 159 181 | 163 | 173 ] 189 | 193 | 201 212
90 301 | 229 | 122 | 127 | 151 159 | 163 | 176 | 177 | 193 | 205 205
91 301 | 229 | 122 | 127 - - 163 | 176 | 177 | 193 | 201 206
92 301 | 301 | 127 | 140 - - 163 | 163 | 175 | 177 | 201 206
93 301 | 229 | 122 | 127 | 159 159 | 163 | 173 ] 189 | 193 | 206 206
94 301 | 299 - - 151 181 | 163 | 173 ] 189 | 193 | 201 212

95 301 | 301 | 122 | 127 | 159 159 | 163 | 173 ] 189 | 193 - -
96 301 | 229 | 140 | 155 | 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
97 301 | 229 | 122 | 140 | 161 181 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
98 301 | 229 | 127 | 140 | 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 205 212
99 301 | 229 - - 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 205 205
101 229 | 229 | 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 205 212
102 301 | 229 | 122 | 127 | 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 206
103 301 | 229 | 122 | 140 | 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
104 301 | 229 - - 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
107 301 | 229 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 ] 201 206
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Cizelge 4.4 “Regent x Bogazkere” melezleme kombinasyonunda (SSR) markorleri ile elde
edilen PCR iirtinlerinin allelik dagilimi (devam)

UDV 305 | VMC1g3.2 | VMCNG2F12 | VMC8G9 UDV-15 VMCT7F2

allel | allel | allel | allel } allel allel | allel | allel | allel | allel | allel | allel
Genotip | bily. | biiy. | bity. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily | bily. | biiy. | bily.

108 301 | 229) 122 | 127 ] 151 159 177 ] 189 ] 201 206

109 301 | 229 ) 122 | 127 ] 159 181 | 163 | 173 ] 189 | 193] 205 205

110 301 | 299 ) 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 173 ] 189 | 193] 201 212

111 229 | 304 ] 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 173 ] 189 | 193] 201 212

112 229 | 304 ] 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 189 ] 205 212

113 301 | 229 - - 151 151 | 163 | 173 ] 175 | 177] 201 206

114 299 | 304 ] 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 189 ] 201 206

117 301 | 229 ) 122 | 140 | 159 159 | 163 | 173 ] 175 | 177] 201 206

119 301 | 229 ) 127 | 140 | 159 159 | 163 | 173 ] 189 | 193] 201 206

122 301 | 229 ) 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 176 ] 177 | 189 ] 201 206

123 299 | 301 151 151 | 163 | 173 ] 193 | 189 ] 201 212

124 152 lé? 151 151 | 163 | 176 ] 177 | 189 ] 206 206

125 299 | 301 ] 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 163 ] 177 | 193] 205 205

126 301 | 299 ) 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 176 ] 177 | 189 ] 201 206

127 299 | 301 ] 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 163 ) 177 | 189

129 299 | 301 ] 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 176 ] 189 | 193 2(_)6 2(_)6

131 301 | 299 ) 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 189] 201 206

132 301 | 229 ) 127 | 140 ] 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 189 ] 201 212

133 301 | 299 ) 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 193] 201 206

134 - - 140 | 155 ] 151 151 | 163 | 176 ] 177 | 189 ] 201 206

135 229 | 301 ] 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 189 ] 205 205

136 301 | 229 ) 122 | 140 ] 159 159 | 163 | 173 ] 177 | 189 ] 201 206

137 299 | 304 ] 140 | 155 ] 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 189 ] 212 212

138 299 | 304 | 122 | 127 - - 163 | 173 ] 189 | 193] 201 212
139 299 | 304 - - 151 151 ] 163 | 173 ] 177 | 189] 201 206
140 301 | 229 ) 122 | 127 | 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189] 201 206
141 229 | 301 ) 122 | 140 | 159 159 ] 163 | 163 | 177 | 193] 205 212
142 299 | 304 ) 122 | 127 | 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 193] 201 212
144 299 | 304 | 122 | 127 - - 163 | 173 | 177 | 189 | 212 212
145 299 | 304 ) 122 | 127 | 181 181 | 163 | 176 | 189 | 193] 212 212
146 299 | 304 ) 127 | 140 - - 163 | 176 - -] 201 206
148 301 | 229 | 127 | 140 ] 151 151 | 163 | 176 ] 177 | 193] 201 212
151 301 | 299 - - 151 151 ] 163 | 173 ] 189 | 193] 206 206
152 301 | 229 | 127 | 140 ] 159 159 | 163 | 173 ] 177 | 189] 201 206
154 229 | 301 | 122 | 127 - - 163 | 176 | 177 | 189] 201 206
156 299 | 304 ) 122 | 140} 151 151 | 163 | 176 | 175 | 177 ] 205 212
157 - - 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 176 ] 177 | 189 ] 201 212
158 299 | 304 ) 122 | 140} 151 151 | 163 | 176 ] 175 | 177 ] 201 212
159 - - 122 | 127 ]| 151 151 | 163 | 173 - _] 201 212
160 301 | 229 | 127 | 140 ] 181 181 ] 163 | 176 | 189 | 193] 201 212
162 299 | 304 ) 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 163 ] 177 | 189] 212 212
165 229 | 304 ) 122 | 140} 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 189] 201 212
166 299 | 304 ) 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 193] 201 212
168 299 | 304 ) 122 | 140} 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 189] 212 212
200 299 | 304 ) 122 | 127 ] 151 151 ] 163 | 163 | 175 | 177] 205 212
202 229 | 301 ] 122 | 127 ] 161 161 | 163 | 173 | 177 | 189 ] 205 205
205 301 | 229 | 122 | 127 ] 151 151 ] 163 | 176 | 189 | 193] 212 212
207 299 | 304 ) 122 | 140} 151 151 | 163 | 176 | 175 | 177] 205 212
218 299 | 304 ) 122 | 127 | 151 151 | 163 | 176 ] 175 | 177 ] 205 212
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Cizelge 4.4 “Regent x Bogazkere” melezleme kombinasyonunda (SSR) markorleri ile elde
edilen PCR iriinlerinin allelik dagilimi (devam)

UDV 305 | VMCl1g3.2 | VMCNG2F12 ] VMC8G9 UDV-15 VMCT7F2

allel | allel | allel | allel | allel allel | allel | allel | allel | allel | allel | allel

Genotip | bily. | biiy. | bity. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily. | bily | bily. | biiy. | bily.
235 301 | 299 | 122 | 127 | 151 151 | 163 | 163 ] 177 | 189 ] 201 206
243 229 | 301 | 140 | 155 ] 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 ] 201 201
245 301 | 229 | 122 | 127 | 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
260 229 | 301 | 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 206
261 301 | 229 122 | 140 ] 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 206
262 301 | 229) 122 | 127} 151 159 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 206
265 - -1 122 | 127 ] 181 181 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 212
269 301 | 299) 127 | 140 ) 151 159 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
277 229 | 301 ) 127 | 140 ] 159 181 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 206
285 - -1 122 | 127 ] 151 151 | 163 | 173 ] 177 | 193 | 201 206
292 - -1 122 | 127 ] 151 161 | 173 | 173 ] 177 | 189 | 201 206
296 301 | 229) 122 | 127} 161 181 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
299 304 | 299 122 | 140 ] 151 181 | 163 | 176 | 175 | 177 | 201 212
311 301 | 229 140 | 155 | 159 159 | 163 | 163 ] 177 | 189 | 201 206
312 301 | 229 122 | 127} 151 159 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
318 301 | 229 122 | 127 | 159 181 | 163 | 176 | 189 | 193 | 201 206
322 229 | 301 ) 127 | 122} 151 181 | 163 | 176 | 177 | 193 | 201 206
325 - 2| 122 | 127 - _ 163 | 173 | 177 | 189 | 201 212

326 301 | 229 122 | 127} 151 151 | 163 | 173 | 177 | 193 | 212 -
327 301 | 229 140 | 155 ] 151 161 | 163 | 173 ] 177 | 189 | 201 206

330 301 | 299 122 | 140 ] 151 159 | 163 | 176 | 177 | 189 | 205 -
334 229 | 301 122 | 140} 151 159 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
339 301 | 229 122 | 127 | 159 181 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206
348 301 | 229 122 | 127} 151 151 | 163 | 176 | 177 | 189 | 201 206

Allel biiy: allel biiyiikliigii
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Cizelge 4.5 “Regent x Bogazkere” melezleme kombinasyonunda (SCAR) markdrleri ile elde
edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilimi

ScoRA ScorA ScoRA | ScorAl4 ScoRN3-
7 14 ScoRN3-32 7 32
A A. liriinii Genotip [ A A.iiriinit | A. iiriinii
Genotip iiriinii | A. iiriinii iiriinii
Regent + + + 53 - - -
Bogazkere | - - + 54 + - +
21 - + + 55 + - +
31- + + 56 - - +
41+ + + 57 + - +
6]+ + + 58 + - +
71+ + + 59 - - -
8|+ + + 60 + - +
91+ + + 61 - -
10 - - + 62 - + +
111 - - + 63 - + +
12 ] - + + 64 - - +
13 ] + + + 65 + - +
14 ] + + + 66 + - +
151 - + + 67 - - -
16 - - + 68 + - +
17 - + + 69 - - -
18§ - + + 71 - - +
19]- + + 72 + - +
201] - - - 73 - + +
21| + - + 74 - + +
22+ - + 75 - - B
23] - - - 76 - - +
24 | + + + 77 - - +
251 - + + 78 - + +
26 | + - + 79 - - +
27 | - - + 80 - + +
291 + - + 81 - + +
30|+ + + 82 - - +
32|+ + + 83 - - +
331 - - + 85 - + +
35|+ + + 86 - - -
36|+ - + 87 - + +
A + + 88 - - -
38|+ - + 89 - + +
39] - - + 90 - - +
40 ] + + + 91 - + +
4111 - - - 92 - - +
421 - - - 93 + + -
43 ] + + + 94 - + +
45 | + - + 95 + - -
46 ] - + + 96 - - +
47 | - + + 97 - + -
48 | + - + 98 - - +
49 | + + + 99 + - +
50 | + - + 101 + + +
51 + + + 102 + + +
52] - - + 103 + - +
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Cizelge 4.5 “Regent x Bogazkere” melezleme kombinasyonunda (SCAR) markérleri ile elde
edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilimi (devam)

ScoRA ScorA ScorAl4 ScoRN3-
7 14 ScoRN3-32 ScoRA7 32
A A. iiriinii Genotip | A. A. liriinii A. liriinii
Genotip | iiriinii | A. iiriinii iiriinii

104 + - + 205 - + +
107 - - + 207 - - +
108 + - + 218 - + +
109 + - + 235 - + +
110 + + + 243 - - +
111 - - + 245 - - +
112 - + + 260 - - +
113 - - - 261 - - +
114 - + + 262 - - +
117 - + + 265 - + -
119 + - + 269 - - +
122 - - + 277 - - +
123 - - + 285 - + +
124 - - + 292 - - +
125 - - - 296 - - +
126 - - + 299 - - +
127 - - + 311 - - +
129 - + - 312 - - +
131 - - - 318 - + +
132 - + + 322 - - +
133 - + + 325 - - +
134 + + + 326 - - -
135 - - + 327 - - +
136 - - + 330 - + +
137 - - - 334 - + +
138 + - + 339 - - +
139 - - - 348 - + +
140 - - +
141 - - -
142 - + +
144 - + -
145 - - +
146 - + +
148 - + -
151 - - +
152 - - +
154 + - +
156 - + -
157 + + +
158 - + +
159 - - -
160 + - -
162 - - -
165 + - -
166 - - -
168 + + +
200 - + +
202 + - -
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Cizelge 4.6 “Regent x Kalecikkarasi” melezleme kombinasyonunda (SSR) markorleri ile elde
edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilimi

UDV 305 | VMC1g3.2 | VMCNG2F12 | VMC8G9 UDV-15 VMC7F2
allel

biy | allel | allel | allel | allel allel | allel | allel | allel | allel | allel | allel

Genotip . | biy. | bily. | biiy. | biy. | biiy. | bily. | bily. | biiy | biiy. | bily. | biiy.
Regent | 229 | 299 | 122 | 140 | 159 161 | 173 | 176 | 175 | 189 | 206 212

Kalecik

Karasi 231 | 333 | 120 | 122} 151 190 | 165 | 165 | 173 | 178 | 203 201

1 299 | 231 122 | 122 ] 151 190 | 165 | 173 | 173 | 175 _ _
2 231 | 299 | 122 | 122 ] 151 190 | 165 | 173 | 175 | 178 | 201 212
5 229 | 333 | 120 | 140 ] 151 190 | 165 | 173 | 175 | 178 | 201 206
6 231 | 299 | 122 | 140 ] 151 151 | 165 | 173 | 178 | 189 | 201 212
7 231 | 299 | 122 | 122 ] 151 190 | 165 | 173 | 173 | 175 | 203 212
8 299 | 333 | 122 | 120 ] 151 190 | 165 | 173 | 175 | 178 | 201 201

9 231 | 299 | 122 | 122 ] 151 190 | 165 | 173 - _ _ _
10 231 | 299 ] 120 | 140 ] 151 | 151 165 | 176 | 175 | 189 | 203 206
11 299 | 333 | 122 | 122 ] 151 | 151 165 | 173 ] 175 | 178 | 201 201
12 229 | 231 ] 122 | 120 ] 151 | 151 165 | 173 ] 173 | 175 ] 201 212
13 299 | 231 ] 122 | 120 ] 151 159 | 165 | 173 | 178 | 189 | 201 206

14 231 | 299 | 122 | 120 | 151 | 151 165 | 165 | 175 | 178 _ _
15 231 | 229 122 140 151 | 151 165 | 176 _ _ 206 206
16 231 | 299 120 122 151 | 151 165 | 173 | 175 | 178 | 201 201

17 231 | 229 ] 120 | 122 | 151 190 | 165 | 173 | 175 | 178 _ _

18 231 | 229 | 122 | 122 | 151 | 151 165 | 165 | 178 | 189 _ _
19 231 | 299 122 120 151 | 151 165 | 173 | 175 | 178 | 203 203
20 231 | 229 122 122 151 | 151 165 | 165 | 173 | 175 | 201 212
21 231 | 229 ] 120 | 122 | 151 190 | 173 | 173 | 175 | 178 | 201 201

22 333 | 229 ] 140 | 140 ] 151 161 | 165 | 173 | 178 | 189 _ _
23 333 | 299 122 120 151 | 151 165 | 173 - - 201 212
24 231 | 229 140 140 151 | 151 173 | 173 | 178 | 189 | 203 212
25 231 | 229 122 122 151 | 151 165 | 165 | 173 | 175 | 203 212
26 231 | 229 ] 122 | 140 ] 190 190 _ _ 1175 | 178 | 203 206

27 231 | 299 120 120 151 151 165 | 173 | 173 | 175 _ _

Allel biiy: Allel biyiikliikleri
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Cizelge 4.7 “Regent x Kalecikkaras1” melezleme kombinasyonunda (SCAR)
markdrleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin allelik dagilimi

ScoRA7 ScoRA14 SCORN3-32

Genotip A. trlini A. iiriinii A. iiriinii

Regent + + +

Kalecik Karasi - -

N
o
1
1

N
N
+ |
+ |

N
~
+
+ |

AR R R R R R R R R N R A R ER A S

A. iirlinii: Amplifikasyon {iriinii
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5. TARTISMA VE SONUC

Modern bitki 1slah1 uygulamalar1 bilim igerisinde dinamik bir alandir. Islahgi, genetik
varyasyonlar1 kullanarak yetistirici ve tiiketicilerin onemsedigi karakterleri igeren yeni
cesitlerin gelistirilmesi i¢in calisir. Bizim yaptigimiz bu arastirma, Tiirkiye’nin en
degerli ve kaliteli saraplik liziim ¢esitleri arasinda yer alan Bogazkere ve Kalecik Karasi
cesitleri ile Almanya’da 1slah edilmis Regent cesidinin melezlenmesi ile yeni ve
hastaliklara dayanikli ¢esit 1slahmmin ilk agsamasini olusturmaktadir. Regent cesidi;
kiilleme ve mildiydye dayaniklilik saglayan genleri tasimaktadir. Bu cesit sadece
Almanya degil, biitiin diinyada taninmis ve ¢ok degerli gen kaynaklar1 arasinda yer

almaktadir.

Diinya bagciligmin en Onemli sorunlarindan olan kiilleme ve mildiyo hastaligi,
diinyanin 6nemli bagc1 iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye bagciligi agisindan da ciddi
sorunlara yol agmaktadir. Bu nedenle bagcilikta ciddi maliyeti olan kimyasal ilaglamay1
azaltmak amaciyla bu tez calismasi kiilleme ve mildiyoye karst dayanikli ¢esit 1slahi
hedeflenerek yiritilmistir. Calismamizda Tirkiye’de ilk olarak dayaniklilik 1slah
caligmalarinda MDS (Markore Dayali Seleksiyon) yontemi kullanilmistir.

S6z konusu arastirma alt1 asamada gerceklestirilmistir. Bu asamalar;

1. Melezleme ¢alismalari,

2. F1 bitkilerinin elde edilmesi

3. F1 bitkilerinden DNA izolasyonu,

4. Elde edilen DNA ’lar kullanilarak PCR analizleri,

5. PCR analiz sonuclarmin dayaniklilikla iligkili allel biiyiikliikleri yoniiyle incelenmesi
ve Markdre Dayali Seleksiyon amacli degerlendirilmesi,

6. Hastaliklara dayanikli ¢esit adaylarinin segilmesi,
2010-2012  yillarinda,  yiiriitilen melezleme  ¢alismalar1  sonucunda BR

populasyonundan, 870 adet F1 bitkisi elde edilmistir. MDS analizleri i¢in, FI
bitkilerden en kuvvetli ve iyi gelismis olan yaklasik 192 adet bitki segilmistir. On PCR
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caligmalar1 sonucu 24 F1 bitkisi secilen hicbir primer ile amplifikasyon gostermedigi
icin deneme dis1 birakilmistir. Kalan toplam 168 F1 BR bitkisi {lizerinde analizler
yiiriitiilmiistiir. Bu bitkiler halen Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve
Bitki Besleme Boliimii liretim ve aragtirma serasinda yer almaktadir. Aragtirmada MDS
yontemi ile n seleksiyon icin segilmeyen bitkiler Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Kalecik Arastirma ve Uygulama Bagina tesis edilerek muhafaza altina alinmislardir.

Kalecik Karasi ¢esidinde 2010-2012 yilinda tekrarlanan toplam 3 melezleme sonrasi
hibrit salkim olusumu yeterli seviyede ger¢eklesmemesinden dolayr hedeflenen 150
bitki sayisina ulasilamamig, toplam 25 adet F1 bitkisi {izerinde analizlerimiz

gerceklestirilmistir.

Laboratuvar analizleri DNA izolasyonu ile baglamistir. Calismada kullanilan DNA
izolasyon yontemi asma gibi fenolik maddece son derece zengin olan ve bu nedenle
ekstraksiyonda problem yasanan tiirler i¢in gelistirilmis Lefort vd. (1998)’e gore
gerceklestirilmistir.

Arastirmada kullanilan melezleme populasyonlarindaki F1 bitkilerine ait DNA’lar
materyal ve yontem bdliimiinde ayrintili olarak verilen hastalikliklara dayaniklilik
ozelligi ile iliskili secilen molekiiler markorler ile PCR ortaminda ¢ogaltilarak, ilgili

allel biiyiikliikleri degerlendirilmistir.

Arastirmada kullanilan dayaniklilikla iliskili molekiiler markorler ve elde edilen

sonuglara gore degerlendirmeler asagida ayrintili olarak verilmistir.

5.1 Dayamkhhkla fliskili SCAR ve CAPS Markorlerin MDS (Markor Destekli
Seleksiyon) Analizlerin Degerlendirilmesi

Arastirmamizda hastaliklara dayaniklilikla iligkili 3 adet SCAR ve 1 adet CAPS
markori kullanilmistir. Bu markorlerden 2 adet SCAR (ScoRA7-760 ve ScoRN3)
Regent x Lemberger melez polulasyonunda Ren3 dayaniklilik lokusu ile iligkilidir ve 15

nolu kromozom {iizerinde yer almaktadir (Fischer vd. 2004, Akkurt vd. 2007, Welter vd.
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2007). Segilen ScoRA14 primeri yine ayni populasyonda mildiydye dayaniklilikla
iligkili Rpv3 lokusu ile baglantilidir ve 18 nolu kromozom {izerinde yer almaktadir

(Akkurt vd. 2007, Welter vd. 2007).

Akkurt vd. (2007), kiillemeye (Erisiphe necator) dayaniklilikla iliskili SCAR
markorlerden ScoRA7-760 ve SCoRN3-32’{n yalnizca dayanikli genotiplerde bant
verdigini, dayaniksiz genotiplerde bant vermedigini bildirmektedirler. Buna gore
arastirma populasyonlarimizdan BR populasyonunda, ScCORA7-760 markoriinde 53
adet (%31) birey ilgili yayinda belirtilen 760 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon iirtinii
bant vermistir. Buna karsilik 115 adet (%68.45) birey bant olusturmamistir. KR
populasyonunda 2 adet F1 bitkisi (%8.00) bant verirken, 23 adedi (%92.00) bant

vermemistir.

Eibach vd. (2007), tarafindan yapilan ¢alismada SCORA7-760 primerini kiillemeye
dayaniklilikla iliskili markor olarak kullanmiglardir. Bu markoriin %19 oraninda
hastaliksiz ve %37 oraninda ¢ok az miktarda bulasik (enfeksiyonlu) bitkilerde bant
verdigini, dayaniksiz bireylerde bant vermedigini belirlemislerdir. Zah-Bi vd.(2014)
caligmalarinda ScoRN3 ve ScoRA7 primerlerini kullanmislar ve ePCR {iriinli bant elde

edemediklerini bildirmislerdir.

Aragtirmamizda ScoRA7 markorii ile BR populasyonunda bant veren 53 adet Fl
dayanikli ¢esit aday1 olarak secilmistir. KR populasyonunda ise 2 adet bitki dayanikli

genotip aday1 olarak secilmistir.

ScoRN3-32 markérii ile BR F1 bitkilerinden 135 adeti (%80.35) bant verirken 33 adeti
(%19.64) oraninda bant vermedigi belirlenmistir. KR populasyonunda ise F1
bitkilerinin tamami bu markor ile amplifikasyon iirinii bant vermistir. Bu markor
Akkurt vd. (2007) tarafindan kiillemeye dayaniklilikla iligkili olarak segilirken, bizim
calisgmamizda dayaniksiz ebeveynler dahil, populasyondaki F1 bitkilerinin %80’inde
bant vermesi, bizim populasyonumuzda MDS amaclh kullaniminin uygun olmadigi
seklinde degerlendirilmistir. Nitekim Luo vd. (2001) dayaniklilikla iligskili RAPD
markorlerden gelistirdikleri SCAR markorleri Cin kokenli Vitis tiirlerinde dayaniklilikla
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iligkili olarak belirlenirken, Akkurt vd. (2004) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada Regent
Lemberger populasyonunda hem dayanikli hem de dayaniksiz bireyler bu markor ile
bant vermistir. Bu arastirmada genetik kaynaklarm farkliligimin markorlerin MDS
amacli kullanimin1 smirlayan en énemli faktér oldugu ve daha fazla genetik kaynakta
test edilmesi gerekliligi one siirilmustiir (Akkurt 2004). Benzer bir degerlendirme

ScoRN3 markorii i¢in bizim ¢alismamizda da gegerlidir.

Aragtirmamizda mildiydye dayaniklilikla iligkili olarak secilen ScoRA14 markori
‘Regent x Lemberger’ genetik haritasinda 18 nolu kromozom iizerinde yer almakta
Fisher vd. (2004) ve Akkurt vd. (2007) tarafindan mildiydye (Plasmopara viticola)
dayaniklilik 1slahinda erken seleksiyon amagli kullanilabilir olarak one siiriilmiis bir
markordiir. Bu nedenle calismamizda da mildiydye dayaniklilik ile iligkili olarak
secilmigtir. Kullanilan ScoRA14 primeri ile lizerinde ¢alistigimiz Bogazkere x Regent
populasyonuna ait 168 adet F1 bitkisinden 68 adedi (%40.47) bu markor ile bant
verirken, 100 adeti (%59.52) amplifikasyon {irlinii bant vermemistir. Kalecik Karasi
xRegent melez populasyonunda ise toplam 3 adet btiki bant olustururken (%12.00), 22
adeti (%88.00) bant vermemistir. Bu sonuglar dogrultusunda BR populasyonlarda
amplifikasyon olusturan 68 adet F1 bitkisi ile KR populasyonunda 3 adet F1 dayanikli

genotip adaylar1 olarak se¢ilmislerdir.

Her 3 SCAR markériin birlikte degerlendirildiginde; BR melez populasyonunda 24 adet
(%14.28) F1 bitkisi her iic markor ile amplifikasyon olusturduklar i¢in kiilleme ve
mildiydye yliksek oranda dayanikli genotip aday: olarak segilebilmiglerdir. Yine her li¢
markdrle de bant olusturmayan 28 adet (%16.66) F1 bitkisi arastirmanin 2. yili
sonrasinda erken seleksiyon sonucu dayaniksiz aday genotipler olarak, dayaniklilik

1slah1 ¢alismalarindan elemine edilebilmislerdir.

KR populasyonunda ise, her ii¢ markor ile de amplifikasyon veren F1 bitkisi sayis1 2
adet (%8.00) olarak ortaya ¢ikmistir. Bant vermeyen bitki sayisi ise 23 adet (%92.00)

olarak belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan diger bir markér olan CAPS markorii GLP1-12, Donald vd.

2002, tarafindan Runl lokusu (Resistant uncinula necator 1) ile siki bagl olan ii¢
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markdrden biri olarak belirlenmis ve daha sonra dayaniklilik 1slahi ¢aligmalarinda Vitis
rotundifolia’dan gelen Runl geni i¢in isaretleyici markor olarak kullanilmigtir (Eibach
vd. 2007 ve Molnar vd. 2007). Donald vd. (2002)’ye gore bu primer ile ¢gogaltilan DNA
ornekleri 870 bp biiyiikliigiinde bant vermekte ve amplifikasyon iiriinleri ECOR1 enzimi
ile kesildiginde 670 bp ve 200 bp biiyiikliigiinde kesim {iriinii bantlar yalnizca dayanikl
genotiplerde gerceklestigi, hassas bireylerde ise kesimin ger¢eklesmedigi ifade
edilmektedir. Eibach vd. 2007, hem genotipik degerlendirme hem de fenotipik
degerlendirmeler sonrasi, GLP1- 12 markoriinii kiillemeye dayaniklilikla iliskili olarak
siki baglantili oldugunu, dayanikli Runl geninin M. rotundifolia BC2’den aktarildigini
bildirmislerdir.

Arastirmamizda BR melezleme populasyonunda 85 adet (%50.59) F1 bitkisi GLP1-12
primeri ile amplifikasyon iriinii bant olusturmustur. Amplifikasyon {irinleri EcoRI
enzimi ile kesiminin ardindan dayanikli ebeveyn Regent’te kesim gerceklesmemis,
dayaniksiz ebeveyn Bogazkere ile birlikte 85 adet bireyde literatiirdeki bildirilenlere
aykir1 kesim gostermistir. Arastirmada kullanilan ikinci melezleme populasyonunda

benzer sonuclar elde edilmistir.

Sonug¢ olarak arastirmamizda bu markér MDS amagh olarak degerlendirmeye
alinmamistir. Kiillemeye dayaniklilik genlerinden M. rotundifolia kani tasiyan genler
Runl, diger vitis tiirlerinden aktarilan dayaniklilik genleri Ren (Resistant erysiphe
necator) olarak isimlendirilmektedir. GLP1-12 markoéri rotundifolia kaynakli Runl
geni i¢in bir isaretleyict oldugundan, bizim aragtirmamizda farkli bir allelik pozisyon
gosterdigi diisliniilmektedir. Keza aragtirmamizda her 2 populasyonda rotundifolia kani

bulunmamaktadir.

Monlar vd. (2007), ¢alismalarinda {(M. rotundifolia x V. vinifera) BC4} x Cardinal
melezinden GLP1-12 primerinin literatirdeki allelik dagilima goére melezleme

populasyonunda 66 adet kiilleme dayanikli ve 63 adet dayaniksiz cesit tesbit etmislerdir.

Cadle-Davidson vd. (2011) ¢alismalarinda Runl lokusunu arastirmak igin “Eger 99-11
(VRH 3082-1-42 (BC4) X SK 90-2-19) (V. rotundifolia ile V. vinifera 'nin geri melezi)”
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melezlemesinde kullandiklarit GLP1-12 primerinin sadece dayanikli bireylerde 700 bp
biiyiikliigiinde alleler verdigini bildirilmektedir.

5.2 Dayamklihkla iliskili Olarak Secilen SSR Markérlerin MDS (Markér Destekli
Seleksiyon) Amach Analizlerin Degerlendirilmesi

Aragtirmada farkl1 arastiricilar tarafindan kiilleme veya mildiydye dayamiklilikla iliskili
olarak belirlenen 6 adet SSR lokusu (UDV-15, UDV 305, VMC8g9, VMCNG2F12,
VMCIG3.2 ve VMC7f2) Bogazkere x Regent ve Kalecik Karasi x Regent
populasyonlarinda MDS ile dayanikli genotipleri erken seleksiyon amaciyla
kullanilmistir. Bu markdrler ile elde edilen sonuglar arasinda ayrintili olarak

acgiklanmaktadir.

5.2.1 UDV-15

Welter vd (2007), Regent x Lemberger populasyonundan olusturduklari genetik
haritada, 15 nolu kromozom {izerinde belirledikleri dayaniklilik lokusu (Ren 3) ile

baglantili olarak UDV-15 SSR markoriinii belirlemislerdir.

Eibach vd. (2007), UDV-15 markoériinii VHR 3082-1-42 x Regent melezinden olusan
populasyonda kiilleme hastaligi ile baglantili bireylerin seleksiyonu amaciyla
kullanmistir. Regent (dayanikli) ¢esidi bu markor ile 178:189 (bp) biiyiikligiinde allelik
dagilim gostermis ve 189 bp allele sahip bireyler dayaniklilikla iliskili olarak tespit
edilmistir (Anonymous 2011a). Bu primer ile dayanikli allele sahip bireylerden,
fenotipik degerlendirmeler sonucu, bireylerin yaklasik %19’u enfeksiyonsuz, %37’si

¢ok az enfeksiyonlu olarak belirlenmistir.

Arastirmamizda UDV-15 markorii ile Regent ¢esidinde 175:189 bp biiyiikliiklerinde
allelik dagilim belirlenmistir. Bogazkere ¢esidi i¢in ise 177:193 bp biiyiikliigiinde
alleller elde edilmistir. 168 F1 BR bitkisinde, 101 adeti Regent c¢esidinden gelen
dayaniklilikla iligkili 189 bp alleli tasimaktadir. Diger populasyonda Kalecik Karasi
cesidinde 178:178 bp biiyiikliigiinde alleler elde edilmistir. KR populasyonundan 25
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F1’den 5 adeti (%20) oraninda dayaniklilikla iligkili alleleri tasimaktadir. Arastirma
sonuglarimizda Regent’ten kaynaklanan kiillemeye dayanikli lokus Ren3 ile iliskili
olarak UDV-15 SSR markorii, basarili bir sekilde degerlendirilmektedir.

5.2.2VMC8G9

Muscadinia rotundifolia’da belirlenen mildiydye dayaniklilikla iligkili dominant gen
Runl olarak isimlendirilmis ve degisik arastiricilar tarafindan genetik kaynagi
Muscadinia rotundifolia olan bu gen ile iliskili molekiiler markorler belirlenmistir
(Pauquet vd. 2001, Donald vd. 2002). Barker vd. (2005), Mtp 3294 (BC4: VRH3082-1-
42 x Cabernet Sauvignon), Mtp 3322 ve Mtp 3328 populasyonlarinda Runl lokusuna
siki iligkili markorleri VMC8g9 ve VMC4£3.1 olarak belirlemislerdir.

Molnar vd. (2007) yiiriittiikleri bir ¢alismada, (M. rotundifolia x V. vinifera) BC4 x
Cardinal melez populasyonunda Runl lokusu ile iliskili olarak kullanilan VMC8g9
primerinin dayanikli bireylerde 160:167 bp, Kishmish moldavskij ¢esidinde 160:174 bp
ve bu lokusu tasimayan hassas Vitis vinifera c¢esidi Cardinal’de 179:179 bp
biiyiikliigiinde bantlara ulasmislardir. Calismalarinda 160 bp biiyiikliigiindeki alleli
VMCB8g9 primeri i¢in kiillemeye dayaniklilikla iliskili olarak belirlemislerdir.

Marguerit vd. (2009) ¢alismalarinda, Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera) x Vitis riparia
Gloire de Montpellier melezinde VMCB8g9 primerini V. riparia’dan kaynaklanan

mildiyoye dayaniklilikla iligkili bir lokus (Rpv5) ile baglantili oldugunu bildirmektedir.

Katula vd. (2010), calismalarinda, VRH3082-1-42 x Kismis vatkana melezinden
kiillemeye dayaniklikla iligkili Runl lokusunun izini bulmak i¢in, VMCB8g9 primerini
kullanmislar, Run1 lokusunun 12 nolu kromozom iizerinde oldugunu bildirmislerdir. Bu
primer Kismis vatkana ¢esidinde 167:174 bp biiyiikliglinde, VRH3082-1-42 ¢esidinde
ise 160-167 bp biiyiikliigiinde alleller vermistir. Bu ¢calismada da Molnar vd (2007)’deki
gibi sadece 160 bp allele sahip olan F1’ler kiillemeye dayanikli olarak bulunmustur.
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Arastirmamizda kullandigimiz VMC8g9 primeri Regent c¢esidinde 173:176 bp,
Bogazkere ¢esidinde ise 163:163 bp biiyiikliiglinde allelik dagilim gostermistir. 168 F1
BR bitkisinde goriilen allelik dagilim su sekilde ger¢eklesmistir: 163:173 bp allelleri (70
adet), 163:176 bp allelleri (77 adet) ve 163:163 bp alleleri (20 adet).

KR populasyonunda Kalecik Karasi ¢esidinde 165:165 bp biiyiikligiinde alleler elde
edilmistir. 25 F1 bitkisinden 165:165 bp allelerinden 3 adet F1, 165:173 bp allelerinden,
19 adet ve 165:176 bp allellerinden 2 adet F1 bitkisi ortaya ¢ikmustir.

Dolayisiyla her iki populasyonda Runl lokusuna baglh kiillemeye dayaniklilikla iliskili
160 bp allel ortaya ¢ikmamistir. Arastirmamizda Muscadinia rotundifolia kaynagi
tasiyan ebeveynimiz bulunmadigindan Runl lokusunun da melez bitkilerde
goriilmemesi beklenen bir sonugtur. Arastirmamizda bu primer ile vinifera’da goriilen

ve dayanikli bireylerin ayriminda kullanilamayan alleler ortaya ¢ikmustir.

Riaz vd. (2011), calismalarinda 5 farkli populasyonda, asmanin farkli yerlerinden
aldiklar1 6rneklerde, Runl, Run2.1, Run2.2 ve Ren4 kiillemeye dayanikli lokuslari
belirlemek i¢in VMC8g9 primerini farkli genetik kaynaklarda (V. Vinifera, Muscadinia
rotundifolia) denemislerdir. Arastirmada VMC8g9 markori igin 159, 176, 172, 137,
138, 140, 164, 170, 173 ve 192 bp biiylikliigiinde alleler ortaya ¢ikmustir. 159, 137 ve
138 bp biiyiikliigiindeki allelerin dayaniklilik ile iliskili olduklar1 belirlenmistir.

5.2.3 VMCNG2F12

Welter vd. (2007) Regent (dayanikli) x Lemberger (dayaniksiz) cesitlerin
melezlemelerinden olusturduklart genetik haritada 18 nolu kromozomda mildiydye
dayaniklilikla iligkili bir lokus (Rpv3) belirlemislerdir. VMCNG2F12 primeri genetik
haritada Rpv3 lokusuna iliskili olarak belirlenmistir.

Eibach vd. (2007) VHR 3082-1-42 x ‘Regent’ melezinden olusan F1 bitkilerinde Rpv3
lokusu ile iligkili VMCNG2F12 primerini, dayanikli bireylerin erken seleksiyonu i¢in
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denemislerdir. Dayaniklt ¢esitlerde 186 bp biiylikliiglinde allel ortaya ¢iktig
belirlenmistir (Anonymous 2011a).

Bizim yaptigimiz calismada BR populasyonunda, Regent c¢esidi, 159:161 bp ve
Bogazkere ¢esidi ise 151:181 bp biyiikliiglinde bantlar vermislerdir. KR
populasyonunda ise Kalecik Karasi ¢esidi 151:190 bp biiyiikliigiinde bant vermistir.
Uzerinde ¢alistigimiz melezleme populasyonlarinda literatiirde dayaniklilikla iligkili
186 bp alleline rastlanmamistir. Bu nedenle bu markér arastirmamizda mildiyoye
dayanikliliga  yonelik Markoére Dayali  Seleksiyonda  kullanilabilir — olarak

degerlendirilmemistir.

Zah-Bi vd. (2014) Rpv2/Rpv3 lokusu ile iliskili VMCNG2fl2 primerini
kullanmiglardir. Vitis tiirlerinde 198 bp, M. rotundifolia’da 200 bp ve Regale ¢esidinde
180 bp biiyiikliigiindeki allelere ulagmislardir.

5.2.4 VMC1g3.2

Donald vd. (2002) Muscadinia rotundifolia’da mildiy6 dayanimina iliskin bir lokus
belirlemisler ve bu lokus Resistant Plasmopora viticola’nin kisaltilmasindan olusan
(Rpvl) olarak isimlendirilmistir. Barker vd. (2005), Mtp 3294 (BC4: VRH3082-1-42 X
Cabernet Sauvignon), Mtp 3322 ve Mtp 3328 populasyonlarindan gelistirdikleri genetik
haritalarda Rpvl lokusunu, Runl lokusunda oldugu gibi 12 nolu kromozom iizerinde
belirlemisler ve bu lokus ile baglantili SSR markér QTL analizleri sonucu VMC1G3.2
olarak belirlenmistir. Bundan sonraki pek ¢ok arastirmada VMCI1G3.2 primeri RPV1
lokusu i¢in isaretleyici olarak kullanilmigtir (Eibach vd. 2007, Katula vd. 2010).

Yaptigimiz ¢alismada VMC1g3.2 primeri ile dayanikli ebeveyn Regent 122:140 bp,
hassas Bogazkere ise 127:155 bp biyiikliginde alleller ortaya ¢ikarmistir. BR
populasyonunda 168 adet F1 bitkisinden toplam 85 adeti (%50.59) 122 bp allele sahip
olmustur. KR populasyonunda Kalecik Karas1 120:122 bp allelik dagilim gostermis 25
F1 bitkisinden 22 adeti 122 bp allele sahip oldugu belirlenmistir.

130



Katula-Debreceni vd. (2010), calismalarinda Kismis vatkana (kiillemeye dayanikli
vinifera) x Nimrang (kiillemeye hassas vinifera) ve VRH3082-1-42 (BC4) x Kismis
vatkana populasyonunda kiilleme ve mildiydye dayanikli bireylerin MAS ile erken
seleksiyonu ve MAS’mn Runl ve Renl lokusunu tasiyan bitkilerin erken seleksiyonunda
kullanilabilirligini gostermek amaciyla Rpvl lokusuna bagli VMCI1g3.2 primerini
kullanmiglardir. Bu primer ile kiilleme dayanikli mildiyd hassas Kismis vatkana’da
122:140 bp allellerini elde etmislerdir. BC5 populasyonunda (VRH3082-1-42 x Kismis
vatkana) 122:122 bp homozigot olan bitkilerin dayanikli, heterezigot bitkilerin ise farkli
seviyede dayanikli ve hassas oldugunu belirterek, 122:122 bp allelik dagilimin Rpvl
icin MAS amacl kullnilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Aragtirmamizda 168 F1 bitkisinden olusan BR populasyonunda 122:122 bp homozigot
allele sahip F1 tespit edilmemistir. Ancak ilging bir sekilde KR populasyonunda 8§ adet
F1 (KR1, KR2, KR7, KR9, KR11, KR18, KR20, KR25) Katula vd. (2010) mildiyoye
dayanikli bitkilerde olmasi beklenen 122:122 bp allelik dagilima sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu bitkiler mildiydye dayanikli aday genotipler olarak segilirken;

fenotipik degerlendirmeler 6zellikle bu bitkilerde biiyiik 6nem arz etmektedir.

5.2.5UDV 305

Bellin vd. (2009),‘Chardonnay’ x ‘Bianca’ ¢esitlerinin melezinden ortaya cikardigi
genetik haritada, mildiyéye dayanikli Rpv3 lokusunun 18 nolu kromozom fizerinde
UDV305 ve VMC7f2 markorleri arasinda yer aldigimi ve birbirinden 2.9 ¢cM uzakta
oldugunu tespit etmislerdir. UDV305 primeri, Regent ile Bianca’dan kaynaklanan ve
ayni dayaniklilik lokusu oldugu tahmin edilen Rpv3 lokusu ile siki iligkili olarak
bildirilmektedir (Eibach vd. 2007).

Di Gaspero vd. (2012), Rpv3 lokusunu major bir gurup seklinde UDV305, UDV737 ve
diger UDV markorleri ile belirlemeye calismiglardir. Arastirmada hastaliklara
dayaniklilik asma 1slahi ¢alismalarinda kullanilan 580 adet genotip bu primerler ile

taranmis ve dayaniklilik ile iliskili alleler belrilenmeye calisilmistir. Arasirma
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sonuclarina gore 1slah hatlarinda en fazla rastlanan alleler 279-299 bp alleleri olmustur.

Bu nedenle 279 ve 299 bp alleler mildiydye dayaniklilikla iligkili oldugu belirlenmistir.

Riaz vd. (2011), ‘Magnolia (M. rotundifolia)’ x ‘Trayshed’ melezlemesinden elde
ettikleri genetik haritada UDV-305 primeri ile temiz bantlar elde edememisler ve sonug
alamamiglardir. Bu arastirmada vitis tiirlerinden kaynaklana bir dayanikli lokusu olan
Rpv3 ile iligkili temiz allelerin elde edilememesi, arastirmada genetik kaynak olarak

Muscadinia rotundifolia’nin kullanilmasindan kaynaklandigi s6ylenebilir.

Zah-Bi vd. (2014), UDV 305 primerini Rpv3 lokusunu belirlemek igin kullanmuslar,
vitis genomunda 361 bp alleli rotundifolia’da ve Regale gesitlerinde ise multi (pek ¢ok)
allele rastlamiglardir. Zah-Bi vd. (2014) ve Riaz vd. (2011) ¢alisgmalarinda UDV-305

primeri ile rotundifolia’da birbirini destekleyen sonuglar ortaya ¢ikmustir.

Arastirmamizda Regent ¢esidinde biiytikliikleri 229-299-231-290 bp olmak iizere multi
alleler elde edilmistir. Bogazkere ¢esidi i¢in 301:304 bp alleler elde edilmistir. Kalecik
Karasinda ise, 233:333 bp biyiikliginde alleler belirlenmistir. Rodolf Eibach ile
yapilan kisisel gériisme (Anonymous 2011a) ve Di Gaspero vd. (2012) yayiminda ortak
olan goriis UDV-305 primeri ile Regent ¢esidine ait allel biiytikliikleri 229-299 bp dir.
Bu nedenle arastirmamizda 229-299 bp allelleri degerlendirmeye alinmis ve diger

allelleri degerlendirme dis1 birakilmistir.

Regent’ten gelen olan 299 bp dayaniklilik allelerini tasiyan F1 bitkileri mildiydye
dayanikli genotip adaylari olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore arastirmamizda
BR populasyonundan 33 adet genotip mildiyoye dayanikli aday: olarak segilmistir. KR
populasyonlarinda bu 14 adet F1 dayanikli genotip aday1 olarak segilmistir.

5.2.6 VMCT7F2

Mahanil vd. (2012) 18 nolu kromozom {iizerinde yer alan VMC7F2 SSR markoriiniin
cekirdeksizlik lokusu (sdl) ile birlikte, mildiyoye dayaniklilik ile iliskili Rpv3 lokusu ve
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kiillemeye dayaniklilikla iligkili Run2 ve Ren4 lokusu ile iliskili (Riaz vd. 2011)
oldugunu bildirilmektedir.

Riaz vd. (2011) arastirmalarinda asmanin 4 farkli bolgesinden; (yaprak, salkim iskeleti,
dal ve meyve) ornekleri 5 farkli arastirma populasyonda degerlendirmeye almislardir.
Arastirmada Runl, Run2.1, Run2.2 ve Ren4 lokuslarinda, VMC7f2 primeri’nin allel
profilini bazi V. vinifera, M. rotundifolia ve V. romanetii c¢esitlerinde
sonuglandirmislardir. ' VMC7f2 primerinde 193, 195, 199, 197 ve 203 bp
blytikliglindeki allelere ulagmiglardir. 193, 197 ve 195 bp biiyiikliigiindeki allelerin
dayaniklilikla iliskili olduklar1 belirlemlerdir.

Bellin vd. (2009), galismalarinda mildiydye dayaniklilikla iliskili Rpv3 lokusunun
UDV305 ve VMCT7f2 markorleri arasinda yer aldigini ve birbirinden 2.9 ¢cM uzaklikta
oldugunu tespit etmislerdir. Her iki markdr 18 nolu kromozom iizerinde yer almaktadir.
Boylece VMCT7F2 primerin hem mildiydya dayaniklilikla (Rpv3 lokusu) hem
kiillemenin (Ren4, Run2.1 lokuslar) ve hemde ¢ekirdeksizlik (sdl lokusu) ile iligkili

oldugunu bildirilmektedir.

Aragtirmamizda kullandigimiz VMC7F2 primeri ile Regent g¢esidinde 206:212 bp,
Bogazkere ¢esidinde 201:205 bp biyiikliigiinde alleller elde edilmistir. Kalecik
Karasinda ise, 203:201 bp biiyiikliigiinde alleler belirlenmistir. Uzerinde calistigimiz
melezleme populasyonlarinda literatiirde dayaniklilikla iligkili olarak belirtilen 199,
200, 193, 195 ve 197 bp allellerine rastlanmamistir. Bu nedenle bu markor
aragtirmamizda kiilleme ve mldiydye dayamiklilia yonelik Markdre Dayali

Seleksiyonda kullanilabilir olarak degerlendirilmemistir.
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2 bitki (BR 110 ve BR 168) dayaniklilikla
iliskili olarak degerlendirilen tiim SSR ve

p = SCAR markorleri ile pozitif bant veren
17 bitki kiilleme ve mildiyoye dayaniklilikla iliskili
17 F1 2 SCAR markorti ile pozitif olarak degerlendirilen
27 F1 27 bitki kiilleme ve mildiyoye dayaniklilikla
iligkili 2 SSR markori ile pozitif olarak
degerlendirilen
168 F1

Populasyonda belirlene toplam F1 bitki sayisi

Sekil 5.1 Bogazkere x Regent populasyonunda MDS yontemi ile kiilleme ve mildiyoye
F1 BR bitkilerinde dayanikli genotiplerin piramitlenmesi

1 bitki (KR 122) dayaniklilikla iliskili olarak
degerlendirilen tim SSR ve SCAR
markdrleri ile pozitif bant veren

2 bitki kiilleme ve mildiydye dayaniklilikla iligkili
2 SCAR markéri ile pozitif olarak degerlendirilen

5 bitki kiilleme ve mildiydye dayaniklilikla iligkili
2 SSR markorii ile pozitif olarak degerlendirilen

Populasyonda belirlene toplam KR F1 bitki
Savisi

Sekil 5.2 Kalecik Karas1 x Regent popiilasyonunda MDS yontemi ile kiilleme ve
mildiyoye F1 BR bitkilerinde dayanikli genotiplerin piramitlenmesi
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Bitkilerin saglikli yetistirilmesini saglamak ve patojen yogunlugunu disiirerek ilag
uygulama sayisini azaltmak icin gerekli kiiltiirel Oonlemlerin alinmasi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Bu amagla, alinan kiiltiirel 6nlemler ile yogun fungisit kullaniminin 6niine
gecilmesi gerekmektedir. Ancak hastaliklara dayanikli veya tolerant, yeni gesitlerin elde
edilerek bagciliga kazandirilmasi, kimyasal miicadeleyi dolayisiyla c¢evreyi kirletici
maddelerin uygulanmasini azaltan en 6nemli gelismedir. Bu dogrultuda aragtirmamiz
tilkemizde hastaliklara dayaniklilik 1slahinda Markére Dayali Seleksiyon tekniginin
kullandig1 ilk calisma olmas1 yoniinden son derece onemlidir. Bu arastirma ve devami
niteligindeki diger arastirma projeleri ile ililkemize yeni ve saglikli liziim cesitlerin
kazandirilmasi oncelikle hedeflerimiz arasindadir. Yapilan bu ve benzeri aragtirmalar
asmada genetik ilerlemeye biiyiik fayda saglayacagi ve hiz kazandirdigi géz Oniine

alindiginda, iilkemizde de bu alanda Oncii ve ileri calismalarin gerekliligi ortaya

cikmaktadir.
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