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OZET

ASMADA (Vitis vinifera L.) SSR MARKORLERI KULLANARAK Botrytis
cinerea'YA DAYANIKLIK GENLERININ KANTITATIF OZELLIiK LOKUS
(QTL) HARITALAMASI

AYFER DALDAL
Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. ilknur POLAT
18 Ocak 2023; 90 sayfa

Uziim (Vitis vinifera L.), ekonomik olarak sofralik, kurutmalik, saraplik, meyve
suyu ve pekmez gibi pek cok degerlendirme olanagina sahip bir meyvedir. Tiirkiye, sahip
oldugu ekolojik kosullar nedeniyle bagciliga ¢cok uygundur ve iiretimde diinyada 5. sirada
yer almaktadir. Uziim iiretimini en fazla smirlandiran fungal hastaliklar olup en énemli
fungal hastaliklardan birisi kursuni kiif (Botrytis cinerea)’tiir. Kursuni kiif ile miicadelede
giiniimiizde bir¢cok fungisit kullanilmakta olup, ancak patojenin bu fungisitlere karsi
dayaniklilik olusturmasi nedeniyle hastalikla miicadele giderek zorlagsmaktadir. Bu
nedenle dayanikli cesitler ile yetistiricilik yapmak onemlidir ve 1slah programlar
olusturulmalidir. Bununla birlikte, 1slah programinda kullanilabilecek kursuni kiif
hastaligina dayaniklilikla iliskili markor heniiz yoktur. Molekiiler markorlerin en etkili
kullanildig1 alan, karmagik kalitima sahip olan birden ¢ok gen tarafindan idare edilen
kantitatif karakterler lokuslarmin (QTL) haritalanmas1 olmustur. Uzerinde calisilan
dayaniklilik lokuslarina baglantili molekiiler markdr veya markdrler gelistirildigi zaman,
1slahin her agamasinda dayanikli ve duyarli bitkiler birbirlerinden hizli ve giivenli sekilde
ayrilabilmektedir. Gilinlimiize kadar asmada kursuni kiife dayanimiyla ilgili genetik
haritalama calismast yapilmadigi gibi herhangi bir molekiiler markor de
gelistirilmemistir.

Calismamizda Kyoho x Yalova incisi melezlemeleri ile elde edilen F1 genotipler,
haritalama popiilasyonu olarak kullanilmistir. Kursuni kiife dayaniklilik amaciyla
olusturulan F1 popiilasyona ait 97 genotip iizerinde, ebeveynler ile bireyler arasindaki
genetik iligkiyi arastirmak amaciyla 350 adet SSR markorii kullanilmistir. Bu
markdrlerden 19 tanesi polimorfik, 313 tanesi monomorfik bulunurken, 18 tanesinden
amplifikasyon saglanamamistir. Polimorfik olan 19 SSR primerinden, toplam 44 allel
elde edildigi ve bu allerin tamaminin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Markor basina
diisen ortalama allel sayist ve ortalama polimorfik allel sayis1 iki olarak bulunmustur.
Polimorfizm oran1 %100 ve PIC degeri 0,71’dir. Analizler sonucunda benzerlik
indeksinden yararlanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Average) yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmis ve dendogramlar elde edilmistir. SSR



markdr sisteminde olusturulmus dendogramda, popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir.
Birinci grupta Yalova incisi (anne), ikinci grupta ise Kyoho (baba) yer almistir. Elde
edilen dendrogramda Dice (1945)’1n benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlar1 0,38
ile 0,92 arasinda degisim gdstermis, matrix korelasyonu (r) 0,58 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar1 Neighbor-Joining (komsu iliskisi) yontemiyle elde edilen dendogram ve PCO
(temel koordinat analizi) sonucuda desteklemistir. Yalova incisi (anne) ve Kyoho (baba)
segregasyon gosteren Toplam 17 markér Kruskal-Wallis analizlerinde kullanilmis ve
hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili olan markorler belirlenmistir (p<0.05).
Sonug olarak toplam dort markdriin hastalik dayanimiyla iligkili oldugu belirlenmistir.
%20-24’1iik etki derecesine sahip QTL’ler tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Botrytis cinerea, Genetik haritalama, SSR, QTL

JURI: Dog. Dr. ilknur POLAT
Prof. Dr. Halil ibrahim UZUN
Dr. Ogr. Uy. Ibrahim CELIK



ABSTRACT

QUANTITATIVE TRAIT LOCUS (QTL) MAPPING OF RESISTANCE GENES
TO Botrytis cinerea USING SSR MARKERS in GRAPE (Vitis vinifera L.)

AYFER DALDAL
MSc Thesis in Horticultural Department
Supervisor: Dog. Dr. ilknur POLAT

18 January 2023; 90 page

Grape (Vitis vinifera L.) is a fruit that has economically to assess many such as
table grapes, dried, wine, fruit juice and molassesh. Turkey is ranked 5 th in table grape
production in the world due to very suitable ecological conditions for viticulture. One of
the most important fungal problems that limit the production of graps is gray mold
(Botrytis cinerea). Today, many fungicides are used to management with B. cinerea,
nowadays however; it is getting very difficult since it becomes resistance to fungicides.
Therefore, it is important to breed with resistant varieties and breeding programs should
be established. However, there is no marker associated with resistance to lead mold
disease that can be used in the breeding program yet. The most efficient usage area of
molecular markers identification of quantitative characters loci (QTL) which managed
multiple genes with complex inheritance. When the molecular marker or markers linked
to the studied resistance loci are developed, resistant and susceptible plants can be
separated from each other quickly and safely at all stages of breeding. Until today , no
genetic mapping studies have been carried out on the resistance to gray mold in grapes
and no molecular markers have been developed.

In our study, F1 genotypes obtained from Kyoho X Yalova Incisi hybrids were
used as the mapping population. 350 SSR marker were used to investigate the genetic
relationship between parents and individuals on 99 genotypes of the F1 population
established for resistance to the gray mold. Of the markers, 19 polymorphic, 313
monomorphic, while amplification could not be achieved from 18 of them. It was
determined that a total of 44 alleles were obtained from 19 polymorphic SSR primers and
all of these alleles were polymorphic. The average number of alleles per marker and the
average number of polymorphic alleles were found to be two. The polymorphism rate of
marker is 100% and the PIC value is 0.71. As a result of the analyses, clustering analyses
were performed with the UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Average) method using the similarity index and dendograms were obtained. In the
dendogram created in the SSR marker system, the population was divided into two
different groups. Yalova pearl (mother) was in the first group and Kyoho (father) was in



the second group. According to the similarity coefficient of Dice (1945), the similarity
ratios varied between 0.38 and 0.92, and the matrix correlation (r) was found to be 0.58.
These results were supported by the dendogram obtained by Neighbor-Joining method
and PCO (principal coordinate analysis). A total of 17 markers showing Yalova pearl
(mother) and Kyoho (father) segregation were used in Kruskal-Wallis analyses and the
markers significantly associated with disease resistance were determined (p<0.05). As a
result, a total of four markers were found to be associated with disease resistance. QTLsS
with an effect level of 20-24% were identified.

KEYWORDS: Botrytis cinerea, Genetic Mapping, SSR, QTL

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. ilknur POLAT
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ONSOZ

Diinya’da giiniimiize kadar asmada kursuni kiife dayamklilik ilgili QTL
haritalama ¢alismasina rastlanmanmustir. Uziimde bu hastalik etmenine dayanikliligin
molekiiler genetik mekanizmalar1 bilinmemektedir. Ozellikle bu hastalik etmeninde
dayanikliligin hangi genler ya da molekiiler mekanizmalar tarafindan saglandig:
bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile tiziimde kursuni kiife dayaniklilikla ilgili bilgiler elde
edilmistir. Bu bilgilerin ileride yapilacak olan 1slah ¢aligmalarina ve bilim diinyasina katki
saglayacagi umut edilmektedir.

Yiiksek lisans hayatim boyunca bag yetistirme 1slahi ve tarimsal biyoteknoloji
alaninda bilgi, oneri ve degerli katkilariyla beni yonlendiren, tez calisma siireci ve
yaziminda yardimini esirgemeyen, tezimin her asamasinda sabirla bana yol gdsteren ve
yardimci olan, akademik hayat1 ve insan iliskileriyle 6rnek aldigim ¢ok degerli danisman
hocam Sayin Dog. Dr. {lknur POLAT a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica,
tezimin savunulmasindaki katkilarindan dolay1 degerli jiiri tiyeleri Sayin hocam Prof. Dr.
Halil ibrahim UZUN’a ve Sayin hocam Dr. Ogr. Uyesi ibrahim CELIK e tesekkiirlerimi
borg bilirim.

Yiiksek Lisans’a baslamamda oncii olan, lisans hayatimda her konuda beni
destekleyen, azimle calismami ve gelismemi saglayan, bilgi ve deneyimlerinden
yararlanma sansi edindigim Degerli hocam Saym Prof. Dr. Ersin POLAT’a
tesekkiirlerimi sunarim. Tezimin bazi uygulamalarin1 gergeklestirdigim BATEM’de,
bana her zaman her konuda yardimci olan ¢ok Degerli hocam Gorkem SULU’ye
tesekkiirlerimi sunarim.

Yiksek lisans hayatim boyunca gerek laboratuar gerek arazi ¢aligmalarinda her
zaman yanimda olan canim arkadaslarim meslektaslarim Raziye Selin SOYTURK e ve
Selahattin UGRAL’a tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca hayallerimi gergeklestirmemde hep bana destek olan,
basarilarimla gurur duyan, hergiin kizlar1 olmaktan dolayr siikrettigim canim babam
Osman DALDAL ve canim annem Asiye DALDAL’a tesekkiirlerimi sunarim. Akademik
hayatimda beni hep destekleyen, daha iyisini yapabilecegime benden ¢ok inanan canim
ablalarim Rahime DALDAL TOPRAK’a ve Feride DALDAL TURAN’a tesekkiirlerimi
sunarim. Her kosulda beni yiireklendiren canim kardeslerim Sadiye DALDAL, Hiiseyin
DALDAL’a ve Miisra DALDAL’a tesekkiir ederim.

Bu tez TUBITAK COST tarafindan 120073 nolu proje ile desteklenmistir, bu
nedenle TUBITAK ’a da tesekiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
Bp : Base pair
cM  : Cantimorgan
dk : Dakika

ddH.O : Distile-Deiyonize Su

gr : Gram
g . Rolatif santrifiij kuvveti
ml > Mililitre

mM  : Milimolar

ng : Nanogram
sn : Saniye
ul : Mikrolitre

°C - Santigrad Derece

> : Toplam
% : Yiizde
Kisaltmalar

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism-Cogaltilmis Parga Uzunlugu
Polimorfizmi

BC  :Backcross

CAPS : Cleaved Amplified Polymorphic
CTAB : Cetil Three Metil Amonyum Bromid
DH :Katlanmis Haploid

DNA : Deoksiriboniikleikasit



EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

HR  : Cok Dayanikli

HS  : Cok Hassas

ISSR : Inter Simple Sequence Repeat-Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm
NIL :Yakin Izogenik Hatlar

OTL : Quantitative Trait Locus

PCA : Ebevynler ve bireyler arasi iligkiyi gosteren temel koordinat analizi
PCR : Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCO : Ebevynler ve bireyler arasi iligkiyi gosteren temel koordinat analizi

R : Dayanikl

RAPD : Randomly Amplified Polymorphic DNA-Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism-Smirli Par¢a Uzunluklar
Polimorfizmi

RIL  : Recombinant Inbred Lines

S : Hassas

SSR : Simple Sequence Repeat-Basit Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler
SCAR : Sequence Characterized Amplified Regions

SRAP : Sequence Related Amplified Polymorphism-Sekansa Bagli Cogaltilmis
Poliforfizm

TRAP : Telomeric Repeat Amplification Protocol
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UPGMA: Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average

UV  : Ultraviole
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GIRIS A. DALDAL

1. GIRIS

Uziim, yaprak doken odunsu asmalarin (asmagiller (Vitaceae) familyasinin) vitis
cinsinden ¢igekli bitki meyvesinin adidir. Asma (Vitis vinifera L.), Rhamnales takiminin
i¢ familyasindan yalnizca Vitacea familyasindan kiiltiir asmalarinin tiimii Vitis cinsine
aittir.  Vitis cinsi, kromozom sayis1 2n=38 olan Euvitis ve 40 olan Muscadinia diye
adlandirilan alt cins olusurken Euvitis, iiriiniinden yararlanilan ve anag olarak kullanilan

50 dolayinda tiir vardir. Tiirlere ait binlerce varyete ve kiiltiir gesitleri vardir (Winkler ve
vd. 1974).

Asmanin genis ve iklim sartlarina kolay uyum saglamasi nedeniyle bagcilik
diinyada tarih boyunca énemli yer tasiyan tarim kollarindan biridir (Uzun 2015). Diinya
tizerinde ekonomik olarak ¢ok biiylik bir 6nemi olan {iziim yetistiriciligi ve tiziimden elde
edilen tirlinlerin c¢esitliligi ve zenginligi, aragtirmacilarin {iziim hakkinda bir¢ok yonleri
ile ele alinmasina ve tizerinde arastirmalar yapmasina yon vermistir (Agaoglu 1999).

Uziim; softralik, pekmezlik, saraplik, kurutmalik, meyve suyu ve diger mamuller
seklinde degerlendirilir. Arazi degerlendirilmesi, toprak muhafazasi, beslenme ve
istthdam agisindan faaliyet gosteren bu tarim kolu giinlimiizde de 6nemini devam
ettirmektedir (Akcay 2014).

Siirekli olarak yabanci dollenme gergeklestirmesiyle olusan heterozigotik kalitsal
yapiyla tohumlardan elde edilen ebeveynler arasinda yiiksek genetik c¢esitlilik meydana
getirmistir. Bu yiizden asmada ¢ogaltim olarak Vitis vinifera tiiriine ait gesitlerinde
vejetatif ¢ogaltim tercih edilmesiyle kokeni eski tarihlere dayanan ¢esitlerin glinlimiize
kadar ulagilmasi saglanmistir. Diinyada yaklasik 30.000 {iziim c¢esidi oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlardan 15.000 civarinda ¢esidin genotipik acidan farkli yapida
olabilecegi diisiiniilmektedir (Alleweldt 1988).

2021 yili verileri incelendiginde, diinya iiziim tiretimi 6.950.930 hektar alanda
78.034.332 ton olarak gerceklesmektedir (FAO 2022). Tirkiye’de 3.902.211 dekar
alanda 1.856.929 ton sofralik iizim, 1.430.160 ton kurutmalik {iziim, 382.911 ton saraplik
{iziim olmak kaydryla toplam 3.670.000 ton iiziim iiretilmistir (TUIK 2022).

Tiirkiye, tiziimiin (VitiS spp.) anavatani icerisinde yer almaktadir. Bagciliga
elverisli birgok bolgesi bulundugundan iklim ve topografya faktorleri ele alinarak Cografi
Bilgi Sistemleri (CBS) teknikleri ile Tiirkiye’de bagciligin yapilabilecegi potansiyel
alanlar arastirilmistir. Bagcilikta; glineslenme siiresi, rakim, sicaklik, toplam yillik yagis
parametrelerine bakildiginda, Tirkiye’'nin %57,86’s1 liziim yetistirmeye uygun,
%40,46’s1 uygun olmayan, %1,68’1 ise su ylizeyi olarak belirlenmistir (Alsancak Sirli vd.
2015).

Tiirkiye, bagcilik kiiltiiriinde ¢ok eski zamanlardan beri kiiltiir asmasimin (V.
vinifera L.) genetik ¢esitliik bakimindan zengin 6nemli gen merkezlerinden biridir (Kara
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vd. 2016). Ulkemizde 1965 yilinda “Milli Koleksiyon Bag1” kurularak iilkede bulunan
asma genotiplerini koruma altinda almak amaglanmistir Ulkemizde bulunan asma
genotipleri 1600°den fazla kiiltiir ¢esidi ve formu bulunmustur. Bu asma genotipleri
Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisiindeki baga aktarilmistir ve gilinlimiizde “Milli
Koleksiyon Bagi’nda korunmaktadir (Celik vd. 2010).

Uziim yetistiriciliginde cesit ¢ok onemlidir. Bu nedenle, farkli 1slah teknikleri
kullanarak kalite kriterleri yiiksek, verimli, farkli tretici ve tiiketici taleplerini
karsilayabilecek cesitler elde etmek amaciyla calismalar yogunlasmustir. Ulkemizde ilk
calismalar 1973 yilinda Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisiinde (Uslu
ve Samanci 1998) iri taneli {iziim ¢esidi, ilk turfandaki tiziim ¢esidi ve son turfanda {iziim
cesitlerinin melezleme yoluyla elde edilmesi amaglanmistir. Daha sonra 1974 yilinda
Tekirdag Bagcilik Aragtirma Enstitiistinde (Gtirnil vd. 1998) calismalara baslanmis ve
beraberinde Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii de bu anlamda onemli katkilar
yapmistir ve yapmaya devam etmektedirler.

Uziim gerek diinyada gerekse iilkemizde iiretim ve ihracat bakimindan en énemli
meyve tiirlerinden birisidir. Diinyada en yaygin yetistirilen ve degerlendirilen iiziim tiirii
Vitis vinifera tiiriidiir (Akgay 2014). Uziim yetistiriciliginde sorun olusturan birgok
fungal hastalik bulunmaktadir. Kursuni kiif (B. cinerea) en 6énemli fungal hastaliklar
arasinda yer almaktadir (Williamson ve ark., 2007). Bununla birlikte, en ytiksek riskli
patojenlerden B. cinerea'ya Fungisit Dayaniklilik Eylem Komitesi (FRAC) tarafindan,
diinyada en fazla ekonomik kayba neden oldugu belirtilmistir. Hastalikla miicadelede
birgok fungisit kullanilmakta, ancak patojenin bu fungisitlere karsi dayamiklilik
olusturmasi nedeniyle hastalikla miicadele giderek zorlasmaktadir (Angelini vd. 2012).

Kursuni kiif hastaligina neden olan Botrytis cinerea Fr. diinyanin birgok yerinde
goriilen fungal ve polifag bir etmen olup, Vitis’in da yer aldig1 200’den fazla tiirde
saldirma ve koloni olusturma yetenegine sahiptir ve ciddi ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir (Elmer ve Reglinski 2006; Williamson vd. 2007). Bitkilerde gelismesi i¢in
ideal bir beslenme yeri olan yarali kisitmlardan ve dokulardan giris yapmakla beraber
zararl meyve, ¢icek, govde, yaprak ve yaprak sapinda zarar yapmaktadir (Coley-Smith
vd. 1980; Rahman vd. 2019).

Kursuni kiif, yogun spor verebilen ve hizli yayilabilen bir patojendir. Ayrica,
heterokaryotik ~ 6zellik  gostermesi  fungisitlere  dayaniklilhlk  kazanabilmesini
kolaylastirmakta ve sonugta da hastalikla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bilingsiz ve
gereksiz pestisit tiikketimi hastalik etmeni mikro organizmalarda duyarlilik azalisina neden
olabilmektedir. Bir pestisite karsi duyarhilik azaldikca, o pestisitin etkililigi de
azalmaktadir. Ureticiler bu durumda kullandigi pestisitin dozunu yiikselterek ayni
basarty1 yakalamaya ¢alismaktadir. Bu durumda, dayaniklilik sorunu ortaya ¢ikmakta,
daha fazla pestisit tiiketilmektedir. Ekonomik agidan maliyet artmakla beraber ¢evre
kirliligi ve insan saglig1 agisindan sorun teskil etmektedir (Delen 2008).
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Organizmanin genetik yapisinda degisiklik olmadan kimyasal maddeye uyum
saglayarak pestisit duyarliliginda azalig gorilir. Fakat dayaniklilikta, organizmanin
duyarlilig1 genetik yapisindaki bir degisiklikle genelde geri doniisii olmayan bireyler
olusmakta ve bu bireylere “mutant” denmektedir. Dayaniklilikta en fazla etki eden
faktorlerden biri, pestisitin dayaniklilik agisindan olusturdugu risk ve pestisitlerin
kullanim big¢imidir. Kontrolsiiz ve bilingsiz kullanim, dayamikliligin daha hizh
olusmasina neden olmaktadir (Brent ve Hollomon 2007; Samaras vd. 2016).

Hastalik dayaniklilarinin ortaya cikisiyla 20 yy. da bagcilikta hastaliklara karsi
dayaniklilik 1slah1 ¢aligmalar1 baglamistir. Geleneksel yontemler kullanilarak baslanilan
caligmalar asma gibi ¢ok yillik bitkilerde goriilen heterozigotik kalitsal yap1, uzun genglik
kisirhigr siiresi ve kendileme depresyonu nedeniyle uzun zaman almakta ve emek
gerekmektedir. Asmada yeni bir ¢esidin 1slah edilmesi i¢in farkli kombinasyonlarda
melezleme yapilmasit gerekmektedir. Asmada yapilan i1slah calismalari uzun zaman
almakta ve yogun is giiciiyle beraber masraf harcamalar1 ¢ok fazla olmaktadir. Bu
istenilmeyen olumsuz kosullar1 en aza indirgemek i¢in giiniimiiziin en ¢ok tercih edilen
yontemlerden biri olan biyoteknolojik yontemlere yonelinmistir. Asma 1slahinda
biyoteknolojik ve molekiiler 1slah yontemleri kullanilarak ¢ok kisa siirede etkin sonuglar
alinllmakta ve 1slah kavrami Oonemli bir degisim siirecine girmistir. Biyoteknolojik
yontemlerin kullanilmasiyla asma islahinin en onemli olumsuz faktorlerinden fungal
hastaliklara kars1 dayanikliligin genetik tanimlanmasindaki gelismeler hiz kazanmistir
(Akkurt 2004).

Biyoteknolojik ¢aligmalarin  hiz  kazanmasiyla DNA kokenli markdrler
gelistirilmistir. DNA markdr teknolojisi, biiyiik dl¢iide fenotipik varyasyona neden olan
genetik faktorler hakkinda bilgi edinmemizi saglamaktadir. Caligmalar birden fazla ¢ok
gen tarafindan kontrol edilen QTL (Knatitatif Karakter Lokusu) haritalanmasiyla
baslamistir. Ayrica, gene yakin molekiiler markdrlerin MAS (Markor Destekli
Seleksiyon) uygulamalarinda kullanilmasi 1slahcilara avantaj saglamaktadir. Uzerinde
calisilan 1slah calismalarinin her asamasinda dayaniklilik genleri ile ilgili duyarli ve
dayanikli bitkilerin gilivenli ve hizli ayrimi molekiiler markér veya markdrler
olusturularak saglanabilmektedir (Ren vd. 2000; Paquet vd. 2001).

Genetik haritalama yiiksek organizmalarin genomlarinin kromozom olarak
adlandirilan dogrusal (linear) iiniteler halinde organize olmasi ve taginmasi ger¢eginin
tespit edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Ayni kromozom {izerindeki birbirine yakin genetik
markdrlerin ebeveynlerden dollere birlikte hareketi veya genetik baglanti olayi
kromozom boyunca bulunan markoérlerin diziliminin belirlenmesine olanak saglamistir
(Paterson 1996). Genetik haritalama ¢alismalarinda, farkl: tipte ve biiyiikliikte haritalama
populasyonlari, markor sistemleri, istatistiksel yontemler ve bilgisayar programlari

kullanilmaktadir. Her biri haritalamanin basarisinda etkili olabilmektedir (Ferreira vd.
2006).
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Genetik haritalarin iiretim hizi, bu bilginin bitki 1slah1 programlarinda kullanilma
orani ¢ogaldikca artmistir. Basit ve karmasik kalitima sahip genlerin her ikisi de DNA
markorleri tarafindan kolayca belirlenebilmektedir (Tanksley vd. 1989; Tanksley 1993;
Tanksley ve Nelson 1996). Molekiiler markoérlerin en etkili kullanildigr alan, karmasik
kalitima sahip olan birden ¢ok gen tarafindan idare edilen kantitatif karakterlerin 1slahi
olmustur. Bitki 1slah1 ¢alismalar1 agisindan kalite, verim ve verim unsurlari, bitki boyu,
kardeslenme, ciceklenme zamani, baz1 hastalik ve zararlhilara karsi dayaniklilik gibi
bircok karakter kantitatif olarak idare edilmekte ve bu unsurlar biiyiik 6neme sahiptirler.

Bu caligmanin amaci asmada kursuni kif hastalik etmenine dayanikliligin
molekiiler genetik esaslarinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. s giicii ve zamani dikkate
alarak QTL haritalamada F1 popiilasyonu kullanilmistir. Caligmamizda, hassas ebeveyn
olarak Yalova Incisi ve dayanikli ebeveyn olarak Kyoho melezlemesinden gelistirilen
yapidaki 97 adet F1 genotipinden olusan popiilasyonu kullanilmistir. Kodominant
markorlerden birisi olan SSR (simple sequence repeats) markdr kullaniimistir.
Populasyondaki polimorfizmi belirleyerek, bireylerin anne-baba ile olan iliskilerini
incelenmistir. Dayaniklilikla ilgili QTL’ler belirlenmis ve bu QTL’lerde bulunan genlerin
hastalik dayanikliligryla ilgili olup olmadigi biyoinformatik analizler yapilarak
degerlendirilerek hastalik dayanimini hangi molekiiler mekanizmalarin kontrol ettigi
aydmlatilmaya calisilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1 Diinya’da ve Tiirkiye’de Bagcilik

Bagcilik diinyada en elverisli iklim kusagi olarak 20°-50° kuzey ve giiney
enlemleri arasindadir (Winkler vd. 1974). Tiirkiye, liziim yetistiriciliginde en uygun
cografi konuma sahip olan olan 36°-42° kuzey paralelleri ile 26°-45° dogu meridyenleri
arasinda yer almaktadir.

Tiirkiye’de tizlim iiretim alanlar1 degerlendirildigine 2012 yilinda 462.296 ha iken
2021 yilindaki {iziim tretim alan1 390.221 ha oldugu belirlenmistir. 390.221 ha {iziim
dretim alaninin; 204.748 ha sofralik {iziim,128.613 ha kurutmalik tiziim, 56.860 ha

saraplik iizlim iiretimi alani tespit edilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de 2012 — 2021 yillart arasindaki sofralik, kurutmalik ve saraplik
lizim  iretim alanlari (ha)

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Sofrahik 227.279 277.261 229.894 229.234 206,794 191.034 190.306 186.245 182.189 173.507
Cekirdekli
Sofralik 34.361 34.088 34.008 34.013 33.089 32.796 31.795 31.772 32.060 31.241
Cekirdeksiz

Kurutmahk 66.093 65.093 62.814 61.164 57.410 55.805 60.001 54.289 54.321 51.643

Cekirdekli

Kurutmahk 66.774 69.996 71.627 72.059 72.861 73.593 73.878 74.010 74.141 76.970
Cekirdeksiz

Saraphk 67.788 71.854 68.751 65.486 64.353 63.680 61.062 59.123 58.287 56.860
Toplam 462.296 468.792 467.093 461.956 435.227 416.907 417.041 405.439 400.998 390.221
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Diinya’da 2021 yilinda iiziim tretimi 6.950.930 hektar alanda 78.034.332 ton
lizim tretimi gerceklesmistir (FAO 2022). Tirkiye’de {iziim iiretim alanlari verilerine
bakildiginda 2012 yilinda 4.622.920 da iken 2021 yilinda 3.902.211 dekar alanda {iretim
yapildig1 goriilmiistiir.

Tirkiye’de tliziim {iretim miktarlarinda degerlendirildigine 2012 yilinda
4.234.000 ton iken 2021 yilindaki iiziim miktar1 3.670.000 ton oldugu belirlenmistir.
3.670.000 ton liziim turetimin; 1.857.000 sofralik tiziim, 1.430.000 ton kurutmalik tiziim,
383.000 ton saraplik liziim {iretimi yapilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de 2012 — 2021 yillar1 arasindaki sofralik, kurutmalik ve saraplik
lizim tiretimi (ton)

2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021

Sofralik 1620 | 1.635 | 1.581 | 1.305 | 1.380 | 1.441 | 1487 | 1.394 | 1.614 | 1434
Cekirdekli

Sofralik 600 498 586 586 610 668 458 656 604 423
Cekirdeksiz

Kurutmahk 418 467 428 379 396 363 478 369 346 304
Cekirdekli

Kurutmahk 1196 | 957 1.136 | 955 1141 | 1.240 | 1.046 | 1.230 | 1.188 | 1.126
Cekirdeksiz

Saraphk 401 455 445 424 473 488 464 451 456 383
Toplam 4234 | 4011 | 4175 | 3.650 | 4.000 | 4.200 | 3.933 | 4.100 | 4.209 | 3.670

2.2. Bagcihkta Kursuni Kiif (Botrytis cinerea) Hastahigi

Bagcilikta fungal hastaliklarin baginda gelen kursuni kiif hastaligina neden olan
Botrytis cinerea Fr. (teleomorph: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel), diinyanin
bir¢ok yerinde goriilen fungal ve polifag bir etmen olup, Vitis’in da yer aldig1 200°den
fazla tiirde saldirma ve koloni olusturma yetenegine sahiptir ve ciddi ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir (Elmer ve Reglinski 2006; Williamson vd. 2007). Bitkilerde gelismesi
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icin ideal bir beslenme yeri olan yarali kisimlardan ve dokulardan giris yapmaktadirlar.
Hastalik genellikle ¢igek, meyve, govde, yaprak ve yaprak sapinda zarar yapmaktadir
(Coley-Smith vd. 1980; Rahman vd. 2019).

Firsat¢1 bir patojen olan B. cinerea, hem ciirliyen hem de canli bitkiler tizerinde
yasam dongiisiinii tamamlayabilmektedir. Bitkinin i¢ine girisi sadece mekanik yolla
degil, aksine litik enzimler ve toksik metabolitlerin salgilanmasina da bagli olmaktadir
(Van Kan, 2006). Enfeksiyon siireci boyunca B. cinerea, bitki yiizey penetrasyonu i¢in
bitki hiicre duvari polimerlerini ve besin dokusunu bozmak amaciyla, hiicre duvari
bozucu bir dizi enzim (cell wall-degrading enzymes=CWDEs) salgilamaktadir (van Kan
2006; Williamson vd. 2007). Bu CWDE enzimleri arasinda, birgok pektinazlar pektin ve
pectate lyases, pektin methylesterases (PMESs), exopolygalacturonases (ekso-PG) ve
endopolygalacturonases (endo-PG) yer almaktadir. Enfeksiyon sirasinda bu enzimlerin
cogaldig1 tespit edilmistir (Ten Have vd. 2002; Kars ve Van Kan 2004). Patojen,
patojenisiteyi etkileyen ve heniiz bazilar1 tam olarak agiklanamamis ¢ok sayida enzim ve
diisiik molekiil agirlikli bilesikler salgilar (Richard ve Hilditch 2009; Zhang vd. 2011).

Kursuni kiif, yogun spor verebilen ve hizli yayilabilen bir patojendir. Ayrica,
heterokaryotik ~ 6zellik  gostermesi  fungisitlere  dayaniklilhik  kazanabilmesini
kolaylastirmakta ve sonugta da hastalikla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bilingsiz ve
gereksiz pestisit tiiketimi hastalik etmeni mikro organizmalarda duyarlilik azalisina neden
olabilmektedir. Bir pestisite karsi duyarlilik azaldikca, o pestisitin etkililigi de
azalmaktadir. Ureticiler bu durumda kullandig:1 pestisitin dozunu yiikselterek ayni
basarty1 yakalamaya calismaktadir. Bu durumda, dayaniklilik sorunu ortaya ¢ikmakta,
daha fazla pestisit tiiketilmektedir. Ekonomik agidan maliyet artmakla beraber ¢evre
kirliligi ve insan sagligi acisindan sorun teskil etmektedir (Delen 2008; Brent ve
Hollomon 2007; Sanmaras vd. 2016).

2.3. Genetik Haritalama

Molekiiler markorler genetik farkliligin Olgiistinii belirlemede etkili olarak
kullanilabilmektedir. (Tanksley 1983). Genetik haritalama, yiiksek organizmalarin
genomlarinin kromozom olarak adlandirilan dogrusal (linear) iiniteler halinde organize
olmasit ve tagmmmasi gerg¢egine dayanmaktadir. Ayni kromozom fizerinde yer alan
birbirine yakin genetik markorlerin ebeveynlerden dodllere birlikte hareketi veya genetik
baglanti olay1 kromozom boyunca bulunan markérlerin diziliminin belirlenmesine olanak
saglamistir (Paterson 1996). Genetik haritalama ¢alismalarinda, farkl: tipte ve biiytikliikte
haritalama populasyonlari, markor sistemleri, istatistiksel yontemler ve bilgisayar
programlar1 kullanilmaktadir. Her biri haritalamanin basarisinda etkili olabilmektedir
(Ferreira vd. 2006).

Genetik haritalarin tiretim hizi, bu bilginin bitki 1slah1 programlarinda kullanilma
orani ¢ogaldikg¢a artmistir. Basit veya karmasik kalitima sahip genlerin DNA markorleri
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tarafindan kolayca belirlenebilmektedir (Tanksley vd. 1989; Tanksley 1993; Tanksley ve
Nelson 1996). Molekiiler markorlerin kullanildigr alanlardan birisi karmasik kalitima

sahip olan birden ¢ok gen tarafindan idare edilen kantitatif karakterlerin 1slah1 olmustur
(Tanksley 1996).

2.4. Kantitatif Karakter Lokusu (QTL)

Kantitatif karakterler karmasik karakter olup birden fazla gen tarafindan kontrol
edilmektedir. Molekiiler markorlerin en etkili ve en ¢ok kullanildigr alandir. (Tanksley
1996). Kantitatif karakterler, her bir lokusun etki derecesinin farkli olmasi ve g¢evre
sartlarindan fazla etkilenmektedir (Paterson vd. 1988). Klasik metotlarla yapilan 1slah
calismalart QTL’lerin belirlenmeleri ve aktarilmalari uzun yilllar siirmekle beraber
oldukca zordur. Giiniimiizde gelistirilen molekiiler markdrler sayesinde yapilan detayli
genetik haritalama caligmalarinda her bir kromozom iizerindeki lokus yerleri ve
lokuslarin etki dereceleri tespit edilmistir. (Paterson vd. 1988; Lander ve Botstein 1989).
Ayrica, her bir QTL’in fenotipik varyans iizerindeki etki dereceleri ve QTL’ler arasindaki
epistasi iligkileri (Paterson vd. 1991; Lark vd. 1995) genetik haritalama c¢aligsmalari
sayesinde belirlenmistir.

Bir QTL haritalama igslemi siralanan su adimlarda gergeklestirilir:

1. Haritalama popiilasyonu olusturulmaktadir (F1, F2, DH, NIL, RIL, BC vb.).

2. Polimorfik markorler ile genotipleme yapildiktan sonra baglantt  haritalar
olusturulur.

3. Fenotipleme yapildiktan sonra en son asama QTL analizleri yapilir
(Fenotipik karakterler ile markorler arasindaki iliskinin tespiti). Major ve
mindr QTL’ler tanimlanir. Hangi kromozomda olduklari ve bir kromozom
tizerinde lokalize olduklar1 yer tespit edilir (Bawonton 2014).

Genetik harita hazirlanmasinda ilk asama uygun ebeveynlerin se¢imi ve agilim
popiilasyonunun hazirlanmasidir. En yaygin olarak kullanilan ag¢ilim popiilasyonlari;
rekombinant kendilenmis hatlar (recombinant inbred lines=RILs), yakin isogenik hatlar
(near isogenic lines=NILs), katlanmis haploid (DHL), F2 ve geri melez (backcross or
advanced backcross) popiilasyonlaridir (Tanksley vd. 1989). Her bir haritalama
popiilasyonun kendilerine has avantaj1 ve dezavantaj1 vardir.

Arastiric, popiilasyonu elde edebilme siiresine, kullanacaklari markdriin
dominant veya kodominant olmasina, caligmanin amacina gore uygun haritalama
popiilasyonuna karar vermek zorundadir. Tek yillik bitkilerde degerli bir karakter tespit
edildigi zaman bu 6zellige sahip olan hat genetik olarak baska bir saf hatla melezlenebilir,
haritalama popiilasyonu olusturulur [F2, geri melez (BC), katlanmis haploid (DH),
rekombinant kendilenmis hat (RIL), yakin isogenik hat (NIL) vs.] ve karakter molekiiler
markdrler yardimiyla haritalanir. Bu bilgi molekiiler 1slahta s6zii gecen karakteri {istiin
Ozellik tasiyan hat ve g¢esitlere aktarmakta kullanilir. Bitkilerdeki bir¢ok genetik

20



KAYNAK TARAMASI A. DALDAL

haritalama popiilasyonlar1 homozigot anaglar arasinda yapilan melezlemeden elde
edilmistir (Wu vd. 1992).

Genetik haritalamada ¢ok yillik bitkilerde normal yasam dongiilerinin uzun
olmasi nedeniyle F1 bireylerinden olugan popiilasyon kullanildig1 ayrica ebeveynler i¢in
ayr haritalama olusturuldugu belirtilmistir (Vienne 2003). Cok yillik bitkilerde genetik
haritalarin basarili olmasi i¢in ebeveynler arasindaki acgilima ve tiirlerin heterozigotluk
seviyesi degerlendirilir (Cervera vd. 2001; Scott vd. 2005).

Haritalamada F1 popiilasyonlari, turunggiller (Cristofani vd.2000; Roose 2000),
visne (Canli 2004), kavak (Zhigunov vd. 2017), elma (Jensen vd. 2014; Ban ve Choi
2018), armut (Gabay vd. 2018) gibi bir¢ok bitkide kullanilmistir. Yine, {iziimde tane rengi
(Ren vd. 2000), cekirdeksizlik (Doligez vd. 2002), kamali nematoda dayaniklilik (Walker
ve Yin 2000), hastaliklara dayaniklilik (Yasar 2005) gibi birgok karakter i¢in yapilan
haritalama c¢aligmalarinda F1 popiilasyonu basaril bir sekilde kullanilmistir.

2.5. Asmada QTL ve Genetik Haritalama

Asma, kiltiirii yapilan ilk meyve tiirlerindendir. Genetik ¢esitlilige sahip olup
tilketici istekleri siirekli degismektedir. Tiketici isteklerine bagli olarak 1slahgilar
istenilen Ozelliklere sahip yeni ¢esit elde etmeye ve var olan c¢esitlere bazi 6zellikler
kazandirmaya yonelmislerdir (Arumuganathan ve Earle 1991).

Asma (Vitis vinifera L.), 483 Mbp/IC DNA’lik bir genoma sahiptir
(Arumuganathan ve Earle 1991). Lodhi (1994), Vitis tiirleri, gesitleri ve diger Vitis
cinsleri arasinda DNA kapsamini belirlemek amaciyla gergeklestirdigi ¢aligmasinda, Vitis
tirlerinin ortalama kromozom biiyiikliigliniin 0.85-1.07 pm arasinda oldugu tespit
edilmistir.

Asmada haritalama c¢alismasinda popiilasyon se¢iminde genellikle Flbireyler ve
¢ift yonlii yalanci melezlemeyle elde edilen bireyler (pseudo-testcross) tercih
edilmektedir. Bunun nedeni asma bitkisi son derece heterozigot oldugundandir.
Populasyonun fenotipik verileri ve QTL saptamasi i¢in molekiiler markor verileri
birlestirilmeden 6nce dikkatle incelenmekte ve analiz yapilmaktadir.

Uziimle ilgili ilk olarak Weeden ve ark. (1988) ve Mauro vd. (1992)’in RFLP
markirt kullanilarak izoenzimler ile ilgili ¢alismasinda kullanilan yetersiz markor
sistemlerinden dolay1 sinirh bilgilere ulasilmasina neden olmustur.

Lodhi vd. (1995) asmada ilk gergek genetik baglanti haritalama Cayuga White x
Aurore c¢esitlerinin ¢ift yonlii yalanci melezleme teknigi kullanilmasiyla olusturulan 60
F1 bireylerin olusturuldugu popiilasyonunda, 422 RAPD ILE 16 RFLP ve izoenzim
markdrleri kullanilmistir. Ebeveynlere ait haritada markdrler arasindaki uzaklik 6.1 cM
olarak bulunmustur. Cayuga White’a ait haritada 20 baglant1 grubuyla 214 markdr 1.196
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cM ve Aurore’e ait haritada 22 baglant1 grubuyla 255 markor ile 1.477 ¢cM uzaklikta olup
kullanilan toplam 443 markor ile “Cayuga White” x “Aurore” baglant: haritalarinin orta
derecede haritalama oldugu belirtilmistir.

Asmada gergeklestirilen genetik haritalama calismalar1 fungal, bakteriyal
hastaliklarin yaninda ¢ekirdeksizlik iizerine baslanilmis ve yogun bir sekilde devam
etmektedir. Ye vd. (1995) asmalarda kiilleme (Uncinula necator) hastaligina karsi
dayanim i¢in genetik harita olusturmuslardir. Popiilasyon olarak iki interspesifik hibrit
olan Horizon ve lllinois 547-1 kulllanilmistir. Melezleme sonucu elde edilen F1
populasyonunda, 327 RAPD primer kullanilarak 42 adedi Horizon ¢esidinde 19 baglanti
grubunda 1,099 cM yer alani belirlenmistir. Illinois 547-1 ¢esidinde 48 bireyde 20
baglant1 grubunda 1,059 cM’likyer alani belirlenmistir. 4 yilllik ¢alisma sonucunda
dayanikli Illinois ¢esinde 10 numarali baglanti grubunun bir bolgesinde kiillemeye
dayanimi etkileyen bir QTL tasidig: belirtilmistir.

Bouquet ve Danglot (1996) cekirdeksizlik karakterleriyle ilgili bir model ileri
stirmiislerdir. Bu modelde ¢ekirdeksizligin birbirinden bagimsiz kalitim gosteren 1 adet
dominat gen (sdl, seed development inhibitor) ile 3 adet tamamlayici resesif gen
tarafindan kullanildigini ileri stirmiislerdir.

Dalbo (1998) siyah ciiriiklik ve siyah giiriikliik hastaliklarina dayanimin
kalittmin1 arastirmak i¢in Ye vd. (1995)’mn olusturdugu Horizon x Illinois 547-1
populasyonu kullanmistir. Ebeveynlere ait genetik haritalamada 20 adet baglant1 grubu
belirlenmistir. Calismada primer olarak RAPD primerleri kullanilmasinin yaninda, 30
mikrosatelit ve 4 STS (Sequence Tagged Sites) markorii kullanilmistir. Haritalama
sonucunda 10 adet homolog baglanti grubu tespit edilmistir. Haritalamada 451 markor
birbirlerinden ortalama 7.5 cM yer almistir. Kiillemeye dayanimda en giiglii QTL Illinois
¢esinde 10 numrali baglanti grubu oldugu belirlenmistir. Bu QTL’e yakin bagli bir AFLP
(AfAA69 ve bir RAPD markorii (CS25b)), CAPS markdrlerine dontistliriilmiistiir. Ayni
dayanim kaynaginin kullanildig1 melezlemelerde kiillemeye hassas bireylerin oraninin bu
markdrler sayesinde Onemli Olciide azaltilabilecedi belirtilmistir. Ayrica kiillemeye
dayanimin bulundugu QTL’ nin bulundugu baglant1 gruplarinda siyah ciirtikliik i¢in de
baglant1 gruplar1 bulundugu belirtilmistir.

1998 yilinda tiziim genomu ve genetigi aragtirmak i¢in IGGP (International Grape
Genome Program “Uluslararas1 Uziim Genom Programi™) toplulugu bir araya gelmistir.
Bu topluluk sayesinde VCM (Vitis Microsatellite Consortium “Asma Mikrosatellit
Birligi”) kurulmustur. Fransa’da AgroGene S.A.’1n tesvikiyle birgok sayida kodominant
SSR markdrler iiretilmistir (Anonymous 1998). Toplulugun en 6nemli hedefleri fiziksel
haritalama ve bireysel haritalama projeleri i¢in baglanti sonuglarinin olusturulmasi
gelmektedir.
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Dalbo vd. (2000) Horizon ve Illinois 547-1’in ¢ift yonlii melezlenmesiyle olusan
58 F1 bireyden olusan popiilasyonda 277 RAPD, 25 SSR, 4 CAPS ve 12 AFLP markori
kullanmiglardir. Horizon ¢esidine ait haritada 153 markor 1.199 cM ve Illinois 547-1
cesidine ait haritada ise 153 markor 1.470 ¢cM uzaklikta olup toplam 20 adet baglanti
grubu tespit edilmistir.

Adam-Blondon vd. (2001) Sultana kokenli kismen g¢ekirdeksiz iki genotipin
melezlenmesi ile elde edilen popiilasyonda Lahogue vd. (1998) tarafindan bulunan sdl
genine bagli RAPD markorleri ile BSA yontemi calisilmistir. RAPD markorlerinden
OPC-08 ve OPP-18 markdrleri ¢ekirdeksiz genotiplerde bulunmus ve bu karakterle
baglantili bir major lokusun oldugu tespit edilmistir. Ayrica OPC-08 RAPD markori
SCAR markdriine (SCC8) donistiirilmiistiir. Cekirdeksiz liziim ¢esitlerinin erken
seleksiyonu i¢in molekiiler markor sistemlerini esas alan haritalama arastirmalar1 yogun
sekilde c¢alisilmaktadir (Meredith 2001).

Blondon vd. (2001) ¢ekirdeksiz x ¢ekirdeksiz ve ¢ekirdekli x ¢ekirdekli bireylerin
melezlenmesiyle elde edilen popiilasyondan segilen 81 adet birey kullanilmistir.
Cekirdekli ve ¢ekirdeksiz bireylerde ¢ekirdeksizligi tespit etmek i¢in RAPD markoriiyle
Lahogue vd. (1988) tarafindan gelistirilen sdl ile ana lokuslarda inceleme yapilmistir.
SCP18, SSC8’nin ¢ekirdeksiz x cekirdeksiz bireylerde erken donemde cekirdeksizligi
tespit etmede faydali olacagini belirtmektedirler.

Doligez vd. (2002) MTP2223-2 x MTP2121-30 arasindaki melezlemeyle edilen
139 F1 bireyden olusan popiilasyonda 301 markdr kullanilmistir. 250 AFLP, 44 SSR, 3
izoenzim, 2 RAPD ve 12 SCAR markérii olusturulmustur. Haritalama sonucu olarak 20
baglant1 grubunun 1.002 cM’lik yer aldig1 belirtilmistir.

Zyprian vd. (2002) fungal hastaliklardan kiilleme (Uncinula necator) ve mildiyo
(Plasmopara viticola)’de bazi karakterlerle ilgili QTL ¢alismas1 yapilmistir. Lemberger
ve Regent ¢esitlerinin melezlenmesiyle elde edilen populasyonunda calismiglardir.
Genlerin izole edilmesi i¢in harita tabanli klonlama yontemini kullanarak bu ¢alismay1
gergeklestirmislerdir.

Grando vd. (2003) Moscato bianco’ x V. riparia Wr63 melezlenmesiyle 81
bireyden olusturulan haritalama ¢alismasinda toplam 338 markér AFLP, SSR ve SSCP
kullanilmistir. Moscato bianco ait haritada 20 baglant1 grubunda 1,639 cM yer almis, V.
riparia Wr63 ait haritada ise 19 baglanti grubunda 1,518 cM’da yer aldig1 tespit
edilmistir.

Madini vd. (2003) V. vinifera L. ve V. riparia Michx. melezlenmesiyle elde edilen
popiilasyonda hastaliga dayanim ve kalite amacli 1slah ¢alismalarinda kullanilmak iizere
350 AFLP ve mikrosatellit markorii kullanarak QTL bilgilerinin tiretimine yonelik olarak
her iki haritanin 1,150 cM’lik alan1 kapsadigini tespit etmislerdir.
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Adam-Blondon vd. (2004) Syrah ve Grenache melezlenmesiyle elde edilen
popiilasyonda 346 adet SSR markorii kullanilmistir. Ebeveynlerden en az birisi ig¢in bu
markorlerin - %84,4°1i polimorfik oldugu belirlenmistir. Haritalama ¢alismasinda,
toplamda 310 markorde basar1 elde edilmistir. Grenache haritasinda, 178 markor 18
baglanti grubunda 1,306 cM yer almistir. Syrah haritasinda 177 adet markdr, 19 baglanti
grubunda 1,172 cM yer aldigini tespit etmislerdir. Calismada toplam 310 markorde basari
elde etmislerdir.

Yasa (2005) Italia x Mercan’dan meydana getirilen F1 popiilasyonunda 300 adet
RAPD primeriyle test edilen ¢alismada i¢inde ¢ok diisiik oranda (%37) polimorfizm tespit
etmistir. Italia ¢cesidine ait haritada 8 baglant1 grubu, OPI4c ve OPI4d arasinda (5.0 cM)
ve OPD3a ve OPD4a arasinda (9.2 cM) gercek baglanti tespit edilmistir. Mercan ¢esidine
ait haritada 6 baglant1 grubu, sc10826b ile OPM2a arasinda (6.8 cM) tespit etmislerdir.

Isci (2006) Italia ve Mercan iiziim ¢esitleriningift yonlii yalanci melezlenmesiyle
elde edilen F1’lerde SSR VE AFLP markoérleri kullanilarak genom haritasini kullanarak
gerceklestirmistir. Haritalama asamasinda Mapmaker/Exp 3.0 paket programinda 3.0
LOD degeri kullanilmistitr. Hraitalamada ebeveynler ayri olarak haritalanmistir. Anneye
ait haritada 6 baglant1 grubu, babaya ait haritada 1 baglant1 grubu tespiEbeveynlere ait 2
ayr1 genetik baglanti haritas1 bulunmustur. Haritanin anaya ait 6, babaya ait 1 baglanti
grubu tespit etmislerdir.

Akkurt vd. (2007) kiilleme ve mildiyd dayanimu ile ilgili ¢alismada Regent x
Lemberger popiilasyonunu kullanmiglardir. Kiillemeye dayanim ile ilgili SCORA7-760
ve ScCORN3 SCAR markdrlerinden sadece direngli genotiplerde bulunmugstur. Mildiy6
dayanimu ile ilgili 7 RAPD markoriinden SCAR markor elde etmislerdir. Bu markorlerin
markdre dayali seleksiyon yontemiyle kiillemeye dayaniklihik c¢alismalarinda
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Kozma vd. (2009) V. amurensis x V. vinifera hibritleriyle Kismish vatkana
hibritleri olan BC3 ve BC4 hibritleriyle kiillemeye direngli cesit elde etmistir. BCS
bireylerinde direngli genler tespit etmistir.

Riaz vd. (2011) 5 farkli popiilasyon iizerinde kiillemeye dayaniklilikla ilgili
haritalama c¢aligsmasi yapmuslardir. 5 farkli popiilasyondan ilk dordii M. rotundifolia’ya
ait melez bireylerden, kalan son bir popiilasyon ise V. romanetii’ye ait 42 melez bireyden
meydana gelmistir. ilk popiilasyonda 97 melez 137 SSR markér ile taranmistir.
Calismada mildiy6 ve kiilleme ile ilgili oldugu bilinen 7 kromozoma bakilmistir. Gen
haritalama ve QTL analizlerinde farkli kromozomlarda direngli lokuslar belirlenmistir.
Ik popiilasyonda 97 melez 137 SSR markér ¢alisilmistir. 18. kromozom iizerinde
bulunan Run 2.1, Run 2.2 ve Ren 4, hastaliklara direncli bolgeler olarak tespit edilmistir.
Haritalama calismasinda farkli genetik yapiya sahip bireylerde kiillemeye diren¢ geninin
18. Kromozom iizerinde yer aldig1 tespit edilmistir. 12. kromozomda bulunan Runl’in
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18. kromozomda bulunan Run2 lokusunu kontrol eden bolge ile 12. kromozomda bulunan
Run1’in ayn1 olup olmadig: tespit edilememis fakat yapilacak ¢aligmalarla incelenmesi
gerektigi belirtilmistir. Calisma sonucunda mildiy6 ve kiillemenin dayaniklilik saglayan
bolgelerin birbirleriyle baglantili olup olmadiklarint V. romanetii tiirlerine ait bireylerde
arastirilmasi gerektigi onerilmistir.

Moreira vd. (2011) Moscato Bianco x Vitis riparia melezlerinden 174 bireyli
Populasyonda mildiyé enfeksiyonuna direng ile iliskili haritalama calismasinda ve
VRH3082 1-42 x SK77 5/3 melezlemesinden elde edilen 94 bireyli popiilasyon
olusturmuslardir. Calisma sonucunda her iki popiilasyonda farkli baglant1 gruplarinda
mildiy6d dayanimu ile iliskili QTL’ler tespit edilmistir.

Di Gaspero vd. (2012) hastaliklara dayaniklilik 1slahinda ebeveyn olarak
kullanilan dayanikli hatlardaki allellik dagilimlarin1 incelemek amaciyla Rpv3
dayaniklilik lokusu ile ilgili iki adet SSR markérde (UDV305 ve UDV737) calismislardir.
Arastirma sonucunda UDV737°nin 279 bp biiyiikliiglindeki alleli ile UDV305’in 299 bp
biiyiikliikteki allelinin mildiydye dayaniklilikla iligkili QTL boélgesinden tespit edilen
Rpv3 geni ile baglantili oldugunu tespit etmislerdir.

Zyprian vd. (2016), asma alaninda gelistirilen genetik haritalama calismalarinda,
fungal hastaliklara dayaniklilik 1slahi, ¢ekirdeksizlik 6zelligi gibi 1slah agisindan 6nemli
lokuslarin haritalamada lokalizasyonunu miimkiin kildigini bildirmislerdir.

QTL analizleri yapilarak, bu lokuslarin popiilasyon igerisinde dagilim gosteren
fenotipik 6zellikler ile baglantilarinin tespit edilmesiyle incelenen 6zellikler ile siki iligkili
molekiiler markorlerin belirlenmesi saglanmistir (Uzun vd. 2018).

Shidfar vd. (2019) aragtirmasinda hibrit popiilasyonu elde etmek i¢in dayanikl
‘Regent’ ve hassas ‘Bogazkere’ ¢esitlerini kullanilmislardir. Elde edilen F1 bireylerden
olusan popiilasyonu markore dayali seleksiyon yardimiyla kiilleme ve mildiyo
enfeksiyonlarma dayanikli hibritleri tespit etmeyi amaglamislardir. DNA temelli
seleksiyonda Ug gen bolgesine ait alt1 markériin tamami kullanilmistir. Dayanikli Rpv3
ve Ren3 lokusundaki 4 adet SSR markorii UDV15, VMCNG2f12, VMC7F2 ve UDV305
ve 2 adet SCAR markdrii SCORNAT7-760 ve SCORN3-R bu seleksiyonda kullanilmistir.
Aragtirma sonucunda, mildiyé ve kiillemeye hem dayanikli genotip hem de tolere ve
hassas genotipler tespit edilmistir.

Akkurt vd. (2022) mildiy0 hastaligina dayaniklilik amaciyla markor destekli
seleksiyon yontemiyle Alphonse Lavalleé ve Regent melezlenmesiyle elde edilen 881 F1
hibrit bitkilerinde SSR markorii kullanmislardir. Mildiydye dayaniklilik ile iligkili Rpv3
geni ile baglantili GF 18-06 ve GF 18-08 primerlerini kullanmistir. GF 18-06 primeri ile
toplam 881 bitkiden 874 adedi amplifikasyon {iriinii bant tespit etmislerdir. 390 bp allele
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sahip melez bitkiler dayanikli olarak belirlemislerdir. GF18-08 ile toplam 848 melez bitki
incelenmis ve 844 adedi amplifikasyon {iriinii bant tespit etmislerdir. Bu primer ile de 399
bp allele sahip genotipler dayanikli olarak belirlemislerdir. Calisma sonucunda, Rpv3
geni ile baglantili olarak markoére dayali seleksiyonda her iki primerin de basar ile
kullanilabilir oldugu tespit etmisglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu c¢alismada TAGEM/BBAD/U/19/A1/P6/05 nolu proje kapsaminda yer alan
Yalova Incisi ve Kyoho genotipleri ve genotiplerin resiprokal melezlemeyle gelistirilen
poliploidi seviyeleri farkli yapidaki 97 adet F1 popiilasyonu kullanilmistir.

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

Kyoho, Japonya’da gelistirilmis, Ishiharawase (V. vinifera) x Centennial (V.
labrusca) melezi olan tetraploid (4n) bir gesittir. Siyaha yakin, koyu mor taneli, verimli
erkenci (Yang vd. 2017) ve B. cinera’ya dayanikli (Rahman vd. 2019) iiziim
¢esitlerindendir.

Fungal mikroorganizma olarak B05.10 izolati (Wageningen Universitesi ve
Arastirma Merkezi, Hollanda) ile iilkemiz iiziim baglarindan izole edilmis ve viriilensi
yiiksek bir izolat olmak iizere toplam 2 izolat kullanilmistir. Kiiltiir ortami olarak
fungusun ¢ogaltilmasinda PDA (Patates Dekstroz Agar) ortami, MM besiyeri ve petriler
kullanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Haritalama populasyonunun olusturulmasi

Haritalama popiilasyonu TAGEM/BBAD/U/19/A1/P6/05 nolu proje kapsaminda
Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitlisii tarafindan olusturulmustur.  Doku kiiltiirti
ortamindan sonra ¢ikarilan, ploidi diizeyi belirlenen bitkiler, alistirma ortamina alinmais,
daha sonra saksida fidan dénemi boyunca besin elementi takviye edilmis su ile sulanip
beslenilerek, 4-5 gergek yaprakli duruma gelinceye kadar gerekli bakim islemleri
ylriitilmistir.

Haritalama icin, ebeveynler ile Kyoho ve Yalova Incisi genotiplerinin
melezlerinden gelistirilen 97 adet F1 genotipi olmak iizere toplam 99 genotipten olusan
popiilasyon kullanilmistir. Popiilasyon triploid, tetraploid ve diploid bitkilerden
olusmaktadir.
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Hastalik testlemeleri i¢cin B05.10 izolat1 ile tilkemizde iiziim baglarindan izole
edilmis ve viriilensi yiiksek bir izolat olmak {izere toplam 2 izolat kullanilmigtir. Hastalik
testlemeleri proje kapsaminda Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde
yapilmistir. Kopartilmis yaprak testleri, haritalama populasyonunda yer alan ebeveynler
ile melezlemelerinden elde edilen F1 agsamasindaki genotiplerden tesadiifen secilen
benzer yas ve biiyiikliikteki yapraklar (siirgiinlerin 3. ve 4. bogumundan) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapraklar her c¢esidin 3 farkli bitkisinden, her birinden en az 10,
toplamda en az 30 olacak sekilde toplanmustir. Yapraklar ilk 6nce musluk suyunda, daha
sonra steril destile suda yikandi ve daha sonra hizli bir sekilde igerisinde %0,8 su agar
bulunan steril kaplara aktarilmistir (Wan vd. 2015; Rahman vd. 2019).

Daha sonra steril destile su igerisinde 1.5x10° spor yogunlugunda (Wan vd. 2015)
hazirlanan B. cinerea konidi siispansiyonu yapraklar {izerine piskiirtiilmistiir. %90—
100'liik nem saglamak icin kaplar koruyucu film ile kapatilmistir. Kontrol yapraklarina
ise steril destile su piiskiirtiilmiistiir. Tiim uygulamalar inokulasyon isleminden sonra ilk
24 saat boyunca karanlikta, daha sonra ise 22°C'de 12 saat karanlik/12 saat aydinlik bir
fotoperiyotta inkiibe edilmistir (Wan vd. 2015; Rahman vd. 2019).

() (b) (©

Sekil 3.1. (a) B. cinerea izolat1 (b)-(c) B. cinerea izolati enjekte edilmis yapraklar
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Degerlendirmeler, inokulasyondan 4 giin sonra, her yapraktaki lezyonlarin kapladigi
alana (%) gore (Sekil 3.1), 1-7 skalasi kullanilarak yapilmistir (Rahman ve ark., 2019)

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Degerlendirme skalasi

Derece

Aciklama

1 Yaprak ylizeyinin %0,1-5’1 lezyonla kaph

~N o ok

Yaprak yiizeyinin %5,1-15’1 lezyonla kapl

Yaprak ylizeyinin %15,1-30’u lezyonla kapl
Yaprak yiizeyinin %30,1-45’1 lezyonla kapl
Yaprak yiizeyinin %45,1-651 lezyonla kapli
Yaprak ylizeyinin %65,1-851 lezyonla kapl
Yaprak ylizeyinin %85,1-100’i lezyonla kapl

Daha sonra her bir genotipe ait hastalik indeksi (SI) asagidaki (Rahman ve ark., 2019)

formiille (3.1.) belirlenmistir.

=

(n.V)
Z.N

x 100

n: Degisik zarar gruplarina giren yaprak sayist

V: Gruplara ayrilmis olan zarar dereceleri seviyeleri

N: Kontrole tabi tutulan bitki sayisi
Z: Sifir grubu harig grup adedi, ayn1 zamanda en yiiksek skala degerinin grup degeri

3.1)

Direng seviyeleri, SI degerleri temelinde dort sinifa ayrilmistir (Rahman ve ark., 2019)

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Hastalik direnci seviyeleri

Aciklama SI

Cok Dayanikli (HR) 0-1.50
Dayanikli (R) 1,51-3,50
Hassas (S) 3.51-5.50
Cok Hassas (HS) 5.51-7.0
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3.2.2. QTL Haritalama Cahsmalari
3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Ebeveynler ve F1 populasyonu bitkilerinden alinan 0,5 g taze yaprak dokusundan
Doyle ve Doyle (1990) CTAB (hexadecyltrimethyl ammonium bromide) methodu
kullanilarak genomik DNA eldesi saglanmaistir.

DNA izolasyon asamalar:

1. Her 6rnek i¢in 0.2 g taze yaprak 0.6 ml ekstraksiyon ¢6zeltisi [1.4 M of NaCl, 20 mM
of EDTA, 100 mM of Tris-HCL (pH 8), 2% CTAB ve 1.2 pl of beta-mercaptoethanol]

icinde yaprak bilye yardimiyla TissueLyser Il ezilmistir.
2. 1 dk. Vortex yapildiktan sonra derin dondurucuda 20 -C’de 30 dk. bekletilmistir.

3. Buzluktan alinip ¢oziildiikten sonra 1 dk vortex yapilmistir.

4. Elde edilen karisim 60 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi. Her 5 dk’da tiipler alt iist
edildikten sonra 1000 g’de 5 dk santrifiij yapilmistir.

5. Siv1 kistmdan 650 pl alinip, yeni eppendorf tiipe aktarildiktan sonra iizerine esit
hacimde (650 pl) 24: 1 oraninda hazirlanmis olan kloroform: isonoml alkol’den eklenip
tiipler alt tist edilmistir.

6. 15.000g’de 10 dk santrifiij edildikten sonra 500 pl supernatant alinip ve yeni tiipe
aktarilmistir.

7. Uzerine 350 ul isoproponal eklenip (soguk), pipetaj yapilmistir ardindan 15.000°de 10
dk santrifiij edilmistir.

8. Dipteki pelete dikkat edilerek sivi kistm dokiildiikten sonra pelet %70°lik alkol ile
yikanmustir.

9. 15.00°de 5 dk santriflij edildikten sonra sivi kisim dokiillip tiipler kurumaya
birakilmustir.

10. Pelet 50 pul 20 mM Tris HCL (ph:8) soliisyonu ile ¢ozdiiriildiikten sonra -20 °C’de
saklanmustir.

30



MATERYAL VE METOT AYFER DALDAL

() (b) (©)

(d) (e)

Sekil 3.2. (a) Tissue Lyser II (Qiagen) kullanilarak drneklerin ezilmesi; (b) Orneklerin
inkiibe edilmesi; (c) Uzerine esit hacimde (650 pl) 24: 1 oraninda hazirlanmis olan
kloroform: isonoml alkol’den eklenmesi; (d) 500 ul supernatant alinip ve yeni tiipe
aktarilmasi (e) Peletin 50 ul 20 mM Tris HCL (ph:8) soliisyonu ile ¢ozdiiriilmesi

Lamda DNA kontrolii kullanarak ve interkalar boya ile boyayarak %1’lik agaroz
jelde konsantrasyonlari tespit edilerek DNA miktarina ve kalitesine bakilmigtir. DNA
ornekleri yeni nesil dizileme teknolojisiyle de dizileneceginden dolayr DNA saflig1 ve
kalitesi jel elektroforezi kullanilarak belirlendi ve ancak yeterli kalitede olan DNA
ornekleri yeni nesil dizilemeye goénderilmistir. izole edilen DNA’larin tamami -20 °C’de
saklanmistir.
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Sekil 3.3. Baz1 genotiplerden edilen DNA’larin jel {izerinde goriiniimii

3.2.2.2 SSR analizleri

SSR, 1-10 (genellikle 3-6) baz ¢ifti arasinda, kisa diziler halinde genomda rastgele
dagilmis tekrar dizileridir. SSR, son yillarda en fazla kullanilan mikrosatellit markor
teknigi olmustur. Genomda bol olmasi, yiiksek polimorfizm gostermesi, Mendel

kaliimina uygunlugu, kodominantlik ve farkli laboratuvarlarda tekrar iiretilebilir olmasi
gibi 6zellikleri sayesinde bu markor teknigi alismamizda tercih edilmistir. Oncelikle tiim
SSR primerleri ebeveynlerde testlenerek ve polimorfizm gosteren markorler haritalama
populasyonuna uygulanmistir. Calismamizda kullanmis oldugumuz 350 adet SSR

primerinin baz dizilimleri ve referanslart Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. SSR primer kombinasyonlari, baz dizilimleri, referans bilgileri

Pllr(r;ler Forward primer Reverse primer Referans
VVIPE0 | GGGGAATAACTAAATTGAGGAT GTATGAATGCGGATAGTTTGTG | Merdinoglu et al. 2005
WVIBOL | TGACCCTCGACCTTAAAATCTT JOCTGAGTCCAATGATAGTAG | Merdinoglu et l. 2005
VRZAGE3 | GGCGGAGGCGGTAGATGAGAGGGCG | Acag o0 METAAATACA Tsete etal. 1009
VRZAGTY | AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG | JOCCCCCATTTTCAMCTCCET [sete et al. 1999
VWMD7 | AGAGTTGCGGAGAACAGGAT CGAACCTTCACACGCTTGAT | Bowers et al. 1996
VRZAG62 | GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC | SGATCTCTCTCCTCAGCTTCTC | gt et 1. 1909
VMC1B11l |CTTTGAAAATTCCTTCCGGGTT TATTCAAAGCCACCCGTTCTCT \C/Ltri]ssortium Microsatellite
WVIQ52 | TAAAAGGATGGTAGATGACAGA ACAGCAAAGTGTTCAATGCTT | \erginoglu et al. 2005
VVMD25 | TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG | LICOATTTOAAATTTATIGAGE | goyers et al. 1999
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) CAGCCCGTAAATGTATCCATC AERTTCAAAATTCTAATTCAAC | Thomas and Scott 1993
VVIHS4 | CCGCACTTGTGTTGAATTTCAG CAAACCGTTTTTACACCAGCAG | Merdinoglu et al. 2005
VRZAG112 | CGTTTAAAGCCAGCTGAATCTTGGG | fooo CCATACTECTTCACETA | gorc et al. 1000
VVMD24 | GTGGATGATGGAGTAGTCACGC AL TAGCTTCATGTTGETCA | gowers et al. 1999
WVIN73 | TACTTCACCTAACAATACAGCT AATACATAAGGTBAAGATECE | Merdinoglu et al. 2005
VVIP3L | TATCCAAGAGACAAATTCCCAC TTCTCTTGTTTCCTGCAAATGG | Merdinoglu et al. 2005
VRZAG29 | ATAACCAGGACAAGTTATTCAAGCC | ACCCAATTCACCATCTTITATG | sotc et al. 1099
VWMDzs | AACAATTCAATGARRAGAGAGAGAG | TCATCAATTTCGTATCTCTATIT | 5oy oot 10g
VVMD32 | TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG GGAAAGATGGGATGACTCGC | Bowers et al. 1999
VWMDz7 | CTACCAGATCTGAATACATCCGTAA | ACGGGTATAGAGCARACGGTG | bouerscial 1999
VWMD21 | GGTTGTCTATGGAGTTGATGTTGC | 5O CACTAAAAAGEBATICEC | goyers et al. 1999
VRZAG67 | ACCTGGCCCGACTCCTCTTGTATGC |, SCTCCCCCCOATARCCARGET | st et al. 1999
WWIV37 | TTTTCTCCCTACTCTTAACTTC SCTAGACCTTGAAATGAAGTA | Merdinoglu et al. 2005
VMC4F3-1 | AAAGCACTATGGTGGGTGTAAA (ACCAATACATECATCAACE | b Gaspero et al. 2000
VVIV67 | TATAACTTCTCATAGGGTTTCC TTGGAGTCCATCAAATTCATCT | Merdinoglu et al. 2005
VVMD5 | CTAGAGCTACGCCAATCCAA AATACCARAAATCATATICCTA | owers et al. 1096
VVINI6 | ACCTCTATAAGATCCTAACCTG AAGGGAGTGTGACTGATATTTC | Merdinoglu et al. 2005
VMC4F8 | CATTTCATAGGGTTTTCACAGC CTGCCAGTATACTGATTCCTCT | gy
VMC5G7 | CATTTCGCTGGTGACTTTC ACTACCCTCTCTTTCTCGC EZ/(thriSsortium Microsatellite
VWMDz7 | CTACCAGATCTGAATACATCCGTAA. | ACGGGTATAGAGCARACGETG. | 5oyers o, 1999
VVIME3 | AAGCCTTCTACTTGTTTGATGA ATTTGTTCTCAAACAGGCACAT | Merdinoglu et al. 2005
VMC3E5 | GATTTGTCTTTACAAGGCGTTC CCAGGAGACTTGCTTTGTATTT \c/:)trilssortium Microsatellite
VMC2BL1 | GGCACATGAGCGATTACATTTC TGAGCTTTGTGTGCACATTTTC | NCBI
UDV-005 | TGCCTATCTGCCAAAAATGA CCCATTGAATGTGGATGACA | Di Gaspero et al. 2005
VMC7f22 | TCCGACTTTGGGTAATAAGC AACATGACAATAGCGAGAGAS | peilerone et al. 2001
WVIQ57 | TGAACCTCTATCTTCCATGTAG TATGCCCTGTTACTATCTATGA | Merdinoglu et al. 2005
VVIN6L | ATAATAGATGACGCCAAAGCAA ATGAGCTACCTTCAAAATGACA | Merdinoglu et al. 2005
VChrlb | AGATGGGTGGCATTAGCAAG TTATTTCCCTCCCTCGCTGT | Cipriani et al., 2008
VChrsc CCCATCAGTTTGCCTATGAA G CATCTTCTTATIGTCCTCTT | Cipriani et l., 2008
WWIT68 | GTGAATGAACAAAGTGGGAAAG GGGTTGTTTCGTGTATTGTATG | Merdinoglu et al. 2005
UDV-053 | GTTGGTGGCTTTCTTTTTGC GGGAGAAAAAGGCATGGATA | Di Gaspero et al. 2005
VMCOB5 | ATGCCCGAGAAGAGTCGAGAA CTGCCGTTTGGGTAAGATGCT | Greek Vitis Database
VVINAO | GCTGATTTGACTCATGGATATT TTCCTTTGTTTCCTCTGTTTCT | Merdinoglu et al. 2005
UDV-117 | GGGTTTCCATCTCATTTTGTG AAGTGTGGGCTTTGGAAATG | Di Gaspero et al. 2005
WVINI6 | ACCTCTATAAGATCCTAACCTG AAGGGAGTGTGACTGATATTTC | Merdinoglu et al. 2005
VMCNG2g7 | CAACAGAATTCAAATGAAATGGA | CAAACAGCATAAATACACAAG |\ g

GA
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UDV-100 | RARACTAATATCACTAAGATATAGA | 1TTAAGAAAAGCAGGTGATG | Di Gaspero etal. 2005
VVC6 GGTTGAGGACTGACCATTGA CACAATCCAAGAAGCATCCTAT | Decroocq et al. 2003
VRZAG79 | AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG | JOCCCCCATTTTCAMETCCCT | st et ). 1999

VVIN33 | TGCCAAAGCAAGTATCAACATG ATTTTGATCCCACCTAACTCTG | Merdinoglu et al. 2005
VMC4C6 | CTCCATCCCTATCTCATCAG CTCTAACACCCAATCTCACA | Di Gaspero et al. 2000
VMCIE8 | CAGCGAGCTCTTGATTTATTGT GATCATAGCTTCAACGGCTTTT \C/Ltrifsortium Microsatellite
VVIPO5 | CCAACATTCAAGAGAAGCTTCA TTTCATTATCCACAAGTAGGGT | Merdinoglu et al. 2005
WVIB0OL | TGACCCTCGACCTTAAAATCTT (OCTCAGTCCAATGATAGTAG | perdinoglu et al. 2005
YMONCID | 16AGGGGACACTGTGAGTTATC CAGAATCTGGGCTTTATGCTTT | NCBI

\/Chrsb CTTCTCGGTCATGGTCATTG CTCCTTCCACCTCTGGTTCA | Cipriani et al., 2008
VMC3C7 | AATTTGGCTAAGAAAGGA AATATTCAGAAAATTTGTGTC \C/(i)trissortium Microsatellite
UDV-077 | TGGGGAAACAAAGAAACTGC SPAASTGTATGTATGTATGBATG | b Gaspero et al. 2005
VVING2 | AACCTTAACAATTTGCTTCCAC GGAAAACCCTAGTTTTTACAGT | Merdinoglu et al. 2005
VWIV08 | AAATTAACAATGGGCAAAGCTC HROAAAAGRAAGTCCAGETATE | Merdinoglu et al. 2005
VVIQ#4 | CCCTTGTATGATGGATCATTTA TCTGAATATACATGCCATACTC | Merdinoglu et al. 2005
VVIP12 | CTAAAAGCAAAACCCCATGATT TTTAGTCTTAGGTCAAATTGCC | Merdinoglu et al. 2005
VMCID3 | GATTTGAAAGTCGAAAGCCAGG CCAAAGACTGTGAGATCACS | Greek vitis Database
VChr2c CTCAAAGCCCTCCAATTCAA GGGCTCATGTGTCTGGAGTT | Cipriani et al., 2008
VMC7g3 | TTACTAGTGCTGTCCTGCTCCA TGCTTCCTCTCTTTCAACTTTCA | Pellerone et al. 2001
YMCENGZE | rrreTecTTCACTGTTCGTTCS TATGGAGGGAGACCGTTGTTTC | NCBI

VVMD21 | GGTTGTCTATGGAGTTGATGTTGC gCTTCAGTAAAAAGGGATTGC Bowers et al, 1999
TSI TCAARCTATTATTCAAACCAAAGTAC | TCGATTTCAACAARTITAGARA [ ouicne ool 2001
VMC2A3 ATTGAAACTCCGGAAGCTTAGG $TTCGTGTAGAAGCTTCACAGG \Clgrilssortium Microsatellite
WIN74 | TTGGTTGAGGGAAAAAGGAAAG PACAAATATGAGGTTCEETCA | perdinoglu et al. 2005
VChria | TTCATACCTTGCAGGGAGCTA TGATTTCCATTCCCAAATTCA | Cipriani et al., 2008
VMC2C10-1 | CCATGTTTCTATAGTTCTTCGGC GATGTCCATATATTGGGTCCTG \c/:)trilssortium Microsatellite
VV6718 | CCAAATCCACCTTTATCAAGCA SOSSTTGACTACAATIATAACT | Ncal

VChroa GCGACAGCATCACTTCAATC GAATTGCCAAGGACAAGGAG | Cipriani et al., 2008
VVs2 CAGCCCGTAAATGTATCCATC /T*éé‘TTCAAAATTCTAATTCAAC Thomas and Scott 1993
VVIP02 | CATTAAAGTTAAGGCAACCACA JCOACTTGARMGAAAATTGCC | Merdinoglu et al. 2008
VMC4D9-2 | CTCAATGCCAATGGCTTTCTTC GTTCAAATGTCATGGCCCGTAG | NCBI

VMC8G3 | TAGGGCGGAGATTTAACAGTCA ECAACCAAACTCATTAAAGGG Adam-Blondon et al. 2004
VRZAG29 | ATAACCAGGACAAGTTATTCAAGCC | ASCUAATTCACCATCTTITATE [sete et al. 1009
VMCEF10 | TATGAAAGATGAATGGCTGCTC AAGGGTGCTTGAAGGTTTATGT X;trissortium Microsatellite
VMC2F10 | AGATTCTTCTGATGGTGTTGGG ATCAGAGCTCCTCTTTCCTTCC \C/Ltri]ssortium Microsatellite
VChr8a | ACCCACTGCCACTCTCTCAT AAATCTCCGGGATCCTTTTG | Cipriani et al., 2008
VMCOH4 2 | GCAGTTGATGCAAAACAACAGT CACATCATTCATTGATGAGGCT | Greek Vitis Database
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UDV-046 | CGTCATGGCTTCTGCTCAT TOATACCACAGTCTGCTGATTT | b Gaspero et al. 2005
VChri9a | TGGATTCACCATTGTCCTCA SOACCATACCAACAAGAATEA | Gipriani et al., 2008
UMC2B3 | TCTOTOAATTTGCAGAGACGE $GCTCAGACACAAACATGACC giytri]Ssortium Microsatellite
Vchraa CAACTGGGATCCAAGACCTC CAGCTTCACAGGTAACCACA | Cipriani et al., 2008
WIM43 | GGTGTTGTTTTCTTGTGTTTGT AOCATACATECTCAAGAATAT | Merdinoglu et al. 2005
VMCIF10 | CATACAAGGAATTTACCCCCA ACCTCTTGTGCTGTCTAACCA ggfsortium Microsatellite
VChri3c | AGACCCAAGGGCAAGGTACT AACACCGTTAGGCATACTCCA | Cipriani et al., 2008
VChrisb | TAAGCATTCTGGGCTTTTCC TCGTCTATATGCGACCTTGG | Cipriani et al., 2008
VVMD5 | CTAGAGCTACGCCAATCCAA mTACCAAAAATCATATTCCTA Bowers et al. 1996
VVIN54 | CCATAAATCCAACACAACACTT TCTTTATGAAGGTATTGAGCTG | Merdinoglu et al. 2005
VRZAG2L |TCATTCACTCACTGCATTCATCGGC | SSCCCTACTCCAMGTCAGTTC | st et 1. 1990

VVIQ67 | TTGCTTTCAAACTATCTCTGGT ?TATGGGAATCAAGTTCAGAG Merdinoglu et al. 2005
VVIV37 | TTTTCTCCCTACTCTTAACTTC 2GTAGACCTTGAAATGAAGTA Merdinoglu et al. 2005
GT183H07 | TTGCCAGTATAAATCTCATTG TGCGGGTTCTATAAACATAAG | NCBI

YMCNGIE | GTTACGCCATTGCTTGCATTTT TTTCCCCTCTTGTAGGGCAGTT | Vit . Microsatellte
VVIS70 CAAGCAAGGGAAATCAAGAATC AGCTCAGCATTGAATTCTTTCT | Merdinoglu et al. 2005
VVIQ6L | TGTAACTGCTAATCTTTCTGGG iGAACAATGCTGGATAAGATG Merdinoglu et al. 2005
VMC7BL | CACGCAATCTCTCATTTCACAAA ZGGTTTAGGTGACCCAACCTTT Pellerone et al. 2001
VMC4D4 | GTCTTGTAATGGAACCAACTGC AGATTGACCTGGACCTGAAACT | Di Gaspero et al. 2000
VV/5799 CAGCGCCCTAACAGCAAAT TGTTGGCCTATTGCCCTATC NCBI

VVMD21 | GGTTGTCTATGGAGTTGATGTTGC gCTTCAGTAAAAAGGGATTGC Bowers et al. 1999
VVIP33 AAACAATGCTGTTAACCTGGAT AGGGGGTGTTTAGTAATTTCAA | Merdinoglu et al. 2005
VChriea | TTCATGTGTGACACCCCTTT AATGTCCATGCTTCAAAATACC | Cipriani et al., 2008
VMC4B7-2 | ATATTATTGGGAGACTTGAGAA ATAGATAAGCCTGCACTACACT E:/;trissortium Microsatellite
UMCZHE | AACCCOTTAGAAGCAAAAGAAA géﬁATCATGTATAAGATGAAG \c/:)trilssortium Microsatellite
VChri8c | TGAAGCCCATTACAACCAAA TGCAAATTAAAGCCAAGTGTG | Cipriani et al., 2008
VMCSE9 | ATCCAGAGCCATAACAGATTCA TCACAGCTTTCTCATTACCCTT \C/Ltrissortium Microsatellite
WVIN75 | TGTTAAGTGAGATGCAAGAGAA AOACAGACACAGTAAATATTG | Merdinoglu et al. 2005
VChr7a TCCGTGTCACAAAGAACATGA ATTAGGGCACTGCCTCTTCC | Cipriani et al., 2008
VVIV04 | TTTCTCCGAGAGCACAAAAAAC CGGATTTTCTCCCTCTTCATTT | Merdinoglu et al. 2005
VChrgb TGTGTGATGTTTTGTCGATGG ﬁégCCAAGTTCTAATTTACAT Cipriani et al., 2008
VMC3G7 ATTGAGATCTAGTCGAGAGGAGCA _?AAGGCAAATACCTCGACCAG I:/Ltrissortium Microsatellite
VMCLB1L | CTTTGAAAATTCCTTCCGGGTT TATTCAAAGCCACCCGTTCTCT | Microsatellite
VMC2H10 | TTCACTTTCCTCAGTTTCTCGG TGCCACCTACACTGTGAGATTC \C/Ltri]ssortium Microsatellite
VMC2H4 | ACCAGGTGTGCCTATAAGAATC TCTCTGGAACATCCAATCAAC \C/;i]ssortium Microsatellite
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UMCIB10 | TAATTCAGCT TCAAGGGCACAG %GATGTGATTTCACCACACTC \clgrifsortium Microsatellite
UDV-093 | CCATGCATTGTTTTCTTTTTCTT TCCATTGAAAGGCTTTTTGG | Di Gaspero et al. 2005
VRZAGE3 | GGCGGAGGCGGTAGATGAGAGGGCG | Acag  CCOCTACTAMIACA | setc etal. 1999
VMC5G1-1 | GAACTAAATGAAGCTGGAAAAGA | AAATTGCTTTGAATGAACACTG ggfsortium Microsatellite
VVIS58 GATTTTCAATTTTGGTCTGGGC ATCATTCTACTACTTCTTCCGG | Merdinoglu et al. 2005
VVIM&2A | AATGGTGGTAAAGTCTTTGCTG TCTTCCAATAATACCAGCACTG | Merdinoglu et al. 2005
UDV-022 | CCCTAGTCCAAAGAGATCATGT COCASATITCATAGATACATAC | bi Gaspero et al. 2005
VChr3a CAATCATATGAGCAAGGCATGT GCTTCCTGAAATTTGTGTCCA | Cipriani et al., 2008
VMC8BLL | TTATTTGGTAATTATTGGAGTGA A JCATAACAAAAGCARARATAG | NeBl
UMC16D4 | TAGAATACACAGGCCATATACAA igTTAGGATGCATATAGAAGA \c/:;riussortium Microsatellite
VVMD7 | AGAGTTGCGGAGAACAGGAT CGAACCTTCACACGCTTGAT | Bowers et al. 1996
VVIN70 | AATACCATAGAGGAGAAAGCAA TTCTCTTCCTAGCCATTTTTCT | Merdinoglu et al. 2005
VMC8B5 | AMAGGAGACATCTGCATCAT GCCTTGATCTTCCTTCTAAT Adam-Blondon et al. 2004
VChri8b | ATACGCAAATGATCACAGCA CATTTTCTCCATGGCCTCAT Cipriani et al., 2008
VVIQ66 | CTTGCAGTGCTTTCAACAATGA ACCAATATGATGACTTTAGCCA | Merdinoglu et al. 2005
UDV-040 | GTATGGGTGGGTGGGTGTGT GGTAACTGGTGTGGGAATCAA | Di Gaspero et al. 2005
WIHOL | GGGCTTTGCTGCGATATTTATT ROACAGAATACGCAACTTTEC | Merdinoglu et al. 2005
WVIV67 | TATAACTTCTCATAGGGTTTCC TTGGAGTCCATCAAATTCATCT | Merdinoglu et al. 2005
VVIMO3 | CAACGTTTATTGTAAGAGCCTC GCTTAGCTTGCTAGAAACTTGA | Merdinoglu et al. 2005
VMC8F4.2 | GCGTAAAGCATATTCAAGCATT ?AAGTTAGCGCAGATGAAAGA Adam-Blondon et al. 2004
VChri8a | TTCCCACCCGGTAAATATGA CATCCAAACATCACGCTGAG | Cipriani et al., 2008
VMCOF2 | AMACATGATCTGATGCAGGTGA CAACCTGTTGATGAAAGGGAA | Greek vitis Database
VChrsa ACTTGGCGAGTATTTGTTCTAAA CCGCTTTGTGAAGGTATCCA | Cipriani et al., 2008
VWVIN3L | GTTGAATAGTGTCCATGTTGTG GGATAGAATCACATTTGTAGCG | Merdinoglu et al. 2005
VVIB66 CCACTAGTGGTCAGAAAAGAAG TTGTATTGTGTGCCTCTTCTCA | Merdinoglu et al. 2005
VMCIEL2 GTGTGACCTTATGCAACACCAA ig‘_II:ACCACATGCAGACAGGTT ggrﬁortium Microsatellite
UDV-062 | CTTGGTAAGGCCAAACATGC CCCAAAGGTTGTGACCTGAT | Di Gaspero et al. 2005
VVMD32 | TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG GGAAAGATGGGATGACTCGC | Bowers et al. 1999
VMCIG7 GGGTCCACATAGGTAGGAGATT AGCCCATAAAGGCCTTAAAAA | Vitis ) Microsatellite

[ Consortium

VVIB22 CCCTCCAATCTACATCCATGAA CAGTGTGTTTCTTGATGGTCCA | Merdinoglu et al. 2005
VMC2E1l | CTCAGGAAGGCCAAGCAAATAA TTTCGGCATTGATATTCAACCA \C/;i]ssortium Microsatellite
VMC2D9 | TGAATTCCGAATTGGGTCT TCAACCCTCGTCTTTAGTC sy erosatelite
VUMD25 | TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG | LICOATTTOARATITATIGAGS | goyers et al. 1099
UDV-100 | TTAATGGTTTGGGGACCTTG CCCCCAAAATAGAGGCTAACTT | Di Gaspero et al. 2005
VMC3D12 | TGTCACTGTGGACATAGGGAG ATCACCAAAGGGAAGCAAAAG \C/;i]ssortium Microsatellite
UDV-020 | TGTTGGTGTGTGTTTGTACGTG TGTTGGCCTGATGTTGAGAG | Di Gaspero et al. 2005
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WIP22 | TTATCTGCTTAGGGAAAACGTA AACACACCTTGAGAAAATAGE | Merdinoglu et al. 2005
VVIMO3 | ACTTTGCACTTCCCCTTAAAAA ATGGATATGCTGATAGTGATGT | Merdinoglu et al. 2005
VVIPG0 | GGGGAATAACTAAATTGAGGAT GTATGAATGCGGATAGTTTGTG | Merdinoglu et al. 2005
WIP7T7 | GGGTACGAATTCTCATGTTATC CCATCTTCAATGAATCAATCCC | Merdinoglu et al. 2005
VChr7c CACTTCTCTGCCACCCATTT GGTTGGAAATTCTAGGGCATT | Cipriani et al., 2008
VMC5H2 | ACTCATTCCAACACGGAAAGG CATTGCACCACTGCTTTTAGAC | gl

VMC3E12 | ATCAAAGGCCTAGGATTTCACC TGTGGCAAGCATTTGTCTATTC ggfsortium Microsatellite
VVIB19 | TGGATGTTCCTAAACCTTAAGT GCATAAGGGCATTTTGGTAAAT | Merdinoglu et al. 2005
WIMIL | AAAAGCCCATTAAGTGCCAATG CCTATGAACTTATTGGGCTCTT | Merdinoglu et al. 2005
WVIN52 | TTTTTGTCGACAACCAAGAAGG CCATACACCTCACTAAATTCAG | Merdinoglu et al. 2005
B003 AAGCCCTAGAACCAGACAAC CTCCGCCAGATAGTGCAAAG | NCBI

VVIV33 | AMAGAAAACGAGTTTGGAAGGC TGGGTGTTCTTGCTACTATAAT | Merdinoglu et al. 2005
WWIOBL | TTTGGACAAAGAGAGGAAATGG SCCATCTAAACCAGAAACTAT | Merdinoglu et al. 2005
WIP72 | ACTTTGAAGGGATCACATGAAT GCATACGGCCTTAATATATGTT | Merdinoglu et al. 2005
VVINS6 | GCCAAGTAGCCAAATTATAGAA TTTATGCTCCGTGGTTTGAAAT | Merdinaglu et al. 2005
VMC7h2 | AAGGGGAAAGGTAGGGTGAGAG STCCAATCAGGACCGATGAGA | pellerone et al. 2001
VMCIC10 | CACAGCTGTTCCAAGTCCCA ACAAGCCTTCCGCCACTCTC \éi)trissortium Microsatellite
VChriéb | ATAAGGCGCTGACTTTGTGA CCAGGAGATCAACCACCATT | Cipriani et al., 2008
WVIN73 | TACTTCACCTAACAATACAGCT PATACATAAGGTGAAGATGECC | Merdinoglu et al. 2008
WIV22 | AATGAGCTCTTCCAGAATACTA ACAAAAAAAGACAAGAGEEET | Merdinoglu et al. 2008
VMC1A5 | GGCTACAACAACTCTATTACCT AATATTCTCATTTTTTCCCTC \c/:)trilssortium Microsatellite
VWMDzs | AACAATICAATGAARAGAGAGAGAG | TCATCAATTTCGTATCTCTATT | 6o\ i 1999
VMCIAL2 | ATGTAATTACCGGTCATGAGTT TTCTTGTTTTGCCTATCTATCC \C/Ltrissortium Microsatellite
YMENGIE | CAAAAGTTTAAACAAGGGAGCG TGAGTGAACTTTTGAGACAGCA | NCBI

VMC2A10 | GAAGACCCATGAAGTTGACCTG AAGAATTCACCGGCCAACTATC \c/:)trilssortium Microsatellite
UDV-124 | GCATCTTCTTCTTCCCAACC AGTGCATTTGTCAAAGTCGTG | Di Gaspero et al. 2005
VMCBE6 | AAGGGGTTCATTTGATTGAGAG GRTCATCCATCCTTACAGCTTA | Adam-Blondon et al. 2004
VMC2H12 | ATGCAACGAATTTTCAGAAGGG gAAGTGCTGAACCTTTTTTGGA E:/grzssortium Microsatellite
WVIB72 | TCAACTTAATTTCCTGATCCGA CCAATTGATGGAGTATACTCAT | Merdinoglu et al. 2005
VRZAG62 | GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC | SGATCTCTCTCCTCAGCTTCTC | gt et 1. 1909

UDV-059 | GAAGCATTTCAGTTGGTGTAGC CCCATCAAGCATTTTGTGC Di Gaspero et al. 2005
MCICILL | GATOOATCCAACTCOANAAAGA CARAGCGTTTAGCCAARACTC ggri]ssortium Microsatellite
VRZAGI5 | GGATTTTGGCTGTAGTTTTGTGAAG | ns C/ACCTECCCTOTATIAC | sotc et al. 1900

VWVIB0L | TGACCCTCGACCTTAAAATCTT JCCTCAGTCCAATGATAGTAG | perdinoglu et al. 2008
VMCBC2 | AAGGAATTTGGATACTGAAGGT JOAAGACATCTACGTAGETGA | adam-Blondon et al. 2004
UDV-063 | CAAACTGCCCTTCCTTTTTG TTGCATATGCCACAAGTGATT | Di Gaspero et al. 2005
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VMC2A12 | CTGAAGAGGAAGAAAAATGAAG TTGGAACTATTTGATCAGAACA \c/i)trifsortium Microsatellite
VMC6G1 | TGCATAGTGCTGTAGGCCATTG TCTGTCATTGCTGTCCCTTTCA ggfsortium Microsatellite
VMC8GY | AACATTATCAACAACATGGTTTTA | ATATTCATCCTTCCCATCACTA \C/Ltrifsortium Microsatellite
VVIB54 GTCAAACATACATGCACCAACA éCCAATGAAACCTAAAAGAGG Merdinoglu et al. 2005
VVIO02 CTAATTATCAAAATCCTGGGCC GACTAGGATCTTGACATGACAT | Merdinoglu et al. 2005
VMC6g10 | CATCATTCATCCAAATTATGTAG TTTAGTAGGTTAGGGATACCAG | gy

VVIQ52 | TAAAAGGATGGTAGATGACAGA QCAGGAAAGTGTTCAATGGTT Merdinoglu et al. 2005
VVIMOL | GAAGAATTTTAGGAGTTGGTCA f\AAGAGAAGCAAGAAGTGATA Merdinoglu et al. 2005
UDV-095 | TTTCGATTTCGATTTCGATTTA P NCCACTARAATACCEAAA 1 b Gaspero et al. 2005
VVIN94 | CTGATCTCAGTGCATATGTTGA TCTTTAGTAGTGCTTCAACTCG | Merdinoglu et al. 2005
VMC5G8 | CATGCACATCTTGTTTCACTCT CATCATTGCTTCCAAAAGTCTC ggrifsortium Microsatellite
VChri7a | AGGAAGAGGATTGATCACCA GTGCCAACCCTTGCACTATT | Cipriani et al., 2008
o gACCAGATCTGAATACATCCGTAA ?CGGGTATAGAGCAAACGGTG Bowers et al. 1999
UDV-090 | TCAATGAGGATTGCATGGAC GTCCAACACCAAATCCAGGT | Di Gaspero et al. 2005
UDV-085 | CTCCCCAGTAACCATGGAAG CACTGGATGAGATGGCAGAA | Di Gaspero et al. 2005
UDV-038 | CCCAAGATGAAAACCAAGAGA SANATAAGGCCTTGTACCACTT | b Gaspero et al. 2005
VMC4G6 | CCTTGAAGAGATGAGTTTGCTA TATTTAACTTTGTGCCTCTGCT | Di Gaspero et al. 2000
VMC8D11 | TGTTGAAGCTAGCATTGTCTCC ATTCGTCTTTATGCCCATTGTT EI/(thriSsortium Microsatellite
VMC2B11 | AAGAAGGTGACACCAGCGGA CCCCTCACCCTGTTACCAAA \C’Ltrifsortium Microsatellite
VMC7h3 | TCAGATATTGAAGAACACCACA ACTAGAAAATGCACAATCTCCC | Pellerone et al. 2001
VWVIN78 | TAAAGGACCCATCTCAATGTTT ACTGAGTATGGTGAGTATTGAT | Merdinoglu et al. 2005
VVIP10 GAAACTGGGCTGTTATTGTTGA TGCCTTGACATTGTTTTCATCC | Merdinoglu et al. 2005
UDV-050 | TAATGGCCCCTTACAACACC AGCTTCACTGCCAAAGGATG | Di Gaspero et al. 2005
VVMD24 | GTGGATGATGGAGTAGTCACGC CALTTTAGGTTCATCTTCETOA | Bowers et al. 1999
UDV-032 | CATGCGTATGTGTTAGAGAGCA CATGGCATGTGCTTTGTTAT Di Gaspero et al. 2005
VVIF52 AGGGAATTGAAGAGAAACTGTT LCTGCCAAGCAAATGAAAGAA Merdinoglu et al. 2005
;/.l;/ICNGZH CCAAGTCCACGTTTTTGTTT _(I%ACTACACTTCACCTCAATTA NCBI

UDV-026 | GGCTTGTTGGATGGGTTTT GATGTGTGAGTGCATGTTTGC | Di Gaspero et al. 2005
VUMD25 | TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG | LICOATTTOARATITATIGAGS | goyers et al. 1099
UDV-058 | GGGCTCTGTTGTGCACTGTA TCATCCTCATTCTGCTGGTG Di Gaspero et al. 2005
UDV-116 | CACCACTTCTTCAAGTCCCACT AAGATTTCATGCACCCTAATGA | Di Gaspero et al. 2005
VMC2H9 | AAGCAAAGCAGACCACAACG CCCAGCTCCTTAGCTCCTCA X;trissortium Microsatellite
VMC7A4 | TAAGGTGGATTAGTTTTGGGTC AAACTCCAAAGCATCTGATTCT | Pellerone et al. 2001
UDV-075 | TCACCTGTAGACCCAACAACC GCCTCAGACCAAAGGAATGA | Di Gaspero et al. 2005
VChri2a | GCTTTAAATGTTAGATTAGGGCACTC | TCCATGTTGTTTGCTCTTTCC | Cipriani et al., 2008
VMC4F3-1 | AAAGCACTATGGTGGGTGTAAA I\AACCAATACATGCATCAAGG Di Gaspero et al. 2000
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1

VVC34 AGGATGAAATGACATGGATG ACCCATGTTGATGAGTTCAC | Decroocq et al. 2003
A105 CAAAAACCCAAAGAACAAAA CCAGGCAAGGTCATTCTCAC | NCBI
VMC6d12 | CTCTCTTTTCCGAAATTGGGGT ATTTTCCCTGGAAACAAAGTGG | Arroyo and Zapater 2004
VMC5CL | TTCCCTTATGGGTTAGGTTTC AGATCTTCCACCCAATGACTT | NCBI
VChrilb | TGAGTTGAGCTATTGGCTTTGA AGCAACTCTGTCCATCCATGT | Cipriani et al., 2008
VMC8G6 | TCAGTAATCACGAGCTTCCCG TGGAGTGGGGATATGGAAATG | NCBI
TT251F02 | TCCCTTTTTTATCTCTATCT ATGGGTATTTATGGACACAA | NCBI
WVIV67 | TATAACTTCTCATAGGGTTTCC TTGGAGTCCATCAAATTCATCT | Merdinoglu et al. 2005
FAML40 | AAGGGAAGAGAGGTATCGG CCATAAACGAGAAGAAACAAA | Huang et al., 2011
FAML10 | GGCTATTGATTCAGCTCCTA TACAAGCCGTTCTATCCATT | Huang etal., 2011
FAMS | ATCATCTTCTGCCTCGAATA TGGTGAAGGTTAGTGTGATCT | Huang etal., 2011
VVIQ52 | TAAAAGGATGGTAGATGACAGA ACACGAAAGTETTCAATECTT | Merdinoglu et al. 2005
FAM63 | AAATGCACTCGTCTCTTCAT CGCTTGACCTTACATACTCC | Huang etal., 2011
VMCI1G3-2 | GATAGTTACCATACTTAGTCGGA ACTTAGCTTCAGAAGAAAATA | Vitis ) Microsatellite
GA Consortium
VChri5a | CAATCCCAACAGTTCCATGA CGTTTTCTCCTTCGGACAAG | Cipriani et al., 2008
UDV-104 | AATTTCCTAGTGCAAACCACA AAGCGCCATTGTTCCTAAAA | Di Gaspero et al. 2005
FAM141 | GAACCATAGACAAGACAAACAA AAGAGAGAAGCAACGAAGAAC | Huang et al., 2011
FAMI1 | ATTATCGCAACCAAGATGTC ATCAGCCTCTGTAACTGGAA | Huang etal., 2011
FAM12 GAGAGAAGAGTGGTGGTGAA CTCCGTGTAGCACCTTAAAT | Huang etal., 2011
FAM45 | ATATAAGCCAAAGGTTCACA CAAAGGATGGAAAGCATAAG | Huang etal., 2011
VRZAGL12 | CGTTTAAAGCCAGCTGAATCTTGGG | foos COATACTECTTCACETA | setc eral. 1990
FAMI18 | AGAGAGCAAAGGAACATGAA ACAAACCCTAACCCTAGCTC | Huang etal., 2011
FAME8 | AAMACCCTACCGAAGTCTCTC CTTCTTCTTCGCCTCTGTTA Huang et al., 2011
WWIQ25 | ATATTAACGAACAAAGGCACCA GCAAAATATCCTGATATCGGAT | Merdinoglu et al. 2005
FAM122 | AGAGGAAGAAGCACAAATCTC AAAGAGTGGAGGAATCGG Huang et al., 2011
FAML16 | CTTCTATTTCTGGCACCCTT CTTCTGTGGAGGAAGAGTTG | Huang etal., 2011
FAM70 | TGGCAATAGAAGAGGAGTGT AACAACACTTCCAGTATGGG | Huang etal., 2011
VChri7h | CCAAAGCCGACAACTTCTTC CCGCCATAAACCCTAAACCT | Cipriani et al., 2008
WWIP3L | TATCCAAGAGACAAATTCCCAC TTCTCTTGTTTCCTGCAAATGG | Merdinoglu et al. 2005
VChrigb | TTTGTTAGGTGTTGTTACCCGTTA | ATCTTCTGGCCATGTGGTTC | Cipriani et al., 2008
FAM24 | TCCATCTTCTTCTCGTGTTT TTTGAAGAAACAGGGACTTG | Huang etal., 2011
VVIU20 | ACAACCTTAATGCTTCTACCAA TCACCATGGAGATTTTCTGTAG | Merdinoglu et al. 2005
VRZAGBY | CCGCATCTTACCCATTAACAGTTTC | SGACAACCTOCTTACTECOCTE | gt et ). 1900
FAMA42 AAATTGATTTCATCAGTGCC CTATCATTGTCGCTTTCCTC | Huang etal., 2011
WVIQ52 | TAAAAGGATGGTAGATGACAGA ACAGCAAAGTGTTCAATGETT | \erginoglu et al. 2005
VVMD8 | TAACAAACAAGAAGAGGAAT AGCACATCCACAACATAATG | Bowers et al. 1996
FAM135 | AGGGTTGTGTCTCTTCTCAA GATACTTCATCTGTTGCTTCTG | Huang etal., 2011
P3_WAGLL | ~recerTTCceTeTeceTeT AAACGCGTATCCCAATGAAG | Mejia et al., 2011
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UDV-023 | ARTTTCCOAAAACAAACTATACATA | GAATCCGCACTTGAAGCATT | Di Gaspero etal. 2005
UDV-110 | TCTTGGTGATGACTTATTTGCATT | AGCACTCCGGGCTTTTAACT | Di Gaspero et al. 2005
VVIC50 | TTGTTAGCCACAATTCAAGAGG LOTTATGGACAAGATGAAAGS | Merdinaglu et al. 2005
WWIV37 | TTTTCTCCCTACTCTTAACTTC CGTAGACCTTGAAATGAAGTA | Merdinoglu et al. 2005
FAM92 | TTGTACTTTGGTGCACCTTT ACCTTTGATAACCATTGGG Huang et al., 2011
VChrla-2 | TTCATACCTTGCAGGGAGCTA TGGATGAACCAAACACACCT | Redesigned
FAM140-2 | AAGGGAAGAGAGGTATCGG AGGCCAAAACACAACCAAAC | Redesigned

VVMD25 | TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG | LTCCATTTOAAATTTATIGAGE | goyers er . 1009
TT251F02-2 | CGATCTCTCCCTCTCCCTCT ATGGGTATTTATGGACACAA | Redesigned
VChri5a-2 | CAATCCCAACAGTTCCATGA GCTCGACAATGGGTATGTGTT | Redesigned

WVIV6? | TATAACTTCTCATAGGGTTTCC TTGGAGTCCATCAAATTCATCT | Merdinoglu et al. 2005
VMC8G32 | TAGGGCGGAGATTTAACAGTCA TCGATGATCATTGTGCCATT | Redesigned

UDV-009 | CTCTCTAGTAATCCATAACAATGGTG | GGGTTTAATCCTCCATTTTCC | Di Gaspero et al. 2005
VChriga-2 | TTCCCACCCGGTAAATATGA GCTTCTGCATGGAGAGTTCA | Redesigned
UDV-062-2 | CTTGGTAAGGCCAAACATGC GGCTAAACCCTCCTTTTGGA | Redesigned
VRZAG29 | ATAACCAGGACAAGTTATTCAAGCC Q‘%CAATTGACCATCTTTTATG Sefc et al. 1999
VMC2D9-2 | TGAATTCCGAATTGGGTCT CCAGCCTTTTCTGAAATGAA | Redesigned
VChri7b-2 | CCAAAGCCGACAACTTCTTC CAACTTGCTGTGGCACGTAT | Redesigned
VChri%a-2 | TGGATTCACCATTGTCCTCA GTGGTAATGGCCCTCGAGTA | Redesigned
VVIMO03-2 | ACTTTGCACTTCCCCTTAAAAA AACTTGGTGGATGGTGCAAT | Redesigned
;’MClﬁD"" CCATGGAAAGTTTGGAAATGA TACGACTGGCACAAAGCAAC | Redesigned

WVIP72-2 | ACTTTGAAGGGATCACATGAAT ATGTTGGGTTGAGCTCCAGT | Redesigned
VRZAG62 | GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC | SSATCTCTCTCCTEAGCTTCTC | gt et a1, 1900
VVISS8-2 | GATTTTCAATTTTGGTCTGGGC CTTCCGGGTAGTGTGACAGG | Redesigned

WS3-2 | TGCCCTATCAATTAGTTCACCTA TSTACGATGAATTAGCATTACCA | Redesigned
WVINT5-2 | TGTTAAGTGAGATGCAAGAGAA TTGCAATGCAGTATGGTGCT | Redesigned

VChi8a-2 | ACCCACTGCCACTCTCTCAT CACATGACTTTTTCTTTCTTCS | Redesigned

WVIH54 | CCGCACTTGTGTTGAATTTCAG CAAACCGTTTTTACACCAGCAG | Merdinoglu et al. 2005
FAM70-2 | GAAACACAACCCACAATCACA AACAACACTTCCAGTATGGG | Redesigned
VVIQ25-2 | ATATTAACGAACAAAGGCACCA CACCTTGGGGGAAATTGAA | Redesigned
VVIB22-2 | CCCTCCAATCTACATCCATGAA GGACCATGGAACGACTGTTT | Redesigned

WIV37 | TTTTCTCCCTACTCTTAACTTC COTAGACCTTGAAATGAAGTA | Merdinoglu et al. 2005
VMC4H2 | TTTTGTAAATAACTCTTCAAA ATATTCCAACAACATCCT NCBI

WVIS70-2 | CAAGCAAGGGAAATCAAGAATC GGTCCCAGACTGTGAAGCTC | Redesigned

WIM25 | CTGACTGACCCTGACCTTTA GTTTTCTCTCACTTTCACACG | Merdinoglu et al. 2005
ik AChI3- | G GAGCCATTAGAAAGAATCG TACTGAAGTTGATGCCTTTGTC gjg‘l’l“c gtiof]t) al - (current
gbAChr?" AGTTCCTCCAACCCTTGTTTA GCCTTCTCTGCTCTCTTTTG gjg‘l’l“c gtiof]t) al - (current
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Zarouri et al (current

RTAChr4-9a | CAACTAATGTCTCATCCGCA CTTTACCTCCTTGTCTCTCCAT | R

RTACHII3- | o GCATACTACAGACTATCCTTCA ATCACCCAAAACTCCCAT Zarouri et al (current
20a publication)

RTACHMS- | 6 CTTGCCGAGAGTTTTGE GGATGGCGGATGCTTACA Zarouri et al (current
4a publication)

WIV67 | TATAACTTCTCATAGGGTTTCC TTGGAGTCCATCAAATTCATCT | Merdinoglu et al. 2005
VVIP0S | CTACACAGCCCAAGCACATA AACAACAACTGCCAAGTAAGE | Merdinoglu et al. 2005
RTAChr19- TAGTGCTACTCCACATGCACC GGTATCAAAAGAAGACCGTGT Zaro_url_ et al (current
11b G publication)

?LACM' TAACCTAAAACTTCCCTCTCCA ACCCGATCCAATATGTCAAG ijg?l“cgtloit) al - (current
RTAChr3- GTGCAACCACCCAGTTTT CCATTCTCTATATTACACACCT Zaro_url_ et al (current
15a ACG publication)

FAM65 CCCTATCCAGCAGACACTAC TTCATCTGGCTATACATCCC | Huang etal., 2011
WVIQ52 | TAAAAGGATGGTAGATGACAGA QCAGG‘ MAGTGTTCAATGGTT |\ 1o dinaglu et al. 2005
FAM622 | ACTTGGACTTCCAGAAGATG GTCAGCAATGTTGTCATTTG | Redesigned

RTAChI15- ACCATCAAATTATAGGGACAC | Zarouri et al (current
3b GAGTTACAATGGGTAAGAGGGA A 2 beation)

RTAChr16- GGAGAGGAAATCTCTGTCATG | Zarouri et al (current
M GATAACTTGGGATGGAAATGGA e 2 bleation)

RTACHIIT- | - AAACTACAGGAACCGCAG TTGAAGCCCTATTCTTATCTCC | Zarouri et al - (current
15a publication)

RTACNI2- | 1 TCTGTTCCCTACATCCTTTG TTGTTTTGCCTTGTCCTTTG Zarouri et al - (current
1la publication)

UDV-021-2 | CGGTTGTCCAACAAGCAC TGCGAGCACAAGAAACTAGC | Redesigned

VRZAG67 | ACCTGGCCCGACTCCTCTTGTATGC ZggTGCCGGCGATAACCAAGCT Sefc et al. 1999
RTACNIS- | A AAAGTGTAAAAGGGGTATGC CAGACAGCATGGAATGGAC | Zarouri et al - (current
13b publication)

n ACHIIS- | TG AGAGCTTTGTGGATTCTAGG GAAACAGTCGTTGGTCAATGTA ijg?lucgtmﬁ; al - (current
;{aTAChrlE" TTTAGGTGGGGAAGAATAGAGA GTCCTGTCATTTTGTGTTATGC ﬁjg?i‘gtioﬁt) al - (current
VMCIE11-2 | GGGGTCCAATGTGGACTTTATC TCTGAAGTACTCACTCCECTAT | Redesigned

RTACNIIS- | o 1CCTCTCATATCCAACAACTTATG | TGGGTGGAGTTTGTAATTGAAC | Zarour et al - (current
16b publication)

WVIV36 | GGTAATCCTTTAGGGTAGCTTG TCAATTTCAACAGCAAGAGC | Merdinoglu et al. 2005
?3Ta ACHI9- | AGTTACAAGGAAGAAAACACCC GGACTAATATGGCCGTCAAC ijg?lucgtmﬁ; al - (current
VRZAG67 | ACCTGGCCCGACTCCTCTTGTATGC Z%TGCCGGCGATAACCAAGCT Sefc et al. 1999
RTAChr13- TCTGTTGTCCAAATGCCTC TGCAAAGAGTGTGGAGATAAA Zarouri et al (current
16a C publication)

RTACHLT | o ACAACCTCTOATACACOATA GCCATCAACGAGGACTACTAA | Zarouri et al (current
15b C publication)

UDV-134-2 | CTAAGAARGAATTGTTTGAGTGARA | AACCAACTTAAGGAGGAGTET | pesineq

D27 gACCAGATCTGAATACATCCGTAA ACGGGTATAGAGCARACGETS | goers ot ol 1999
RTAChI7-9 | CCCATTCCTTAGATGACTCTGT ATACCAATACCGTCCCTTTTC ﬁﬁﬁﬁ’ﬂgt.oﬁg al - (current
FAM104 | TGGATCCTATTCTCTCCTCA AAATATTTCCTAATACCCGACT | Huang et al., 2011
RTACHLL- | o o TTGTAGGTCTTTCCTTGC GCCATCTGTTTCAGGTCAA Zarouri et al (current
11b publication)

RTACHIIS- | A AACATCAACTACCCACTGCTT AATCACTCTTTTGGCACCTC Zarouri et al (current
23b publication)

UDV-021 | TTGGATGTCCAACACACACA TGCGAGCACAAGAAACTAGC | Di Gaspero et al. 2005
UDV-128 | TGCTTCAGAAATGAAGTTCGTC TGGATGTTCCTATGTGATGGA | Di Gaspero et al. 2005
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FAMG2 CTAATCTCCAGCGAAACAAC GTCAGCAATGTTGTCATTTG | Huang etal., 2011
VMCIE1L | GGGGTCCAATGTGGACTTTATC CCATGAACAACAAACATEECT | neal

UDv-13s | CTAAGAAAGAATIGTTTGAGTGARA | GGCCTAGCCAACTITTTARACT | b Gocrer oral 2005
VVS3 TGCCCTATCAATTAGTTCACCTA TCOACTTTGATATATTGATCAT | Thomas and Scott 1993
VChi2b | CCTCCTGCGAACAAGTCTGT GTTGCTGGATTTGTGGAAGG | Cipriani et al., 2008
VChr2a | GGTCCGCTTTTGAGAAGAAA CATGTGAACGCGCTAAACAC | Cipriani et al., 2008
VChiéa | AATGTTGAGCTTTGGGCTTG CCAATTCTTCCATACCTCAAAA | Cipriani et al., 2008
VChrigd | TAGGTACGGTCCCAATGACC TCGATCGATCATCTTCATCTCT | Cipriani et al., 2008
VChri7c | CCATGTTCCATCCCACTTCT COTACGTACAAAATCTTGECAT | Gipriani et al., 2008
VChri0b | CCATGTCCAACCGAAACAAC CAGAAATCTCGTGTCGCTCA | Cipriani et al., 2008
VChrila | GGGATAAGGTGAAAGCCTCA ATGCTTGGTATCTGGCAACC | Cipriani et al., 2008
VChrlda | AACCTGGGATGCTGAGAATG TGCATGCATATGGATCTTGT | Cipriani et al., 2008
VChri4b | CAATTGAACACTTACACTCACAATCA éiTGACTAAAGGTTATTAGCAG Cipriani et al., 2008
VChri3d | AATCTGACGCCATGAGGAAG TCGTCTATATGCGACCTTGG | Cipriani et al., 2008
VChriSh | GGGTCCAATTCCTTTTGGTT CGAAAGACTCAATTGCCACA | Cipriani et al., 2008

SSR analizleri i¢in uygulanan olan PCR kosullari, PCR protokolii ve dongii
kosullar1 Peterlunger vd. (2003), Cakir ve Sylemezoglu (2018) ¢alismalarindan bazi
revizyonlar yapilarak uygulanmistir. Reaksiyon kosulu Cizelge 3.4' de belirtilmistir.
Anneling dereceleri primerlere gore degistirilmistir. PCR cihazi olarak BlueRay Gradient
PCR (Thermal Cycler) kullanilmistir.

Cizelge 3.4. SSR analizleri i¢in uygulanacak olan PCR kosullar1

Kullanmilan Kimyasal Her Ornek i¢in kullanilan miktar
2X PCR master mix 10 ul

Forward Primer (20 uM) (5 pl) 2 ul

Revers Primer (20 uM) (5 pl) 2 ul

ddH:0 1 ul

DNA (50 ng/pl) 2 ul

Toplam Hacim 17 pl

94°

94°

55°

72°

vvyvyvy?Y

72°

3 dk 6n denatiirasyon
30 sn denatiirasyon
30 sn baglanma

1 dk polimerizasyon
10 dk son uzama
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() (b) (©)

(d)

oy RIS

Sekil 3.4. (a) PCR iiriinii hazirlanmasi; (b) PCR 6rnekleri cihaza konulmasi; (C) Agarin
hassas terazi ile 6l¢iilmesi; (d) 195 ml saf su, 5 ml TAE Buffer ve 4gr agarin beherde
karistirtlmasi; (e) Jelin mikrodalgada eritilmesi; (f) Jelin tepsiye dokiilmesi; (g) PCR
orneklerin kuyucuklara yerlestirilmesi; (h)PCR iiriinlerin goriintiilendigi ve fotograf
cekildigi cihaz (BioVision)

43



MATERYAL VE METOT A. DALDAL

Ebeveynler ve 97 adet F1 genotipi i¢in PCR isleminden sonra PCR iiriinleri
%2,5’lik agaroz jel igerisinde 100 volt elektrik akimi altinda 2 saat siireyle yuiritiildii.
BioVision UV Goriintiileme cihazi (Vilber UV Jel Goriintilleme Sistemi) 15181 altinda
goriinebilmesi i¢cin DNA interkalar boya (Xpert Green DNA Stain Direct -GRiSP)
kullanilmistir.  Sekil 3.4’de yapilan islemler goriilmektedir. Elde edilen bantlarin
bliytikliiklerini belirlemek amaciyla 100 bp’lik DNA ladder kullanilmistir.

3.2.2.3. Kursuni Kiif (Botrytis cinerea) ile iliskili QTL Belirleme

Proje kapsaminda ebeveynler ve haritalama populasyonunda testlenen SSR
markdriiniin vermis oldugu alel verileri genetik baglanti analizlerinde kullanilmistir.
Genetik baglanti ve QTL analizlerinde sadece analizleri Genetik baglant1 analizleri
Grattapaglia ve Sederof (1994) tarafindan tanitilan yalanci test ¢aprazlamasi stratejisi
(pseudo test cross strategy) kullanilarak yapilmistir. Bu yaklasimda populasyon anne ya
da babanin heterozigotluk durumuna goére (Im x 1I) ya da (nn x np) kodlar1 kullanilarak
skorlanmistir. Anne ve babanin her ikisinin de heterozigot oldugu durumda populasyon
(hk x hk) kodu kullanilarak skorlanmustir.

Her iki markor igin tim bu skorlar1 i¢eren bir dosya olusturularak ve dosya
Joinmap 4.0 (Van Ooijen 2006) programi kullanilarak analiz edilmistir. Baglant1 gruplari
3’ten biiyiik LOD degeri kullanilarak belirlenmistir. Markdrler aras1 uzaklik kosambi
haritalama fonksiyonu kullanilarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada anne ve baba igin iki
ayr1 genetik baglanti haritas1 olusturulmus ve bu iki harita ortak agilim gésteren markdrler
kullanilarak birlestirilip bir birlestirilmis genetik harita (integrated map) olusturulmustur.
Birlestirme islemi Joinmap 4.0 programi kullanilarak yapilmistir.

3.2.2.4. Kantitatif karakter lokusu (QTL) analizleri

Verilerin analizi i¢in, jel goriintileme sistemi kullanilarak elde edilen
goriintiilerden, bant varligr durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek
skor edilmistir.  Elde edilen markir verileri PAST (Paleontological Statistics)
(http://folk.uio.no/ohammer/past/) bilgisayar paket programinda analiz edilmistir.
Genotipler arasindaki benzerlikler elde edilen UPGMA dendrograma ve komsuluk iliski
analizine (neighbour joining) gore belirlenmistir. Benzerlik indeksleri Dice (1945)’e gore
hesaplanmistir. Ayrica, iki boyutlu grafik iizerinde genotipler arasindaki mesafeleri
gosteren Temel Bilesenler Analizi (Principle Component Analizi=PCA) ayni1 program
kullanilarak yapilmistir. Calismada kullanilmis olan 350 adet SSR primerlerin
polimorfizm oranlari Smith vd. (1997)’ne gore, primerlerden elde edilen polimorfik bant
sayilarinin, toplam bant sayisina boliiniip 100 ile ¢arpilmasi ile bulunmustur. Yine, PIC
(Polymorphism information content) degerleri Smith vd. (1997)’nin belirttigi gibi,
asagidaki formiile (3.2.) gore hesaplanmustir.
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PIC=1-Z fi2

(3.2)

Polimorfizmin az olmasi nedeniyle haritalamada yeterli ¢6ziiniirliikk elde
edilemedigi i¢in Kruskal-Wallis analizi yapilmistir. Kruskal Wallis varyans analizi,
normal dagilim gostermeyen gruplarda ii¢ veya daha fazla sayida grubun ortancalari
arasindaki farkliligim anlamliligini test amaciyla kullanilan parametrik olmayan bir
yontemdir. Sirali (ordinal) veriler ile yapilan en az 3 grubun bulundugu c¢aligmalarda da
tek yOnlii varyans analizinin parametrik olmayan karsilig1 olan Kruskal Wallis varyans
analizi kullanilabilir (DSinno 2015). Kruskal Wallis testi, parametrik olmayan iki grup
hipotez testlerinden Mann-Whitney U yonteminin genisletilmis bigimidir. Kruskal Wallis
varyans analizi testi sonrasi gruplar arasi farklilik tespit edildiginde, bu farkliligin nereden
kaynaklandigini belirlenmesi gerekir. Farki belirlemek i¢in kullanilan ¢oklu karsilastirma
yontemleri ve diizeltme yontemlerinden hangisinin/hangilerinin kullanilacagina karar
vermek olduk¢a dnemlidir (McKight 2010).

QTL analizlerinde haritalanan her bir SSR markdriiniin patolojik test sonuglartyla
olan iliskileri degerlendirilmistir. QTL’lerin belirlenmesi i¢in analizlerin 1000 kez
tekrarlandig1 permutasyon testi uygulanmis ve LOD skoru i¢in esik deger belirlenmistir.
Anlaml iliskide olan markdrlerin yer aldigi lokus QTL olarak haritalanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Haritalama Popiilasyonunun Botrytis cinerea’ya Kars1t Reaksiyonlarimin
Belirlenmesi

Calismada kursuni kiife dayaniklilik amaciyla olusturulan 97 adet F1
popiilasyonuna ait genotipler ile anne ve baba dahil olmak tizere 99 adet genotip
kullanilmistir. Haritalama popiilasyonunda kullanilan genotipler resiprokal melezlemeler
sonucunda elde edilmistir. Resiprokal melezleme, iki hat arasinda melezlemeler karsilikli
olarak yapilmaktadir. Tetraploid yapidaki Kyoho ve diploid yapidaki Yalova incisi
melezlemeleriyle genotipler ayni tutularak sadece eseylerin yerleri degistirilerek
melezleme yapilmistir. Resiprokal melezleme sonucu 97 F1 genotip elde edilmistir.

Cizelge 4.1’de genotiplerin ploidi seviyeleri ve direng seviyeleri verilmistir.
Resiprokal melezleme sonucu 39 adet diploid yapida genotip, 50 adet triploid yapida
genotip, 8 adet tetraploid yapida genotip elde edilmistir. Yalova incisi (?) ve Kyoho (&)
melezlemesiyle 36 adet diploid yapida genotip, 16 adet triploid yapida genotip ve 4 adet
tetraploid yapida genotip elde edilmistir. Kyoho (9) ve Yalova incisi (3) melezlenmesiyle
3 adet diploid yapida genotip, 34 adet triploid yapida genotip ve 4 adet tetraploid yapida
genotip elde edilmistir.

Melezlemeler sonucu elde edilen genotiplerin hastalik direng seviyeleri istenilen
diizeydedir. Genotiplerin Yalova incisi (?) ve Kyoho () melezlemesiyle elde edilen
bireylerin hastalik direng seviyeleri 22 genotip HR, 17 genotip R, 10 genotip HS ve 5
genotip S seviyesindedir. Kyoho (9) ve Yalova incisi (3) melezlenmesiyle elde edilen
bireylerin hastalik direng seviyeleri 18 genotip HR, 13 genotip R, 9 genotip HS ve 2
genotip S seviyesindedir. Bir kism1 Yalova incisi genotipinin hastalik hassasiyeti alirken,
bir kism1 Kyoho genotipinin hastalik dayanimini almigtir.

Cizelge 4.1. Genotiplerin Ploidi Seviyeleri ve Direng Seviyeleri

Ornek | Genotip Melezleme Ploidi SI (izolat-1) | SI (izolat-2) | Direng
sayisi Kombinasyo (Referans) Seviyesi
nu

1 Kyoho Tetraploid 1,4 1,6 HR-R
(K)

2 Yalova Diploid 5,2 5,8 S—HS
Incisi
(YD

46



BULGULAR VE TARTISMA

AYFER DALDAL

Cizelge 4.1’in devamui

3 1 YixK Diploid 6,2 6,6 HS
(YIxK)
4 2 YixK Diploid 14 14 HR
5 3 YixK Diploid 1,8 1,6 R
6 4 YixK | Diploid 1,0 1,2 HR
7 5 YixK | Diploid 1,8 1,6 R
8 6 YixK Diploid 1,4 1,0 HR
9 8 YixK Diploid 1,8 1,6 R
10 |9 YixK | Diploid 1,2 1,0 HR
11 10 YixK Diploid 1,0 1,4 HR
12 11 YixK Diploid 1,6 2,0 R
13 12 Yix K Diploid 14 1,0 HR
14 13 YixK Diploid 1,0 1,2 HR
15 14 YixK Diploid 1,2 14 HR
16 15 YixK Diploid 1,6 1,6 R
17 16 YixK Diploid 6,0 6,8 HS
18 17 YixK Diploid 2,4 2,6 R
19 18 Yix K Diploid 3,2 3,4 R
20 20 YixK Diploid 5 5,2 S
21 21 YixK Triploid 2 2,8 R
22 22 YixK | Tetraploid 4.6 5,2 R
23 23 YixK | Tetraploid 1 1,4 HR
24 24 YixK Diploid 1,6 1,8
25 |25 YixK | Diploid 4.4 46 S
26 26 YixK Diploid 1,4 1,6 HR-R
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BULGULAR VE TARTISMA A. DALDAL

Cizelge 4.1’in devam
27 27 YixK Triploid 4.4 4.4 S
28 28 YixK Diploid 6,2 6,6 HS
29 29 YixK Diploid 1,2 1,2 HR
30 30 YixK Diploid 1 1,2 HR
31 31 YixK Diploid 5,6 6 HS
32 32 YixK Diploid 6,2 6,6 HS
33 33 YixK Diploid 3,6 4
34 34 YixK Diploid 3,2 3,4 R
35 35 YixK Triploid 58 6,2 HS
36 36 Yix K Diploid 1,8 2
37 37 YixK Triploid 2,2 2,2
38 38 YixK Diploid 2,4 3
39 39 Yix K Triploid 1,4 1,2 HR
40 40 YixK Triploid 2,2 2,6 R
41 41 YixK Tetraploid 2 2,2 R
42 43 YixK Diploid 14 1,6 HR - R
43 44 YixK Triploid 1,6 2 R
44 46 YixK Triploid 3,8 4 S
45 47 Yix K Triploid 6,2 6,6 HS
46 48 Yix K Triploid 6,6 6,2 HS
47 49 YixK Triploid 6,4 6 HS
48 |51 YixK Diploid 38 4,2 R
49 52 YixK Triploid 1,2 14 HR
50 56 YixK Triploid 1,8 2,2 R
51 58 YixK Diploid 14 1,6 HR - R
52 59 YixK Diploid 5,6 5,8 HS
53 60 YixK Tetraploid 1,2 1,4 HR
54 61 YixK Triploid 1,2 1,2 HR
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Cizelge 4.1’in devam
55 62 YixK Triploid 1 1 HR
56 63 Yix K Triploid 1 1,2 HR
S7 64 KxYI Triploid 1 14 HR
58 65 YixK Triploid 1,2 1 HR
59 66 YixK Diploid 6,8 6,6 HS
60 |67 KxYI Triploid 6,6 6,6 HS
61 68 KxY1 Triploid 5.6 58 HS
62 69 KxYI Diploid 3,8 4 R
63 70 KxYI Triploid 1 1,4 HR
64 71 KxYI Triploid 1 1,2 HR
65 72 KxYI Triploid 1,2 1,2 HR
66 73 KxY1 Triploid 4,2 4.4
67 74 KxYI Triploid 4.6 4.6
68 75 KxYI Triploid 1,6 18
69 76 KxYI Triploid 1,4 1,4 HR
70 77 KxY1 Triploid 2,2 2,4
71 78 KxYI Triploid 2,4 2,2
72 79 KxYI Triploid 1 1,2 HR
73 80 KxYI Triploid 1,6 2 R
74 81 KxYI Triploid 2,6 3
75 82 KxYI Diploid 1,2 14 HR
76 83 KxYI Triploid 1 1,4 HR
7 84 KxYI Triploid 1,2 1,2 HR
78 85 KxYI Triploid 1,2 14 HR
79 86 KxYI Triploid 1,8 2 R
80 87 KxYI Triploid 6,6 6,4 HS
81 88 KxYI Tetraploid 5,4 5,8 S—HS
82 89 KxYI Triploid 1,2 1,4 HR
83 90 KxYi Triploid 1 1 HR
84 91 KxYi Triploid 14 1,2 HR
85 92 KxYI Tetraploid 3,4 3,6 R
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Cizelge 4.1’in devam
86 93 KxYi Triploid 5,6 54 HS
87 94 KxYI Triploid 6,2 6,6 HS
88 95 KxYI Diploid 1,8 2
89 96 KxYi Triploid 4 4,2
90 97 KxYI Tetraploid 1,4 1,2 HR
91 98 KxYI Triploid 6 6,4 HS
92 99 KxYI Triploid 3 3,2 R
93 100 KxYi Triploid 1 1,4 HR
94 101 KxYI Triploid 3,6 3,8 S
95 102 KxYI Tetraploid 6,4 6,6 HS
96 103 KxYI Triploid 3 34 R
97 104 KxYI Triploid 1,2 14 HR
08 105 KxYI Triploid 1,4 1,8 HR-R
99 106 KxYI Triploid 1 1,4 HR

4.2. Haritalama Poiilasyonunun SSR Markérle Taranmasi

Calismada, kursuni kiife dayaniklilik amaciyla olusturulan F1 popiilasyonuna ait
99 genotip tlizerinde 350 adet SSR primeri kullanilarak, popiilasyondaki bireylerin anne
(hassas)-baba (dayanikli) ile olan iliskileri arastirilmistir. Kullanilan SSR primerlerinin

toplam allel uzunlugu (bp), polimorfik allel uzunlugu (bp), monomorfik allel

uzunlugu(bp),

amplifikasyon elde edilemeyenler Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Caligmada kullanilan 350 adet SSR primerinden 19 tanesinden polimorfizm saglanirken,
313 tanesi monomorfik bulunmustur. 18 tanesinden ise amplifikasyon elde edilememistir.

Cizelge 4.2. Kullanilan SSR primerlerinin toplam allel uzunlugu (bp), polimorfik allel
uzunlugu (bp), monomorfik allel uzunlugu(bp), amplifikasyon elde edilemeyen

Polimorfik Monomorfik | Amplifikasyon
i elde edilemeyen
Primer Primerin adi | Toplam allel | Polimorfik allel | Allel uzunlugu Y
sayist uzunlugu (bp) | uzunlugu (bp) (bp)
1 VMC2E11 110
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Cizelge 4.2°nin devami

2 VMC3ES 120-130 120-130

3 VVIN16 170-180
4 VMC3D12 200-250 250

5 B003 180-200 200

6 VMCA4F3-1 180-200
7 VVIP60 320

8 VMCA4F8 150-130
9 VVIMO1 400

10 VVIM63 250

11 UDV-005 300

12 VChr2c 150-160
13 VVMD27 240-250 240-250

14 FAM141 170-180
15 VVING1 300-320
16 VRZAGT9 120

17 VVMD21 90-300
18 VVIQ61 360

19 VMC4D4 170

20 VMC8g3 90-300
21 VVIP33 120

22 UDV-062 90-130-220 220
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Cizelge 4.2°nin devami

23 uDV-077 90-160
24 VVIPT72 100

25 VMC3C11-1 100-110
26 VVIMO3 360

27 VVIO61 220

28 VVIQ36 180

29 VMC7H?2 120

30 VVIN56 190

31 VVIV33 420

32 VMC2D9 95-100
33 UDV-100 250-260
34 VVIB19 300-400-600
35 VChrlc 100

36 VMCT7F2-2 150

37 VMC2B1.1 100

38 VRZAGS3 190-205
39 VChr2a 100

40 TT251F02 200

41 VMC5G7 200-210 200-210

42 VVIN54 100-110
43 VChr5a 250
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Cizelge 4.2°nin devami

44 VVIN70 400

45 RTAChr16-6b 250-300

46 VVMD24 200

47 VVIN31 140-150-160 140-150-160

48 VVMD32 300-450-800

49 VVIN78 160

50 VChr7b 190

51 VVIN73 250

52 VMCNG2g7 Amplifikasyon
yok

53 RTAChr7-9 250

54 VVMD5 230

55 VChrl2a 150

56 VVIHO01 290

57 VChri12b 170

58 UDV-075 200

59 VVIN40 300

60 VMCA4G6 130

61 VVIP10 290-310

62 VMC7h3 150

63 UDV-038 300
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A. DALDAL

Cizelge 4.2°nin devami

64 VVIB01 310

65 FAM24 210

66 VChr16b 300-550
67 VV6718 220

68 VMC2B3 190-250 250

69 VrZAG64 220

70 VChrla 190

71 VVIN74 300

72 VVIV04 190

73 VVIN52 200

74 VVIS70 300

75 UDV-026 140

76 VMC8F10 200-210 200-210

77 VMC8B5 150-310
78 VMC9B5 230-240 240

79 VMC2B11 170-180 170-180

80 VChrlb 80-100
81 VMC4f3.1 185

82 UDV-090 180

83 VChrbc 100

84 VVI1b09 270
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Cizelge 4.2°nin devami

85 UDV-053 120

86 VMC9H4_2 280-300

87 VVING2 Amplifikasyon
yok

88 VVI1Q66 90-300

89 VVIB72 200

90 VMCBE®6 190-200-220 190-200

91 VMCNGL1E4-2 | 90-100-150- 90-100-150-200-

200-290 290

92 VVIb10 80

93 VMC2F10 80

94 VMC4B7-2 90-310

95 VMC1A5 90-280

96 VV5799 230

97 VVIb18 190

98 VMC7B1 230-250-520

99 VMCNGI1E1 Amplifikasyon
yok

100 GT183H07 300

101 VVIV37 300-250 250-300

102 VMC1E12 300-320

103 RTAChr3-19b 280-320
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Cizelge 4.2°nin devami

104 VRZAG21 90-220

105 VVIM43 90-110

106 VChrl3c 170-190

107 VChri13b Amplifikasyon
yok

108 VVIQ67 290

109 VMC3C7 Amplifikasyon
yok

110 VVMD7 250

111 VMC7A4 110-120-170-

190

112 VVINT75 200

113 VMC2H12 150

114 VRZAG62 200-250-380 380

115 VVIV22 100

116 VMCNG2E1 Amplifikasyon
yok

117 UDV-058 220

118 VChrlba Amplifikasyon
yok

119 VMC1G3-2 130

120 FAMG63 360

121 VVIQ52 100
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Cizelge 4.2°nin devami

122 FAM96 290

123 UDV-104 Amplifikasyon
yok

124 VVIb31l 370

125 VVIb32 Amplifikasyon
yok

126 VVIb63 140

127 VVIF52 270

128 UDV-050 190

129 VChr9a 250

130 VChr8a 300-380

131 VMC1F10 200-220

132 VMC2C10-1 180-200

133 VMCNG2H2.2 | 140-160 140-160

134 VChr8b 100-800

135 UDV-040 120-260-650

136 VVIb68 170

137 VMCNG1D3 160

138 VChril6a 120

139 VVIS58 300

140 VVIM42A 260

141 VChr3a 200-250
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Cizelge 4.2°nin devami

142 VMCAC6 160

144 VChr13a 150

145 VVIP02 290

146 VRZAG112 230

147 VVIQ57 190

148 VRZAG67 160-200

149 VMC9H4_2 270-300-320-
390

150 VVS2 150

151 VVIP31 220

152 UDV-116 150

153 VVIN33 300

154 UDV-109 200

155 VChr5b 190

156 VMC1ES8 200

157 VMC1B11 180

156 UDV-046 250

157 VChril9a Amplifikasyon

yok
158 VMC9D3 220
159 VMC6G1 200
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Cizelge 4.2°nin devami

160 UDV-063 190-200
161 VMC2A12 190
162 VMC8C2 190-280
163 VRZAG15 200
164 VVIP22 360
165 VVIPT7 190
166 VChr7c 110
167 VMC5H?2 200
168 scuQ7vv 280
169 VMC3B10 190
170 UDV-020 200
171 VMC1G7 190-200
172 VMCIF2 180-210
173 UDV-093 150
174 VVIb59 360
175 VMC2H3 100-150
176 VMC1A12 140
177 VVIB66 120
178 VChri6éc 160
179 VVIB54 200
180 FAM91 150
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Cizelge 4.2°nin devami

181 FAM12 380
182 VVI002 130
183 UDV-085 160
184 FAM45 390
185 VMC6g10 200
186 FAM140 280
187 VVC34 250
188 FAM18 150
189 A105 230
190 FAMG68 300
191 UDV-095 Amplifikasyon
yok
192 VMC6d12 150
193 VChrl7c 120
194 VVIN94 270
195 VMC5C1 130
196 FAM122 380
197 VMC5G8 320
198 VChrllb 150
199 VChr18c 140
200 VMC8G9 180
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Cizelge 4.2°nin devami

201 VChrl7a 190
202 VVIM93 Amplifikasyon
yok

203 VVIB22 300

204 VVI1Q25 180

205 VChr6a 190

206 VChr18d 200-280

207 VVIb23 280-290

208 VChr10b 140

209 VChrlla 150-200

210 VChrl4a 160

211 VChrl4b 180

212 VChr13d 500

213 VChri15b 100-160

214 FAM104 120

215 RTAChr11- 190

11b
216 RTAChr13- 290
23b

217 uUDV-021 150

218 UDV-128 320-450

219 FAMG62 Amplifikasyon

yok
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Cizelge 4.2°nin devami

220 VMC1E11l 190-250
221 UDV-134 180
222 VVS3 Amplifikasyon
yok
223 VChr2b 90-110
224 VMC1E11-2 280
225 RTAChr19- 270
16b
226 VVIV36 240
227 RTAChr9-13a 300
228 VChr9b 160
229 RTAChr13- 230
16a
230 RTAChr17- 300
15b
231 UDV-134-2 290
232 VVMD6 150-200
234 VVIb94 300
235 FAMG62-2 320
236 RTAChr15-3b 310
237 VVIc05 180
238 RTAChr17- 290
15a
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A. DALDAL

Cizelge 4.2°nin devami

239 RTAChr2-11a 280
240 UDV-021-2 270
241 VChrl0a 140
242 RTAChr13- 220
13b
243 RTAChr15-1b 310
244 RTAChr15-7a 200-220
245 RTAChr4-9a 290
246 RTAChr13- 280-290
20a
247 RTAChr15-4a 280
248 VVIV67 350
249 VVIP08 300
250 RTAChr19- 180
11b
251 RTAChr1-14a 200
252 RTAChr3-15a 250
253 UDV-020a 160
254 FAMG65 220
255 VVIH54 180
256 FAM70-2 300
257 VVIQ25-2 290
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Cizelge 4.2°nin devami

258 VVIB22-2 190-200-220

259 VrZAG25 180

260 VMC4H?2 Amplifikasyon
yok

261 VVIS70-2 200

262 VVIM25 130

263 RTAChr3-17a 180

264 VVIc35 350-370

265 VChr8a-2 290

266 VVIN75-2 300

267 VVS3-2 100

268 VVI1S58-2 280

269 scul5wv 150

270 VVIP72-2 250

271 VMC16D4-2 230

272 VVIMO03-2 220

278 VChrl9a-2 200

279 VMC2A10 90-120

280 VChril7b-2 230

281 VVMD25 240

282 TT251F02-2 190




BULGULAR VE TARTISMA

A. DALDAL

Cizelge 4.2°nin devami

283 VChrl5a-2 230

284 VVMD31 180

285 VMC8G3-2 230

286 UDV-009 Amplifikasyon
yok

287 VChr18a-2 220-230-240

288 UDV-062-2 230

289 VRZAG29 100

290 VMC2D9-2 120

291 FAM140-2 180

292 VChrla-2 200

293 FAM92 300-320

294 sculévv 250

295 VVIC50 Amplifikasyon
yok

296 UDV-110 190

297 UDV-023 150

298 P3_VVAGL11 140

299 FAM135 390

300 VVMDS8 130

301 FAM116 310

302 FAM70 390
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A. DALDAL

Cizelge 4.2°nin devami

303 VChri7b 150
304 VMC9h4.2 280
305 VChri9b 150
306 VVIc46 90
307 VVIU20 380
308 VRZAG89 150
309 FAM42 320
310 VMC1g3.2 150
311 VChr7a 150-160 150-160

312 VMC3E12 150-200 150

313 VMC16D4 90-110 BN

314 VMC7g3 120
315 VVMD28 100-260
316 VVIT68 280
317 VMC2H4 210
318 VMC1C10 150-170 150-170

319 VMC2A3 190
320 UDV-022 110
321 VVC6 140
322 UDV-059 150
323 UDV-032 160
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A. DALDAL

Cizelge 4.2°nin devami

324 VMC8D11 400
325 VMC2H9 130
326 VVIP05 400-300-290
327 VVIM11 90
328 VVIV08 380
329 VMC4D9-2 250
330 VVIP12 300
331 VMCS5E9 100
332 VMCB8B11 190
333 VMC8F4.2 100
334 VVS16 290
335 VMC2H10 120
336 VVIc51 160
337 VVIQ44 220
338 UDV-117 160
339 VMC5G1-1 90-150
340 UDV-124 200
341 VChr4a 190
342 VVChr18b 170
343 FAM110 280
344 VVIc72 250
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Cizelge 4.2 nin devami

345 VVIi52 90

346 VVIné4 Amplifikasyon
yok

347 VVIpl6 100

348 VVI1q63 300

349 VChrl8a 160

350 VMC8G6 150-170

Primer basma diisen toplam allel sayisi ve polimorfik allel sayist ayni
bulunmustur. Her bir primerden farkli allel sayilar1 elde edilmistir. Primerlerin
polimorfizm oran1t %100 orani bulunmustur. SSR analizlerinde 19 SSR adet primerinden
biiytikliikleri 90-380 bp arasinda degisen 33 adet allel elde edilmis ve bu allelerin tamami
polimorfik bulunmustur.

Polimorfizm primerlerde istenilen PIC oran1 0,7 iizerinde olmalidir. Calismadaki
polimorfik primerlerin PIC degerleri ise 0.43 ile 0,93 arasinda degisim gostermistir.
VMC3E12 primeri 0,43 ile en diisik PIC degerine sahip iken VMC2B3 0,93 PIC
degeriyle en yiiksek degere sahip olmakla birlikte VMCI1C10 0,85, VMC8F10 0,82,
VMC2B11 0,80, VMCB8E6 0,79 VE VVIN31-VMCNG2H2.2 0,78 degerleri takip
etmektedir.

Degerlendirmeler polimorfizm saglayan 19 adet SSR primeri iizerinden
yapilmistir. Degerlendirilmeler sonucunda her primer icin toplam allel sayis1 (adet),
polimorfik allel sayis1 (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orani (%) ve
PIC (Polymorphism information content) Cizelge 4.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Polimorfik SSR primerlerinin toplam allel sayis1 (adet), polimorfik allel
sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm oram1 (%) ve PIC
(Polymorphism information content) degerleri

Primer ad1 Allel | Polimorfik |Polimorfik allel | Polimorfizm PIC
sayist | allel sayis1 | uzunlugu (bp) | orani (%)
VMC3E5 2 2 120-130 100 0,74
VMC3D12 1 1 250 100 0,63
B003 1 1 200 100 0,56
VMC5G7 2 2 200-210 100 0,72
VVIN31 3 3 140-150-160 100 0,78
VMC2B3 1 1 250 100 0,93
VMCB8F10 2 2 200-210 100 0,82
VMC9B5 1 1 240 100 0,62
VMC2B11 2 2 170-180 100 0,80
VMCNG1E4-2 5 5 90-100-150- 100 0,74
200-290
VMCB8E6 2 2 190-200 100 0,79
VVMD27 2 2 240-250 100 0,68
VMCNG2H2.2 2 2 140-160 100 0,78
VRZAG62 1 1 380 100 0,73
UDV-062 1 1 220 100 0,67
VMC3E12 1 1 150 100 0,43
VMC16D4 1 1 90 100 0,71
VChr7a 2 2 150-160 100 0,64
VMC1C10 1 1 170 100 0,85
Toplam 33 33 - - 13,62
Ortalama 2 1,7 - 100 0,71

69



BULGULAR VE TARTISMA AYFER DALDAL

Calismada kullanilan polimorfik primerlerden PIC degeri 0,93 olan VMC2B3
primerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. VMC2B3 SSR primerinin agaroz jel goriintiisii

SSR analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) yontemiyle kiimeleme
analizleri yapilmis ve elde edilen dendrogram Sekil 4.2.de verilmistir. Dice (1945)’1n
benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlar1 0,38 ile 0,92 arasinda degisim gostermis,
matrix korelasyonu (r) 0,58 olarak bulunmustur.

Dendograma gore popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta Yalova
incisi (anne) yer alirken, ikinci grupta ise Kyoho (baba) yer almistir. Birinci grupta en
yiiksek genetik benzerlik oranina 0,90 ile 101,102 genotipleri sahiptir. 16 ve 17
genotipleri 0,86 genetik benzerlik oraniyla benzerlik oranina 0,90 ile 9 ve 10 genotipleri
sahiptir. 49 ve 23 genotipleri 0,73 Yalova Incisi (anne)’ya en yakin genotiplerdir.

Ikinci grupta en yiiksek genetik Neighbor-Joining (komsu iliskisi) yontemiyle
elde edilen dendrogram asagida Sekil 4.3.’de verilmistir. Yalova Incisi (anne) 13, 16, 1,
18, 17, 3, 4, 30, 15, 41, 6, 65, 14 ve 29 nolu genotipler ayni grupta yer almiglardir. Kyoho
(baba) 9, 10, 63, 62, 5, 48, 49, 8, 52, 12, 21, 22 ve 23 nolu genotipler ayn1 grupta yer
almislardir.

70



AYFER DALDAL

Similarity

BULGULAR VE TARTISMA

ova incisi

O
h
=N O = [=] hoge)
DHODN—NM-ON—O00DNOWR MO — 0N MO T OUNO M T =000 0Td 00T e MOO00—00ODT T 00T o DM ZDMCI0ONVN0
DDOMDOIT T e D= 0 30000 T 0000 00 D D e P DO P e 0 o= ) D 0 D OO D v Ol v v v = = (L O o =D D 0 (DD 0 CN D I ED 00D 0 00 O v (0 e X = I = v GO LD

0,96

0,88

0,8

- ﬁ . I I |

_g
—

0,56

0,48 _

0,4 _

0,321

71

Sekil 4.2. SSR markorii ile anne-baba ve F1 bireyler arasindaki iliskiyi gosteren UPGMA

yontemiyle elde edilen dendogram
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Sekil 4.3. SSR markarii ile ann-baba ve F1 bireyler arasindaki iliskiyi gosteren Neighbor-
Joining yontemiyle elde edilen dendrogram
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PCO (temel koordinat analizi) sonucu Sekil 4.5°te verilmistir. Yalova incisi (anne)’nin ve
Kyoho (baba)’nin F1 populasyonundaki en uzak iki genotip oldugu tespit edilmistir.
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Coordinate 1

Sekil 4.4. SSR markdrii ile anne-baba ve bireyler arasindaki iligkiyi gdsteren temel

koordinat analizi (PCO) sonucu olusan desen
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Sekil 4.5. SSR markdri ile anne-baba ve bireyler arasindaki iligkiyi gosteren temel

koordinat analizi (PCA) sonucu olusan desen
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4.3. QTL Haritalama Analizleri
4.3.1. Kruskal-Wallis Analizi

Yalova incisi (anne) segregasyon gosteren Toplam 17 markor Kruskal-Wallis
analizlerinde kullanilmis ve hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili olan markdorler
belirlenmistir (p<0.05). Sonug olarak toplam dort markoriin hastalik dayanimiyla iliskili
oldugu belirlenmistir. En yliksek etki degerine sahip markér VMCNGI1E4-2 markori
olarak belirlenmis olup %24.39’liik etkiye sahiptir. UDV-062 ve VVIN31 markorleri
sirasiyla 0.205128 ve 0.204646 ctki degerlerine sahip olup dayanim kaynagi baba olarak
belirlenmistir. En diigiik degere sahip VMC16D4 markorii 0.2040891 etkiye sahiptir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Kruskal-Wallis Anne Analizi

Nr Locus K* Signif. |Nrinf. |Mean-ll | Mean-Im

1 VMC3ES5_130 0,189 |- 85 0,36 0,314286

2 VMC3D12-250 0,367 |- 46 0,333333 |0,25

3 VMC5G7-210 0,617 |- 91 0,259259 |0,34375

4 VMC5G7-200 1,942 |- 89 0,352941 |0,190476

5 VVIN31-150 3492 |* 86 0,185185 |0,389831 |0,204646
6 VMC2B3-250 0,374 |- 77 0,293103 |0,368421

7 VMC9B5 240 0,77 - 90 0,257143 |0,345455

8 VMCNG1E4-2 90 4,145 |** 82 0,105263 |0,349206 |0,243943
9 VMCNGI1E4-2 150 |1,607 |- 82 0,245283 |0,37931

10 VMCB8E6-190 0,134 |- 51 0,25 0,296296

11 VMCB8E6-200 0,324 |- 52 0,242424 10,315789

12 VMCNG2H2.2 140 | 0,06 - 80 0,311111 |0,285714

13 VRZAG62_380 0 - 91 0,318182 |0,319149

14 UDV-062_220 4271 | ** 91 0,435897 |0,230769 |0,205128
15 VMC16D4-90 4,29 ** 91 0,428571 |0,22449 |0,204081
16 Vchr7a-150 1,694 |- 55 0,375 0,205128

17 VMC1C10-170 1,002 |- 91 0,280702 |0,382353
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Kyoho (baba) segregasyon gosteren Toplam 17 markor Kruskal-Wallis

analizlerinde kullanilmis ve hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili olan markdorler
belirlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.5). Sonug¢ olarak toplam bir markoriin hastalik
dayanimiyla iligkili oldugu belirlenmistir. En yiiksek etki degerine sahip markér VVIN31
markorii olarak belirlenmis olup %21.07°lik etkiye sahiptir.

Cizelge 4.5. Kruskal-Wallis Baba Analizi

Nr Locus K* Signif. :\r|1:c Mean-nn | Mean-np
1 VMC3E5-120 0,189 |- 85 0,314286 |0,36

2 B003-200 0,651 |- 87 0,37931 0,293103
3 VVIN31-140 0,003 |- 86 |0,327586 |0,321429
4 VVIN31-160 3375 |* 88 0,384615 |0,173913 |0,210702
5 VMC8F10_200 0471 |- 55 0,290323 |0,208333
6 VMC8F10 210 0,768 |- 95 0,212121 ]0,318182
7 VMC2B11 170 0,038 |- 91 0,326923 |0,307692
8 VMC2B11 180 0,16 - 87 0,340426 |0,3

9 VMCNG1E4-2 100 | 0,37 - 82 0,314815 0,25

10 VMCNG1E4-2 200 |0,007 |- 82 0,288889 |0,297297
11 VMCNG1E4-2 290 |0,057 |- 82 0,292683 |0,317073
12 VVMD27 240 0,012 |- 90 0,315789 |0,326923
13 VVMD27 250 0,076 |- 91 0,333333 |0,306122
14 VMCNG2H2_2 160|0,03 - 79 0,3 0,282051
15 VMC3E12-150 0 - 91 0,318182 |0,318841
16 VChr7a-160 1,016 |- 55 0,2 0,32
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Markoérlerden 12 markdriin genomdaki pozisyonu tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
Markoérlerin kromozomlardaki lokasyonlar: farkli yerlerde oldugu i¢in fiziksel olarak

haritalanmustir.

Cizelge 4.6. SSR Markorlerin Genomdaki Pozisyonlari

marker bp Mb Kromozom lokasyon
>VMC2B3 18179400 18,1794 1. kromozom
>VMC5G7 8222941 8,222941 2. kromozom
>VVMD27 4472022 4,472022 5. kromozom
>VMC9B5 19752558 19,75256 5. kromozom
>VVIN31 17800420 17,80042 6. kromozom
>VChr7a 16741702 16,7417 7. kromozom
>VMC1C10 563536 0,563536 9. kromozom
>VMCNG1E4-2 |5448330 5,44833 9.kromozom
>VMC3D12 8083693 8,083693 13. kromozom
>VMC2B11 20429749 20,42975 14. kromozom
>B003 5927868 5,927868 19. kromozom
>UDV-062 20924602 20,9246 19. kromozom

Mligkili bulunan 4 markériin kromozom sayisi, lokasyon yeri, sekans dizilimleri
ve referans bilgileri verilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Markor adi, Kromozom sayisi, Lokasyon yeri, Forward- Reverse Primer

sekans dizilimleri

Marker |Kro | Lokasy Forward primer Reverse primer
adi m. | on (bp) P P Referans
18.937. | GTTGAATAGTGTCCATGT | GGATAGAATCACATTTGT | Merdinodl
VVIN31l |6 u et al
746 TGTG AGCG 2005
VMCNG1 9 5.448.3 | CAAAAGTTTAAACAAGG | TGAGTGAACTTTTGAGAC NCBI
E4-2 30 GAGCG AGCA
UDV-062- 19 21.594. |CTTGGTAAGGCCAAACA |GGCTAAACCCTCCTTTTG |Redesigne
2 816 TGC GA d
Vitis
Microsate
VMC16D 5 17.606. | TAGAATACACAGGCCAT |GGTTAGGATGCATATAG llite
4 754 ATACAA AAGAAG .
Consortiu
m
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Kursuni kiif dayanikliliginin kalitim esaslar1 basta model bir bitki olan
Arabidopsis olmak iizere nohut ve domateste arastirilmistir. Bu baglamda ilk olarak
etilenden etkilenmeyen (insensitive) mutant Arabidopsis genotipinin (EIN2) B.
cinerea’ya duyarliligi artirdigi rapor edilerek bu hastalik etmenine dayanikliligin etilen
hormonu ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Thomma vd. 1999).

Bu konuda en kapsamli ¢alisma Rowe ve Kliebenstein (2008) tarafindan
yapilmistir. Bu calismada %?2-12 arasinda degisen etkilere sahip toplam 23 QTL
belirlenmistir. Bu ¢alisma, bitkilerde B. cinerea dayanikliliginin mindr etkiye sahip
QTL’ler tarafindan kontrol edilen karmasik bir kalitima sahip oldugunu gdstermistir.
Ayrica nohut ve domateste hastalik etmenine dayaniklilik saglayan QTL’ler
belirlenmistir (Finkers vd. 2008; Anuradha vd. 2011).

Bir bagka calismada asmada kiitikiil kalinliginin bu hastalik etmnine dayanikliligi
artirdig1 rapor edilip %20 etkiye sahip bir adet QTL belirlenmistir. Ayrica asmada B.
cinerea'ya dayaniklilikla ilgili ¢alisma Peterlunger vd. (2003)'nin yapmis oldugu
calismadir. Bu ¢alismada, 1998 yilinda Udine Universitesinde baslatilmis Avrupa
asmalarinda kiilleme, mildiyé ve kursuni kiif gibi hastaliklara dayaniklilik genlerini
hedefleyen 1slah programi olusturulmustur. Bu programda, dayanikli (R) ve hassas (S)
genotiplerle farkli SxR ve RxR olacak sekilde melezleme kombinasyonlar
olusturulmustur. Calismada Italya'da Friuli-Venezia Giulia bolgesine uygun cesit
gelistirmeye amaglamiglardir. Ayrica bu ¢alismada asmada B. cinerea dayanikliligini
kontrol eden kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) haritalanmasi hedeflenmis olmasina
ragmen proje baslangi¢ asamasinda oldugu i¢in ne bu hastalik etmeninin kalitim esaslari
ne de dayaniklilik QTL leri hakkinda herhangi bir bilgi rapor edilememistir.

Yaptigimiz ¢alismada yerli ¢cesidimiz Yalova incisi ve ticari ¢esit Kyoho ¢esidi ile
resiprokal melezleme sonucu 97 genotip elde edildi. 350 SSR markoérii kullanilarak
kursuni kiife dayaniklilikla ilgili 19 polimorfik markor tespit edildi. 19 SSR markoriinden
genomdaki lokasyonlar1 olarak 12 SSR markdriin yeri tespit edildi. Markorlerin farkls
kromozomlarda oldugu belirlenmistir. Toplam 17 markoér Kruskal-Wallis analizlerinde
kullanilmis ve hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili olan markorler
belirlenmistir. 17 markdrden 4 markoriin kursuni kiifle iliskili oldugu tespit edildi. En
yiiksek etki degerine sahip markdor VMCNGI1E4-2 markdrii olarak belirlenmis olup
%24.39’liik etkiye sahiptir.

Tiim bu arastirmalar degerlendirildiginde B. cinerea dayanikliliginin kantitatif bir
karakter oldugu belirlenmis ve bu ¢alismalar yiiksek ¢oziintirliikli haritalar kullanilarak
yapilan ¢alismalarin kursuni kiife dayamiklilikla ilgili iligkisi agiklanabilecegini
gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Kursuni kiife dayaniklilik amaciyla olusturulan F1 popiilasyonuna ait 97
genotipte, anne-baba ve bireyler arasindaki genetik iliskiyi arastirmak amaciyla 350 SSR
markori kullanilmagtir.

350 SSR markoriinden 19 tanesi polimorfik, 313 tanesi monomorfik bulunurken,
18 tanesinden amplifikasyon saglanamamustir. 19 polimorfik SSR markoriinden, toplam
33 allel elde edildigi ve bu allerin tamaminin polimorfik oldugu tespit edilmistir. SSR
tekniginde, markor bagina diisen ortalama allel sayis1 ve ortalama polimorfik allel sayis1
2 olarak bulunmustur. SSR markdriiniin polimorfizm orani1 %100 ve PIC degeri 0,71 dir.

SSR analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) yontemiyle kiimeleme
analizleri yapilmis ve elde edilen dendrogram Dice (1945)’1n benzerlik katsayisina gore
benzerlik oranlar1 0,38 ile 0,92 arasinda degisim gdstermis, matrix korelasyonu (r) 0,58
olarak bulunmustur.

Dendograma gore popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta Yalova
incisi (anne) yer alirken, ikinci grupta ise Kyoho (baba) yer almistir. Birinci grupta en
yiiksek genetik benzerlik oranma 0,90 ile 101,102 genotipleri sahiptir. 16 ve 17
genotipleri 0,86 genetik benzerlik oraniyla Yalova Incisi (anne)’ya en yakin genotiplerdir.
Ikinci grupta en yiiksek genetik benzerlik oranina 0,90 ile 9 ve 10 genotipleri sahiptir. 49
ve 23 genotipleri 0,73 genetik benzerlik oraniyla Kyoho (baba)’ya en yakin genotiplerdir.

Neighbor-Joining (komsu iliskisi) yontemiyle elde edilen dendrogramda Yalova
Incisi (anne) 13,16,1,18,17,3,4,30,15,41,6,65,14,29 genotipleri ayn1 grupta yer
almiglardir. Kyoho(baba) 9,10,63,62,5,48,49,8,52,12,21,22,23 genotipleri ayn1 grupta yer
almstir.

PCO (temel koordinat analizi) sonucu degerlendirildiginde Yalova incisi
(anne)’nin ve Kyoho (baba)’nin F1 populasyonundaki en uzak iki genotip oldugu tespit
edilmistir.

Yalova incisi (anne) segregasyon gosteren Toplam 17 markoér Kruskal-Wallis
analizlerinde kullanilmis ve hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili olan markdrler
belirlenmistir (p<0.05). Sonug olarak toplam dort markoriin hastalik dayanimiyla iliskili
oldugu belirlenmistir. En yiiksek etki degerine sahip markér VMCNG1E4-2 markorii
olarak belirlenmis olup %24.39’1liik etkiye sahiptir. UDV-062 ve VVIN31 markorleri
sirastyla %20.51 ve %20.46 etki degerlerine sahip olup dayanim kaynagi baba olarak
belirlenmistir. En diisiik degere sahip VMC16D4 markorii %20.40 etkiye sahiptir.

Kyoho (baba) segregasyon gosteren Toplam 16 markor Kruskal-Wallis
analizlerinde kullanilmis ve hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili olan markdrler
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belirlenmistir (p<0.05). Sonug olarak toplam bir markoriin hastalik dayanimiyla iliskili
oldugu belirlenmistir. En yiiksek etki degerine sahip markér VVIN31 markdori olarak
belirlenmis olup %21.07’lik etkiye sahiptir.

Genomdaki lokasyonlarin belirlenmesinde 12 markdriin yeri tespit edilmistir.
Markorlerin - kursuni  kiif dayanikliligiyla iligkili olarak 12 markdriin  farkh
kromozomlarda yer almas1 ve markor sayisinin az oldugu tespit edilmistir. Markorlerin
kromozomlardaki lokasyonlar1 farkli yerlerde oldugu igin fiziksel olarak haritalanmustir.

Arastirma sonucunda 350 SSR markoriinden 19 polimorfik markor tespit
edilmistir. Kursuni kiif hastalik dayanimiyla anlamli derecede iliskili 4 QTL tespit
edilmistir. %20-24’liik etki derecesine sahip QTL’ler tespit edilmistir.

Aragtirma sonucunda asmada kursuni kiife dayaniklilikla iliskili QTL yerlerinin
belirlenmesinde katkida bulunmustur. Daha ¢ok SSR markorii ve ¢esitli markorlerle
calisilarak kursuni kiife dayaniklilikla iliskili bilgilerin tespit edilecegi diisiiniilmektedir.
Bu calismanin, gelecekte iilkemizde yapilacak olan kursuni kiif hastaligina dayanikl yerli
cesit gelistirme ¢aligmalarina hiz kazandiracagi diisiiniilmektedir.
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