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1. Projenin_Tiirkce adi: Asmalarda Kiilleme ve Mildiy0 Hastaliklarina Dayanmikli Cesit

Islahinda Markore Dayali Seleksiyon (Marker Assisted Selection-MAS) Yontemi ile Hizlandirilmis
Seleksiyon

Ozet

Kiilleme ve mildiy6 hastaliklarina dayanikli yeni ve kaliteli iiziim ¢esitlerinin 1slah1 amaciyla
baslatilan projede, ililkemizin mantar kokenli hastaliklara karsi hassas ancak c¢ok kaliteli kirmizi
saraplik liziim ¢esitlerinden olan “Kalecik Karas1i” ve “Bogazkere” c¢esitleri ile Almanya
Geilweilerhof Asma Islah1 Enstitiisiinde kiilleme ve mildiyé hastaliklarina dayanikli olarak 1slah
edilen, kaliteli, kirmiz1 saraplik liziim c¢esidi “Regent” cesitlerinin melezlenmesinden olusan,
“Kalecik Karas1 x Regent” ve “Bogazkere x Regent” olmak iizere iki adet melezleme kombinasyonu
kullanilmistir. Projede iki yil st dste yiriitilen melezlemeler ve elde edilen hibrit tohumlarin
(cekirdeklerin)  bitkiye  doniistiiriilmesi  calismalar1  sonucunda “Bogazkere x  Regent”
lkombinasyonunda 695 adet, “Kalecik Karas1 x Regent” kombinasyonunda 68 adet F1 bitkisi elde
edilmistir. “Bogazkere x Regent” kombinasyonunda saglikli gelisen 165, “Kalecik Karasi x Regent”
kombinasyonunda 27 adet F1 bitkisi secilmis ve kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayaniklilikla
iligkili markorler ile PCR analizleri yapilarak, s6z konusu hastaliklara dayanikli olma olasilig1 ytiksek
fenotipler, Markore Dayali Seleksiyon (MDS= Marker-Assisted Selection:MAS) teknigi ile erken
donemde teshis edilmistir.

MDS sonucu “Bogazkere x Regent” melezleme populasyonunda F1 bitkilerinden 24 adeti
hastaliklara dayanimla iliski hi¢bir markor ile pozitif sonug vermedigi i¢in erken seleksiyonla 1slah
caligmalarindan elenmistir. Toplam 108 adet F1 en az 1 veya 2 markor ile pozitif sonug verdiginden
imitvar olarak ikinci asamaya alinmiglardir. MDS sonrasi 36 adet F1 bitkisi ise 3 ve daha fazla
markor ile pozitif sonug verdikleri icin hastahiklara dayanikh olma olasiliklan yiiksek oldugu
gerekcesiyle erken seleksiyon ile dayanikh cesit adaylar olarak secilmislerdir. “Kalecik Karas1
x Regent” populasyonunda 10 numarali birey digindaki tiim F1 bitkileri en az bir markér yoniiyle

pozitif olduklarindan iimitvar olarak secilmislerdir.




Projenin Ingilizce adi: An accerelated selection via Marker-Assisted Selection (MAS) method for
Resistant Cultivars Breeding in grapevine against powder and downy mildew

Abstarct:

This project was initiated for improvement of quality grape varieties resistant to powder and
downy mildew. For this purpose used two crossing population of "Kalecik Karas1 x Regent" and
"Bogazkere x Regent" which consist the cross between good quality, but susceptible to fungal
diseases red wine grape varieties of our country "Kalecik Karasi" and "Bogazkere" and high quality
red wine grape variety "Regent" which are bred to be durable resistant against powder and downy
mildew in Grapevine Breeding Institute of Geilweilerhof in Germany.

The project carried out in two consecutive years. As a result of hybridization study in
"Bogazkere x Regent" combination 695 and in "Kalecik Karasi x Regent" combination 68 F1 plants
were obtained. In "Bogazkere x Regent," combination 165 and in "Kalecik Karasi x Regent"
combination 27 healthy developed progeny were selected for the PCR analyses. The selected
progenys were screened with use of PCR markers associated against powdery and downy mildew
resistant. As a results of Marker-Assisted Selection (MAS) technique high probability of being
resistant phenotypes were selected in the early period.

According to MAS in "Bogazkere x Regent" population 24 of F1 plants was eliminated in the
early selection because theye have not pozitive results with any of resistant correlated markers. A
total of 108 F1 were selected to the second stage of breeding work they have at least gives a positive
result with one or two markers. After MAS 36 of F1 plant were given a positive results with three or
more markers correlated disease resistant. They have been selected as an resistant varieties candidates
with early selection. In "Kalecik Karas1 x Regent" population have been selected all F1 progenies
except the F1 number 10 to the second stage of breeding work that all of the F1 plants gave positive

results with at least one marker.




II. Amac¢ ve Kapsam:

Ulkemizin bagcilik konusunda dis pazarda rekabet sansini siirdiirmesi, geleneksel yontemlerin
yani sira, bitki biyoteknolojisi alanindaki gelismelerden de yararlanarak, yeni ve kaliteli {izlim
cesitlerinin elde edilmesine baglidir. Ulkemizde yeni iiziim cesitlerinin elde edilmesine yonelik
calismalar halen geleneksel melezleme 1slah1 yontemi ile yiiriitiilmektedir. Ulkemizde ve diinyada
bagciligi sinirlandiran en o6nemli faktorlerden ikisi kiilleme (Erysphe necator) ve mildiyo
(Plasmopora viticola) mantar kokenli hastaliklaridir. Ulkemizde kiilleme ve mildiyd hastaliklarina
dayanikli yeni ¢esit gelistirilmesine yonelik Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitlisiinde 1986 yilinda
baslatilan ¢alismalarda gilinimiize kadar bir adet aday tescil edilmek {izere Gida Tarim ve
hayvancilik Bakanligina bildirilmistir. Bunun nedeni geleneksel melezleme 1slah1 yontemi ile yeni
cesit gelistirmenin yogun is giicii, genis alan ve uzun siireler gerektirmesidir.

Geleneksel melezleme 1slah1 yontemini zorlastiran dezavantajlart ortadan kaldirmak amaciyla
son yillarda biyoteknolojik yontemlerden yararlanilmaktadir. Markére Dayali Seleksiyon (MDS)
yontemi ile arzu edilen karakterler ile baglantili molekiiler markorler asma 1slahinda kullanilarak,
daha kesin sonuglara, ¢ok daha kisa siirede ulagsmak miimkiindiir. Bu bilgiler 1s18inda projenin
amagclar asagidaki gibidir:

1) Asmanin heterozigotik kalitsal yapisinin sonucu F1 bitkilerinde genis bir acilim goriilmekte,
bu da melezleme sonrasi1 populasyonda arzu edilen 6zellikteki bireylerin sayisinin ¢ok diisiik
olmasina neden olmaktadir. MDS yontemi ile mantari hastaliklara dayanimla baglantih
molekiiler markorler kullanarak ¢ok sayida F1 bitkisini, cok daha kisa siirede taramak
ve dayanikh bireylerin frekansim artirmak,

2) Klasik yontemler ile melezleme sonrasinda F1 bitkilerinde dayanikli bireylerin gdzlemlenerek
secilmesi, asmada goriilen uzun genclik kisirlig1 stiresi nedeniyle ancak 4.-5. yillarda miimkiin
olabilmektedir. Bu nedenle geleneksel melezleme 1slahi ¢aligmalarinin sonuglanmasi uzun
yillar almaktadir (15-25 yil). MDS yontemi ile melezlemenin ardindan dayamkh bireyleri
molekiiler markorler kullanarak secmek ve 1slah siirecini 6nemli 6lciide kisaltmak,

3) Zamandan, is giiciinden ve alan kullammindan tasarruf edilerek, 1slah ¢calismalarinin
¢ok daha verimli ve ekonomik olmasim saglamak,

4) Projenin devamindaki cahsmalar sonrasi yeni ve dayanikh bireylerin tescil edilmesi
sonucu, hastaliklardan korunma amac¢h kullanilan kimyasal miicadele ilaclarimin

miktarin1 minimum seviyeye indirmek, kimyasal kullanimindan kaynaklanan masraf ve

cevre Kirliligini 6nemli ol¢iide azaltmak amaclanmstir.




I11. Materyal ve Yontem

1. Materyal temini ve hibrit bitkilerin eldesi

Calisma 2009-2012 yillar1 arasinda Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri
Boliimii Arastirma ve Uygulama Bagi, Ziraat Fakiiltesi Kalecik Bagcilik Arastirma Istasyonu,
Cengeller Yazis1 Kibrit Deresi Mevkii No:1 Kalecik adresindeki BAK Sarapgiliga ait bag, Bahge
Bitkileri Boliimii seralar1 ve Bahge Bitkileri Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Hasat Sonras1 Fizyoloji
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Projenin melezleme 1slah1 galismalarinda bitkisel materyal olarak; iilkemizin mantar kokenli
hastaliklara kars1 hassas ancak ¢ok kaliteli kirmiz1 saraplik iiziim g¢esitlerinden olan “Kalecik Karas1”
ve “Bogazkere” cesitleri ile Almanya Geilweilerhof Asma Islahi Enstitiisiinde kiilleme ve mildiy6
hastaliklarina dayanikli olarak islah edilen, kaliteli, kirmiz1 saraplik iliziim ¢esidi “Regent” cesitleri
[kullanilmigtir. Arastirmada “Kalecik Karasi x Regent” ve “Bogazkere x Regent” olmak tizere iki adet
melezleme kombinasyonu olusturulmustur.

Proje kapsaminda melezleme ¢alismalarinda ana ebeveyn olarak segilen gesitlerden “Kalecik
Karas1” na ait Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii Arastirma Uygulama
bagi, “Bogazkere” ¢esidine ait BAK Sarapc¢iliga ait bag ve baba ebeveyn olarak segilen “Regent”
cesidine ait Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Kalecik Arastirma ve Uygulama Istasyonu bagindan

20’ser adet saglikli omca segilerek igsaretlenmistir.

1.1 Ana ebeveynlere ait salkimlarin emaskulasyonu ve emaskule edilmis salkimlarin
izolasyonu:

Ana cesitlere ait salkimlarda, kendi ¢icek tozlariyla dollenmenin Onlenmesi amaciyla
ciceklenme baslangicindan 6nce emaskulasyon islemi yapilmistir. Bu islem, ta¢ halkasi (korolla)’ nin
yaklastk 2 mm’lik kismimin erkek organ basciklar1 ile birlikte kesilip atilmasi suretiyle
gerceklestirilmistir. Emaskulasyon islemi salkimlar iizerinde 100-150 adet ¢icek disi organ kalacak
sekilde tamamlanmis, ardindan geriye kalan ¢igekler kesilip atilarak salkimdan uzaklastirilmistir.

Emaskule edilen salkimlar 25 x 30 cm ebatlarinda parsomen keseler i¢ine alinarak, yabanci
tozlanmaya karsi izole edilmislerdir. Her bir salkimin {izerine emaskulasyon tarihi ve ¢esidin adi

yazili etiketler asilmistir (Sekil 1).




Sekil 1: Emaskulasyon islemi tamamlandiktan sonra parsomen kese kagidi ile izole edilmis

Kalecik Karasi iiziim ¢esidine ait salkimin deneme omcasi iizerindeki goriiniisii.

1.2 Emaskule edilen salkimlarin tozlanmasi ve izolasyonu:

Emaskulasyon isleminden sonra izole edilen salkimlarin ¢icek tozu kabul etme durumlari,
emaskulasyonu takip eden iki li¢ giin igerisinde kese kagitlar1 acilip, ¢igeklerin disicik tepeleri kontrol
edilerek belirlenmistir. Disicik tepesinde sekerli beyaz damlacik goriildiigii anda, babalik ¢eside ait
cicek tozlarinin bir suluboya fir¢as1 yardimiyla ana ¢esidin disi organi iizerine serpilmesi suretiyle
tozlama gerceklestirilmistir (Sekil 2). Bu sekilde melezlenen salkimlar yabanci tozlanmaya karsi
parsomen kese kagitlari igerisine alinarak yeniden izole edilmislerdir. Birinci tozlamayi takip eden iki
glinde, yukarida agiklanan islemler tekrarlanarak salkimlarda ikinci ve figilincli tozlama islemi
yapilmigtir.

Bag icerisindeki tiim iizlim cesitlerinde tozlanma ve dollenme olaylarinin tamamlanip, tane
tutumunun gergeklesmesinin goriilmesinden sonra, izole edilen melez salkimlarda keseler agilarak
salkimlara etiketleri asilmistir. Ardindan melezleme yapilan salkimlarda hasat zamanina kadar

olgunluk diizenli olarak takip edilmistir.




Sekil 2: ‘Regent’ {iziim cesidine ait ¢icek tozlari ile Kalecik Karasi ¢esidine ait emaskule
edilmis bir salkimin tozlanmasina ait goriintii

1.3 Melezlenen salkimlarin hasadi ve cekirdeklerin ¢ikartilmasi:

Melezleme yapilan “Kalecik Karast x Regent” kombinasyonu ve “Bogazkere x Regent”
lkombinasyonuna ait salkimlar olgunlagmanin ardindan etiketleriyle birlikte hasat edilmislerdir. Hasat
edilen {liziim tanelerinden, hibrit ¢ekirdekler cikartilarak meyve etinden iyice armndirilmis, yikanip

temizlenmiglerdir (Sekil 3).

Sekil 3: Melez salkimlardan hibrit ¢ekirdeklerin ¢ikarilma islemine ait bir gortintii




Cekirdekler mantari enfeksiyonlara karst fungusit (300 gr/100 It) ile muamele edilerek,
gblgede kurumaya birakilmislardir. Kurutulan hibrit tohumlar, 250°serlik gruplar halinde petri

kaplarina alinarak etiketlenmis ve katlama tarihine kadar oda sicakliginda muhafazaya alinmislardir
(Sekil 4).

Sekil 4: Katlama zamanina kadar petri kaplarinda muhafaza edilen “Bogazkere x Regent”

[kombinasyonuna ait melez tohumlarin goriintiisii.

1.4 Hibrit Tohumlarin Katlanmasi
Her iki melezleme kombinasyonundan elde edilen hibrit tohumlar katlamaya alinmiglardir. Bu
amagla katlamada kullanilacak dere kumu elekten gecirildikten sonra otoklavlanarak sterilize edilmis,
nemlendirildikten sonra 18 x 10 x 7 cm ebatlarindaki seffaf plastik kaplara doldurulmustur. Hibrit
tohumlar mantari enfeksiyonlara karsi fungusitle ilaglanmis ve ardindan katlama ortamina
serilmiglerdir. Uzerleri nemli dere kumu ile ortiildiikten sonra sicaklign +5 Co’ye ayarlanmig

inkiibatorlerde katlamaya alinmiglardir.

1.5 Hibrit tohumlarin katlamadan ¢ikarilmasi
Her iki melezleme kombinasyonunda katlamaya alinan tohumlar, 90. giiniin sonunda,

lkatlamadan ¢ikarilmislardir. Tohumlar 2.00 mm’lik elekler igerisinde su ile yikanarak kumdan

armdirilmiglardir (Sekil 5).




Sekil 5: “BogazkerexRegent” melezleme kombinasyonuna ait hibrit tohumlarin katlamadan

cikarildiktan sonra kumdan arindirilmalarina ait bir goriintii.

1.6 Hibrit tohumlarin ¢imlendirilmesi
Hibrit tohumlar, Perlit (1/2) + Torf (1) + Vermikulit (1/3) karisimindan olusan ¢imlendirme
ortami viyol kaplarina 1,5 cm derinlikte ekilmislerdir. Tohum ekimi yapilan viyoller, sicaklik, nem
ve havalandirmasi kontrol altinda olan ¢imlendirme odasina alinmistir (Sekil 6). Cimlendirme odas1

sicakligl 24 %C, nisbi nem %75 olacak sekilde ayarlanmlstlr.

e Bis A N 6 =

Sekil 6: Viyollere ekilmis tohumlarin ¢imlendirme odalarina alinmasina ait goriintii




1.7 F1 bitkiciklerinin sasirtilmasi

Cimlendirme odasinda bulunan tohumlar ¢imlenmenin goriilmesinin ardindan, koklendirme
serasina nakledilmiglerdir. Koklenen bitkicikler, 3-5 adet ger¢ek yapraklarinin ¢iktigi donemde,
icerisinde Perlit (1) + Torf (1) + Kokopit (1) karisimi bulunan siyah polietilen torbalar igerisine
sasirtilmiglardir (Sekil 7). Polietilen torbalar igerisine sasirtilan her iki kombinasyona ait F1 bitkileri

numara verilmek suretiyle etiketlenmistir

Sekil 7:Hibrit bitkilerinin sasirtilma isleminin goriintiisti

2. F1 bitkilerinden DNA izolasyonu i¢in yaprak érneklerinin alinmasi

Koklendirme serasinda bitkilerden DNA izolasyonu icin yapraklar alinmistir. Bu amagla her
bir F1 bitkisinin siirgiin ucundan itibaren, ilk {i¢ adet gen¢ yapragi alinarak, etiketi ile birlikte
aliminyum folyo ile sarildiktan sonra seffaf polietilen torbalara konulmustur. Buz iizerinde
biriktirilen torbalar vakit gecirmeden Molekiiler Biyoloji laboratuvarina gotiiriilerek, burada DNA
lizolasyonu zamanina kadar muhafaza edilmek iizere, sivi azota daldirilarak sok bir dondurmanin

ardindan, -80 °C’ deki derin dondurucuda muhafaza edilmislerdir.

3. Genomik DNA izolasyonlari:

F1 bitkilerinden DNA izolasyonlar1 saglikli gen¢ yaprak ornekleri kullanilarak, “Lefort et.al.
(1998)” protokolii ile gerceklestirilmistir.

Protokol asagida aciklanan sekilde uygulanmistir.




1. Havan igerisine konan yaprak ornekleri sivi azot ile dondurularak, havaneli yardimiyla un
kivamina gelene kadar ezilmistir. Ezilen yaprak Orneklerinden 50 mg alinarak 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplere konulmustur.

2. Tiplerin tizerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu ilave edilmis ve homojen hale gelinceye

kadar karigmasi saglanmistir.

3. Ornekler su banyosunda 65°C’de 15 dakika bekletilmistir,

4. Su banyosunun ardindan tizerlerine 0,5 ml kloroform/isoamilalkol (24:1) karisimi eklenmis,

lyice galkalandiktan sonra 30 dakika buz {izerinde bekletilmistir.

5. Ornekler oda sicakliginda, 5 dakika 14.000 rpm hizinda santrifiij edildikten sonra, ependorf
tiiplin tst kismindaki sivi, temiz ependorf tiiplere aktarilmistir.

7. Daha sonra orneklerin tizerine 0,8 ml isopropanol eklenmis ve 15-20 dakika buz {izerinde
bekletilmistir.

8. Ornekler 1 dakika 14.000 rpm hizda santrifiij edildikten sonra bir gece —20°C bekletilmislerdir.

9. Ertesi giin tiste bulunan sivi kisim uzaklastirildiktan sonra dipte kalan pelet {izerine 1 ml %
70’lik ethanol eklenmis ve 2 dakika 14.000 rpm hizinda santrifiij edilmistir.

10. Daha sonra tiiplerden ethanol uzaklastirilmis ve ependorf tiiplerin agz1 agik birakilarak
alkoliin tamamen ugmas1 saglanmaistir.

11. Son agamada dipte bulunan DNA, 50-100 ul H,O (nuclease free)’da ¢oziilmiistiir.

12. Her 100 pl igin 1 pl RNase-A eklenerek, 37°C’de 15 dakika etiivde bekletilerek RNA

uzaklastirilmistir.

3. DNA miktar ve saflik él¢iimleri:

Izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve safligma, agaroz jel goriintiileri ile birlikte
spektrofotometrik (NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer) olglimler sonucu karar verilmistir.
Spektrofotometre 6lglimleri her bir 6rnek igin iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Spektrofotometre ile miktar ve safliklar1 tayin edilen DNA oOrnekleri daha sonra PCR
uygulamalari i¢in 100 ng/pl’ ye seyreltilmistir. Stok ve seyreltik DNA 6rnekleri 20°C’ de muhafaza

altina alinmustir.

4. Hibrit genotiplere ait DNA’larin kiilleme ve mildiyo hastaliklarina dayamkhhikla
iliskili molekiiler markorler ile PCR ortaminda cogaltimlar:
F1 bitkilerine ait yaprak orneklerinden izole edilen DNA’ lar, Tablo 1’ de ayrintili 6zellikleri

verilen kiilleme ve mildiyd ile iliskili olduklar1 belirlenmis primerler kullanilarak PCR ortaminda




cogaltilmiglardir. Proje 6nerisinde kiilleme ile iliskili olarak segilen VVGLP3 primerinin son yillarda
dayaniklilikla iligkili ¢alismalarda kullanilmamasi tizerine projeden ¢ikarilarak yerine UDV015

(Tablol) primeri eklenmistir.

PCR analizi i¢in hazirlanan PCR master mixi agagidaki gibi hazirlanmistir.

\PCR master mix karisimi:

IDNA : 20-100 ng
Primer ¢ifti : 20-50 pmol
dNTP : 200-500 mM
MgCl, :1,5-3,5 mM
DNA Polimeraz : 0,5-1,5 Unite
10X Bufer 22,5 ul

Toplam hacim  : 25 pl

Hazirlanan PCR karigimlar1 200 ul PCR tiipleri igerisine konulmus ve PCR analizleri Biometra
marka Termocycler kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR kosullar1 tiim primerler i¢in asagida

aciklandig1 sekilde gergeklestirilmistir.

PCR kosullart:

1. 94 °C’ de 4 dak 6n denaturasyon

2.94 °C’ de 1 dak denatiirasyon,

3. primer annealing sicakhigi °C 1 dak (annealing),

4. 72 °C’ de 1 dak yeni iplik¢igin yazimi (extension),
5. 72 °C’ de 10 dak son yazilim,

2-4 basamaklar 35 dongii olarak uygulanmaistir.

5. PCR Uriinlerinin goriintiilenmesi

Thermocycler’den ¢ikarilan PCR ¢ogaltim iiriinleri agaroz jel elektroforez teknigi ile ayrilarak
UV 151k altinda goriintiilenmistir.  PCR amplifikasyon iiriinleri, SCAR primerleri igin %1.5-2'lik
agaroz jelde, SSR primerlerinde %2’lik agaroz jelde yiiriitilmis ve g¢ogaltim {iriini bantlar

gOriintiilenmistir.




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

e 1.5 gr agaroz tartilarak, 100 ml’lik erlene konulmus, iizerine 100 ml 1x TBE (Tris,

Borik asit, EDTA) ¢ozeltisi eklenmistir.

e Hafifce calkalanip, agarozun erimesi amaciyla mikrodalga firinda kaynatilmistir.

Kaynama baslangicinda mikrodalgadan c¢ikarilan ¢ozelti, musluk suyu altinda

tutularak bir miktar sogutulmus ardindan 7.5 pl Ethidium Bromid eklenmistir.

e Ethidium’un ¢dzelti icerisinde dagilmasi amaciyla erlen hafif siddette calkalanmus,

ardindan hava kabarcigr olusturmadan yavas ve dikkatli bir sekilde jel tasiyici

tepsiye dokiilmiistiir.

e Jelin polimerize olmasi i¢in 30 dakika ¢eker ocak altinda bekletilmistir.

Tablo 1: Projede kullanilan molekiiler markorler ve iliskili olduklar1 6zellikler ile bunlarin

dayandiklar1 yayinlarin listesi

Markor Ileri Primer Geri Primer Beklenen allel flgili Yayin ve Baglantili oldugu
(forward) (reverse) bityiikligii (bp) ozellik
VMC8g9 AAC ATT ATC ATATTCATC 160 | Monlar. et al.2007, Debreceni et
AAC ATGGTT CTT CCC ATC al. 2010/ SSR, Mildiyé, Runl
TTA ACT A-
VMC1g3.2 GAT AGT TAC ACTTAGCTT 122 | Merdinoglu et al. 2006, Eibach
CAT ACT TAG CAG AAG AAA et.al. 2007, Debreceni et al. 2010;
TCG GA- ATA GA- SSR, Mildiyé, Rpvl
GLP1-12 GGA ATATTT CAT TTG AAT | EcoRI kesim iir. | Donald et al. 2002; (Merdinoglu et
ACT TGG ACA TGG AGC ATA 670 bp/200 bp | al. 2006); CAPS/Runl
TCG- CTC- Kiilleme
ScORAT7- GAA ACG GGT -GGC CAT TAG 760 | Akkurt et al. 2007; SCAR,
760 GTG AGG CAA GAA ATC AAC Kiilleme
AGG TGG- ATT AC-
ScORN3-32 -GGT ACT CCC -GTACTC CCC 885 | Akkurt et al. 2007 ;SCAR,
CAT TAACGA CCA ACATAG Kiilleme
CAG C- CCAT-
UDV-015 TGCACATTT CGG GTT ACT 183 | Welter et al. 2007, Eibach et al.
(VVGLP3 CCCTCCTTAG GGG AAG GGT 2007; SSR/Rpv1/Mildiyo
yerine) AT
ScPRA14 TCT GTGCTG TCT GTG CTG 460 | Akkurt et al. yayinlanmamus/
GAG AAG AGA GCAGTCATT Mildiyo
TGAG ATT A-

5.1 PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi

Tasiyict tepsiden dikkatlice alinan jel, elektroforez tanki igerisine yerlestirildikten sonra tankin
icine jelin istiinii kapatacak kadar 1x TBE (Tris, Borik asit, EDTA) ¢ozeltisi doldurulmustur. PCR
amplifikasyon iiriinleri jele yiiklenmistir. Ornekler 100 V’da 60 dakika yiiriitiildiikten sonra UV 151k




altinda “SynGene Jel Goriintiileme Sistemi” ile goriintiilenmistir.

6. PCR iiriinlerinin kapilar elektroforezi
PCR agamasi tamamlanan SSR lokuslarina ait ¢ogaltim tiriinlerinin agaroz jelde amplifikasyon
kontrolii yapildiktan sonra, allel biiyiikliikleri Beckman Coulter (Fullerton, CA) fragment analiz
cihazinda gergeklestirilmistir. Bu amagla SLS (Sample loading solution) solusyonu ile uygun
oranlarda (20ul) seyreltilen amplifikasyon iriinlerinin tizerine 0.4 ul DNA Standard Kit-400
(Genomelab) eklenmis ve CEQ 8800XL capillary DNA analysis system (Beckman Coulter,
Fullerton, CA) sisteminde elektroforez edilmistir. Pik biiyiikliikleri ise sisteme ait fragment analizi

yazilimlari ile tespit edilmistir.

IV. Analiz ve Bulgular

1. Melezleme sonuglari ve F1 Hibrit Bitkilerinin elde edilmesi
Melezleme yapilan “Kalecik Karas1 x Regent” ve “Bogazkere x Regent” kombinasyonlarina
ait salkimlarda tozlanma ve ddllenmenin tamamlanip, tane tutumunun gerg¢eklesmesinin ardindan,

keselerin agizlart agilarak etiketleri asilmis ve melezleme yapilan salkimlarda olgunluk takip

edilmistir (Sekil 8).

Sekil 8: Tane tutumundan sonra kesesinden ¢ikarilmis ‘Bogazkere’ ¢esidine ait bir
salkimin goriintiisii

Olgunlasan melez salkimlar etiketleri ile birlikte hasat edilmislerdir (Sekil 9). Hasat edilen




liziim tanelerinden, hibrit cekirdekler ¢ikartilarak meyve etinden iyice arindirilmis, yikanip
temizlenmislerdir (Sekil 10).

iki yil siiren melezleme c¢alismalar1 sonucu; “Kalecik Karasi x Regent”

kombinasyonunda 380 , “Bogazkere x Regent” kombinasyonundan 1650 adet melez tohum
(cekirdek) elde edilmistir. Kurutulan hibrit fenotiplere ait tohumlar, petri kaplarina alinarak

etiketlenmis ve katlama tarihine kadar +4 C de muhafazaya alinmiglardir (Sekil 10).

Sekil 9: Olgunluk zamanindaki “Bogazkere x Regent” kombinasyonuna ait bir salkimin

goruntisi.

Sekil 10 “Bogazkere x Regent” kombinasyonuna ait bir salkimdan ¢ekirdeklerin ¢ikartilarak

kurutma iglemine ait goriintii

Her iki melezleme kombinasyonundan elde edilen hibrit tohumlar katlamaya alinmiglardir. Bu




amacla katlamada kullanilanacak dere kumu elekten gegirildikten sonra otoklavlanarak sterilize
edilmis, nemlendirildikten sonra 18 x 10 x 7 cm ebatlarindaki seffaf plastik kaplara doldurulmustur.
Hibrit tohumlar mantari enfeksiyonlara karsi1 fungusitle ilagclanmis ve ardindan katlama ortamina
serilmislerdir Uzerleri nemli dere kumu ile ortiildikten sonra sicakhg +4 °C’ye ayarlanmus

inkiibatorlere konulmuslardir. (Sekil 11 ve 12)

Sekil 12: Tohumlarin katlama islemine tabi tutuldugu inkiibatorlerin goriintiisii

90. giinlin sonunda, katlamaya son verilerek tohumlar inkiibatérden ¢ikarilmislardir. 2.00

mm’lik elekler igerisinde su ile yikanarak kumdan arindirilmiglardir.




Her iki kombinasyonda tohumlar, katlamanin ardindan, ¢imlendirilmeye alinmistir. Hibrit
tohumlar, Perlit (1/2) + Torf (1) + Vermikulit (1/3) karisimindan olusan ¢imlendirme ortamu serili
216’lik viyol kaplarina 1,5 cm derinlikte ekilmislerdir. Tohum ekimi elle gergeklestirilmistir..
Cimlendirme odasi sicakligi 24 °C, nisbi nem %75 olacak sekilde ayarlanmistir. Ekim yapilan

tohumlar ilk kokciiklerin ¢iktiginda, kdklendirme serasina alinmiglardir (Sekil 13).

Sekil 13: Cimlenen “Regent x Bogazkere” kombinasyonuna ait bitkilerin koklendirme
serasindaki gortintimleri

iki yil iist iiste yiiriitiilen melezlemeler ve ardindan hibrit cekirdeklerin bitkiye
|doniistiiriilmesi calismalar1 sonucunda “Bogazkere x Regent” kombinasyonunda 695 adet,

“Kalecik Karasi x Regent” kombinasyonunda 68 adet F1 bitkisi elde edilmistir.

“Kalecik Karas1 X Regent” ve “Bogazkere x Regent” melezleme kombinasyonlarinda siyah
polietilen torbalarda gelisimlerini siirdiiren F1 bitkilerinden DNA izolasyonlarinda kullanilmak {izere
yaprak ornekleri Agustos 2011 dénemi boyunca toplanmistir. Her bir F1 bitkisinin siirgiin ucundan
itibaren ilk {ic genc yapragi alinarak, etiketi ile birlikte aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra seffaf
polietilen torbalara konulmustur (Sekil 14). Buz iizerinde biriktirilen torbalar vakit ge¢irmeden

laboratuvara gotiiriilerek, burada izolasyon zamanina kadar muhafaza edilmek iizere, sivi azota




daldirilarak sok bir dondurmanin ardindan, -80 "C deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

B P T

Sekil 14. “Kalecik Karas1 x Regent” kombinasonunda F1 bitkilerinde siirgiin ucundan

itibaren ilk ti¢ gen¢ yapragin DNA izolasyonu amaciyla alinmasina ait bir goriint.

2. F1 bitkilerinden genomik DNA izolasyonlari ve elde edilen DNA’larin miktar ve safhik

ol¢iimleri

“Bogazkere x Regent” kombinasyonundan 167 adet, “Kalecik Karasi x Regent”
kombinasyonunda 27 adet yaprak 6rneginden DNA izolasyonlar1 Lefort et al. (1998) yontemi ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar Agaroz jel elektroforez teknigi ile goriintiilemenin ardindan
Nanodrop Spektrofotometre ile miktar ve safliklar1 dl¢iilmiistiir. Tablo 2’ de her iki kombinasyona ait
elde edilen DNA orneklerinin miktar ve saflik dl¢timleri yer almaktadir.

Miktarlar1 Olgiilen DNA oOrnekleri PCR analizlerinde kullanilmak {izere 100 ng/ul’ ye

seyreltilmistir.




Tablo2: “Bogazkere x Regent” (BR) ve “Kalecik Karasi x Regent” (KR) kombinasyonlarinda

F1 bitkilerinin numaralandirmalar1 ve numaralandirilan 6rneklerin DN A miktar ve safliklari

Ornek | Miktar (ng/ul) Saflik (260/280) Ornek No | Miktar (ng/ul) Saflik
No 0,00 NaN No 0,00 NaN
2BR 140,01 1,48 26 BR 115,97 1,70
2BR 136,70 1,50 26 BR 118,62 1,68
3BR 220,60 1,64 27 BR 79,30 1,48
3BR 221,27 1,65 27 BR 85,93 1,44
4BR 155,71 1,55 28 BR 130,78 1,41
4BR 154,21 1,56 28 BR 133,72 1,42
6BR 98,68 1,38 29 BR 101,60 1,64
6BR 101,44 1,37 29 BR 111,85 1,55
7BR 101,02 1,43 30 BR 163,88 1,51
7BR 98,21 1,44 30 BR 227,80 1,39
8BR 33,46 1,20 31BR 137,50 1,59
8BR 31,41 1,14 31BR 179,47 1,43
9BR 222,13 1,70 32 BR 79,17 1,47
9BR 223,51 1,70 32 BR 75,79 1,48
10BR 138,56 1,54 33 BR 144,12 1,49
10BR 138,55 1,56 33 BR 176,74 1,43
11BR 93,90 1,68 35 BR 78,31 1,51
11BR 97,75 1,66 35BR 79,77 1,50
13 BR 106,61 1,47 36 BR 110,84 1,53
13 BR 105,19 1,46 36 BR 113,40 1,51
12BR 178,17 1,61 37 BR 77,33 1,47
12BR 179,83 1,61 37 BR 78,36 1,41
14BR 143,56 1,49 38 BR 81,43 1,36
14BR 144,54 1,49 38 BR 85,60 1,38
15BR 94,22 1,46 39 BR 91,21 1,54
15BR 56,97 1,41 39 BR 92,35 1,52
16BR 183,69 1,58 40 BR 171,28 1,52
16BR 180,65 1,58 40 BR 160,99 1,56
17BR 149,67 1,57 41 BR 105,74 1,42
17BR 150,95 1,55 41 BR 106,38 1,43
18BR 87,29 1,49 42 BR 87,19 1,37
18BR 76,60 1,51 42 BR 84,30 1,45
19BR 49 47 1,43 43 BR 166,79 1,41
19BR 106,68 1,44 43 BR 137,75 1,51
20BR 291,00 1,72 44 BR 64,21 1,35
20BR 270,84 1,72 44 BR 63,95 1,34
21 BR 279,92 1,50 45 BR 132,45 1,54
21 BR 286,24 1,44 45 BR 132,30 1,56
22 BR 136,50 1,70 46 BR 98,73 1,52
22 BR 142,83 1,69 46 BR 97,43 1,54
23 BR 120,07 1,56 47 BR 34,54 1,31
23 BR 148,07 1,49 47 BR 34,62 1,31
24 BR 93,17 1,38 48 BR 77,56 1,54
24 BR 83,00 1,42 48 BR 78,86 1,55
25 BR 119,64 1,48 49 BR 28,05 1,35
25 BR 90,20 1,50 49 BR 27,36 1,37




OrnekNo | Miktar (ng/ul) | Saflik (260/280) Ornek No | Miktar (ng/ul) | Saflik (260/280)
50 BR 52,80 1,34 79 BR 105,73 1,60
50 BR 33,23 1,32 79 BR 107,86 1,60
51 BR 163,78 1,60 80 BR 76,01 1,42
51 BR 157,91 1,63 80 BR 71,91 1,47
52 BR 144,63 1,69 81 BR 38,44 1,36
52 BR 150,76 1,66 81 BR 25,95 1,32
53 BR 80,15 1,43 82 BR 59,33 1,33
53 BR 79,29 1,46 82 BR 58,97 1,30
54 BR 20,41 1,42 83BR 90,73 152
54 BR 68,71 1,45 83 BR 88,90 152
55 BR 63,54 1,49 84 BR 76,69 1,39
55 BR 63,48 151 84 BR 78,28 1,40
56 BR 60,97 1,42 85 BR 65,85 1,44
56 BR 61,78 1,43 85 BR 65,02 1,43
57 BR 74,77 1,58 86 BR 61,13 1,40
57 BR 74,81 1,59 86 BR 60,26 1,39
58 BR 54,78 1,49 87 BR 131,30 1,65
58 BR 68,64 154 87 BR 133,03 1,64
59 BR 80,10 1,40 88 BR 89,94 1,43
59 BR 78,56 1,41 88 BR 91,94 1,40
60 BR 76,37 1,42 89 BR 119,30 1,62
60 BR 76,68 1,43 89 BR 117,68 1,64
61 BR 170,45 1,63 91 BR 171,06 1,62
61 BR 176,35 1,60 91 BR 172,38 1,62
62 BR 151,96 1,46 92 BR 4255 1,34
62 BR 145,36 151 92 BR 42,38 1,34
63 BR 255,28 178 93BR 62,82 1,40
63 BR 215,47 1,82 93BR 61,36 1,41
64 BR 56,17 1,38 94 BR 59,43 1,24
64 BR 53,37 1,40 94 BR 59,88 1,22
65 BR 12334 1,63 95 BR 43,23 1,14
65 BR 123,85 1,63 95 BR 43,64 1,14
66 BR 137,72 1,41 96 BR 75,93 1,30
66 BR 109,96 1,53 96 BR 76,28 1,31
67 BR 89,30 1,43 97 BR 59,28 1,30
67 BR 87,57 1,42 97 BR 59,08 1,33
68 BR 53,79 1,45 98 BR 133,67 1,48
68 BR 57,77 1,37 98 BR 134,89 1,47
69 BR 325,26 1,34 99 BR 233,54 1,76
69 BR 173,49 1,49 99 BR 235,23 1,76
71BR 43,65 1,22 100 BR 135,90 1,36
71BR 4352 1,27 100 BR 130,66 1,36
72 BR 146,75 151 102 BR 211,35 1,58
72 BR 128,90 1,59 102 BR 205,30 1,64
73BR 57,33 1,50 103BR 82,31 1,39
73BR 56,30 154 103 BR 81,77 1,40
74 BR 67,02 1,15 104 BR 191,21 1,69
74 BR 53,49 1,31 104 BR 187,74 1,67
75 BR 64,91 1,37 107 BR 135,77 1,55
75 BR 66,16 1,40 107 BR 131,61 1,51
76 BR 74,21 153 108 BR 76,12 1,43
76 BR 73,63 1,51 108 BR 71,13 1,37
77 BR 41,61 1,36 110 BR 94,44 1,52
77 BR 41,85 1,37 110 BR 90,76 1,48
78 BR 66,29 152 111 BR 86,57 1,44
78 BR 65,79 154 111 BR 84,42 1,41




Ornek No Miktar (ng/ul) Saflik (260/280) Ornek No Miktar (ng/ul) Saflik (260/280)
112 BR 81,57 1,50 133 BR 129,77 1,47
112 BR 85,95 1,46 133 BR 129,37 1,48
113BR 80,89 1,49 134 BR 110,99 1,43
113BR 78,66 1,48 134 BR 111,02 1,38
114 BR 78,90 1,43 137 BR 86,18 1,32
114 BR 78,78 1,41 137 BR 84,42 1,33
116 BR 110,03 1,45 138 BR 134,60 1,46
116 BR 107,86 1,42 138 BR 134,92 1,45
117 BR 228,95 1,71 139 BR 287,09 1,49
117 BR 227,81 1,70 139 BR 225,21 1,66
119 BR 64,73 1,44 143 BR 98,15 1,33
119 BR 67,10 1,42 143 BR 101,22 1,32
122 BR 104,73 1,20 144 BR 201,90 1,69
122 BR 104,63 1,20 144 BR 196,72 1,68
126 BR 135,50 1,36 146 BR 108,35 1,53
126 BR 130,99 1,36 146 BR 104,59 1,50
127 BR 153,80 1,20 147 BR 126,19 1,53
127 BR 122,65 1,41 147 BR 127,65 1,52
128 BR 131,01 1,45 135 BR 319,19 1,80
128 BR 131,72 1,40 135 BR 319,55 1,81
129 BR 117,00 1,48 132 BR 161,21 1,72
129 BR 113,09 1,45 132 BR 160,57 1,76
130 BR 180,55 1,38 157 BR 253,33 1,75
131 BR 115,99 1,55 157 BR 253,04 1,75
131 BR 114,37 1,55 152 BR 135,73 1,78
133 BR 129,77 1,47 152 BR 133,90 1,77
133 BR 129,37 1,48 121 BR 75,12 1,71
134 BR 110,99 1,43 121 BR 75,77 1,72
134 BR 111,02 1,38 158 BR 243,57 1,82
137 BR 86,18 1,32 158 BR 243,79 1,85
137 BR 84,42 1,33 151 BR 279,99 1,79
138 BR 134,60 1,46 151 BR 276,47 1,79
138 BR 134,92 1,45 156 BR 304,39 1,77
139 BR 287,09 1,49 156 BR 295,65 1,77
139 BR 225,21 1,66 141 BR 244,51 1,75
143 BR 98,15 1,33 141 BR 242,90 1,74
143 BR 101,22 1,32 145 BR 141,42 1,68
144 BR 201,90 1,69 145 BR 135,48 1,69
144 BR 196,72 1,68 125 BR 100,42 1,64
146 BR 108,35 1,53 125 BR 93,97 1,68
146 BR 104,59 1,50 123 BR 234,23 1,77
147 BR 126,19 1,53 123 BR 236,60 1,75
147 BR 127,65 1,52 118 BR 392,04 1,75
122 BR 104,73 1,20 118 BR 396,75 1,76
122 BR 104,63 1,20 124 BR 120,51 1,74
126 BR 135,50 1,36 124 BR 122,79 1,72
126 BR 130,99 1,36 140 BR 148,18 1,74
127 BR 153,80 1,20 140 BR 139,72 1,74
127 BR 122,65 1,41 142 BR 178,56 1,70
128 BR 131,01 1,45 142 BR 173,17 1,71
128 BR 131,72 1,40 162 BR 248,70 1,74
129 BR 117,00 1,48 162 BR 247,63 1,75
129 BR 113,09 1,45 136 BR 111,33 1,72
130 BR 180,55 1,38 136 BR 114,87 1,72
131 BR 115,99 1,55 101 BR 556,61 1,83
131 BR 114,37 1,55 101 BR 564,73 1,83




Ornek No | Miktar (ng/ul) | Saflik (260/280) Ornek No | Miktar (ng/ul) | Saflik (260/280)
339 BR 145,39 1,39 126 BR 121,59 1,34
339 BR 123,61 1,44 126 BR 120,06 1,35
326 BR 204,56 1,49 127 BR 85,59 1,47
326 BR 152,35 1,63 127 BR 89,68 1,50
209 BR 429,09 1,44 159 BR 38,60 1,56
209 BR 429,70 1,43 159 BR 41,02 153
258 BR 258,23 151 106 BR 195,89 1,74
258 BR 110,33 1,58 106 BR 167,70 1,81
262 BR 119,10 1,38 161 BR 161,08 1,90
262 BR 117,90 1,46 161 BR 160,86 1,89
210 BR 520,66 1,42 163 BR 52,73 1,64
210 BR 512,07 1,42 163 BR 59,72 1,59
330 BR 117,06 1,09 160 BR 137,92 1,77
330 BR 106,46 1,15 160 BR 125,05 1,80
325 BR 134,13 1,46 239 BR 78,82 1,78
325 BR 125,75 151 239 BR 71,16 1,83
312BR 81,44 1,45 239 BR 68,71 1,89
312BR 121,41 1,39 165 BR 175,11 1,85
318 BR 147,91 1,43 165 BR 172,97 1,85
318 BR 131,84 152 120 BR 51,75 1,61
385 BR 97,76 1,43 120 BR 51,62 1,56
385 BR 98,40 1,44 122 BR 117,92 117
311 BR 188,70 1,66 122 BR 118,76 1,16
311 BR 182,68 1,70 148 BR 161,04 1,82
319 BR 436,01 1,62 148 BR 162,08 1,81
319 BR 441,39 1,62 109 BR 631,47 1,93
340 BR 287,93 1,45 109 BR 636,55 1,93
340 BR 294,64 1,44 134 BR 113,67 1,47
142 BR 177,46 1,63 134 BR 116,25 1,46
142 BR 178,68 1,60 90 BR 241,01 1,88
292 BR 150,91 1,37 90 BR 237,16 1,89
292 BR 101,71 1,47 153 BR 64,47 1,58
269 BR 136,95 1,55 153 BR 61,88 1,56
269 BR 127,66 1,58 277 BR 83,81 1,90
202 BR 526,83 1,35 277 BR 84,03 1,86
202 BR 522,15 1,35 230 BR 141,21 1,81
205 BR 106,56 1,56 230 BR 142,37 1,78
205 BR 104,55 1,54 265 BR 204,59 1,90
200 BR 221,53 1,64 265 BR 221,90 1,91
200 BR 227,20 1,63 299 BR 77,80 1,92
277 BR 53,26 152 299 BR 75,31 1,92
277 BR 54,37 1,47 299 BR 78,03 1,86
277 BR 52,58 1,47 285 BR 84,31 1,83
235 BR 76,68 157 285 BR 83,41 1,89
235 BR 77,40 154 329 BR 73,37 1,70
296 BR 496,14 1,84 329 BR 71,51 173
296 BR 505,39 1,84 327BR 102,04 1,69
224 BR 92,29 0,62 327BR 87,90 1,80
224 BR 99,57 0,65 322BR 85,65 1,74
224 BR 11,05 1,03 322BR 76,67 1,86
237 BR 167,35 0,93 334BR 61,36 1,90
237 BR 168,72 0,95 334BR 63,87 1,89
267 BR 246,35 1,10 348 BR 112,23 1,95
267 BR 250,24 1,12 348 BR 109,33 1,93
REGENT | 602,58 1,83 225 BR 50,30 1,82
REGENT | 607,69 1,83 225 BR 51,67 1,79




Ornek No Miktar (ng/ul) Saflik (260/280)
207 BR 110,18 1,86
207 BR 107,82 1,85
245 BR 65,06 1,51
245 BR 62,04 1,49
235BR 51,66 1,85
235BR 52,10 1,87
252 BR 68,09 1,88
252 BR 67,75 1,91
247 BR 94,60 1,83
247 BR 91,18 1,86
261 BR 77,43 1,86
261 BR 77,50 1,87
260 BR 61,91 1,85
260 BR 63,61 1,87
243 BR 59,17 1,94
243 BR 60,42 1,90
206 BR 67,12 1,88
206 BR 67,74 1,82
218 BR 82,08 1,86
218 BR 80,54 1,88
278 BR 68,85 1,88
154 BR 426,70 1,70
154 BR 430,19 1,71
207 BR 110,18 1,86
207 BR 107,82 1,85
245 BR 65,06 1,51
245 BR 62,04 1,49
235 BR 51,66 1,85
235 BR 52,10 1,87
252 BR 68,09 1,88
252 BR 67,75 1,91
247 BR 94,60 1,83
247 BR 91,18 1,86
261 BR 77,43 1,86
261 BR 77,50 1,87
260 BR 61,91 1,85
260 BR 63,61 1,87
243 BR 59,17 1,94
243 BR 60,42 1,90
206 BR 67,12 1,88
206 BR 67,74 1,82
218 BR 82,08 1,86
218 BR 80,54 1,88
278 BR 68,85 1,88
154 BR 426,70 1,70
154 BR 430,19 1,71
207 BR 110,18 1,86
207 BR 107,82 1,85
245 BR 65,06 1,51
245 BR 62,04 1,49
235 BR 51,66 1,85




Ornek No Miktar (ng/ul) Saflik (260/280)
1KR 53,11 1,29
1KR 52,83 1,31
2 KR 89,77 1,45
2 KR 88,91 1,45
3KR 133,51 1,65
3KR 134,32 1,69
5 KR 71,42 1,44
5 KR 71,78 1,40
6 KR 87,05 1,58
6 KR 88,96 1,53
7 KR 127,27 1,56
7 KR 122,44 1,66
8 KR 210,82 1,70
8 KR 209,39 1,69
9 KR 494,38 1,86
9 KR 492,70 1,89
10 KR 119,66 1,58
10 KR 94,77 1,74
11 KR 134,51 1,76
11 KR 104,14 1,91
12 KR 155,92 1,99
12 KR 156,73 1,99
13 KR 213,86 1,65
13 KR 194,08 1,73
14 KR 226,12 1,61
14 KR 184,37 1,72
15 KR 131,78 1,81
15 KR 136,33 1,75
16 KR 270,69 1,98
16 KR 259,73 1,97
17 KR 155,66 1,35
17 KR 120,36 1,45
18 KR 169,61 1,54
18 KR 145,59 1,59
19 KR 227,05 1,78
19 KR 223,64 1,79
20 KR 385,05 1,62
20 KR 343,37 1,75
21 KR 432,99 1,96
21 KR 437,14 1,88
22 KR 137,69 1,30
22 KR 121,34 1,35
23 KR 74,88 1,55
23 KR 72,57 1,63
24 KR 204,05 1,63
24 KR 192,84 1,70
25 KR 231,38 1,67
25 KR 162,00 1,93
26 KR 278,64 1,85
26 KR 249,61 1,94
27 KR 573,67 1,77
27 KR 609,22 1,72

*Her bir 6l¢iim 2 tekerriirlii yapilmis ve 6l¢lim ortalamalarina gore seyreltme islemleri gerceklestirilmistir.




3. Kiilleme ve Mildiyo ile iliskili primerler ile PCR Amplifikasyonlari

DNA’lar1 izole edilen o6rneklerin SSR (Simple Sequence Repeats), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) ve CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) PCR
tekniklerine uygun ¢ogaltimlari Biometra Thermocycler ‘da gergeklestirilmistir.

PCR amplifikasyon firiinleri, SCAR primerleri i¢in (SCORA7-760, SCORN3-32, SCORA14)
%01.5-2'lik agaroz jelde kontrol edilerek, SCAR primer yoniiyle pozitif bant veren bireyler ilgili
hastalik (kiilleme / mildiy6) yoniiyle dayanikli fenotip adayi olarak se¢ilmislerdir (Sekil 15,16,17).

CAPS markdriiniin (GLP1-12) amplifikasyon iirinleri Merdinoglu et al. (2006)’ a gére EcoRl
restriksiyon enzimi ile kesilmis ve kesimin ardindan 670 bp ve 200 bp alleller olusan Grnekler
dayanikli fenotip aday1 olarak secilirken, kesim olugsmayan 6rnekler hassas olarak degerlendirilmistir
(Sekil 18).

PCR asamasi tamamlanan SSR primerlerine (VMC1g3.2, VMC8g9, UDV-015) ait
amplifikasyon iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde amplifikasyon kontrolii yapilmistir (Sekil 19-24).
Amplifikasyon olusturan orneklerde allel biyiikliikleri, Beckman Coulter (Fullerton, CA) Fragment
Analizi cihazinda belirlenmistir. Dayaniklilikla iliskili allellere sahip olduklar1 belirlenen genotipler,

belirlenerek, dayanikli fenotip adayi olarak segilmislerdir.

Sekil 15: ScOrA7-760 (SCAR) primeri ile ¢ogaltilan F1 bitkilerine ait orneklerin PCR
irlinlerinin goriintiisii. 760 bp biiyiikliigiinde bant veren bireyler kiillemeye dayanikli, bant
olusturmayanlar hassas olarak degerlendirilmistir (Akkurt et al. 2007).




—— — — D — — 885bp

Sekil 16: ScOrN3-32 (SCAR) primeri ile g¢ogaltilan F1 bitkilerine ait 6rneklerin PCR
[rtinlerinin goriintlisii. 885 bp biiyiikliigiinde bant veren bireyler olasi kiilllemeye dayanikli, bant
olusturmayanlar hassas (Akkurt et al. 2007). (Bireylerin %80’i amplifikasyon olusturdugundan bu

primer MDS amagli kullanilmamustir).

Sekil 17: ScPR-A14 (SCAR) primeri ile c¢ogaltilan F1 bitkilerine ait Orneklerin PCR
[rtinlerinin goriintlisii. 460 bp biylkliginde bant veren bireyler olasi mildiydye dayanikli, bant

olusturmayanlar hassas olarak degerlendirilmistir (Akkurt et al. yayinlanmamus).




1€ 1600 bp

Sekil 18: GLP1-12 (CAPS) primeri ile ¢ogaltilan F1 bitkilerine ait PCR iiriinlerinin, EcoRI
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesiminden sonraki goriintiisii. Runl geni ile iliskili bireyler
EcoR1 ile kesim {iriinii 670 bp ve 200 bp bant olusturmus, hassas bireyler kesim olusturmamistir
(Merdinoglu et al. 2006).

Sekil 19: VMCB8g9 (SSR) primeri ile ¢ogaltilan F1 bitkilerine ait 6rneklerin PCR iiriinlerinin
goriintiisii. Amplifikasyon kontrolii agaroz jelde yapilmis, allel biiyiiklikleri Beckman Coulter

(Fullerton, CA) Fragment Analizi cihazinda belirlenmistir.




Sekil 20: VMCl1g3.1 (SSR) primeri ile ¢ogaltilan F1 bitkilerine ait drneklerin PCR iiriinlerinin
goriintiisii. Amplifikasyon kontrolii agaroz jelde yapilmis, allel biiyiiklikleri Beckman Coulter
(Fullerton, CA) Fragment Analizi cihazinda belirlenmistir.

Sekil 21: UDVOI1S5 (SSR) primeri ile ¢ogaltilan F1 bitkilerine ait 6rneklerin PCR iiriinlerinin
goriintiisii. Amplifikasyon kontrolii agaroz jelde yapilmis, allel biiyiiklikleri Beckman Coulter
(Fullerton, CA) Fragment Analizi cihazinda belirlenmistir.




“Bogazkere x Regent” melezleme kombinasyonunda F1 bitkilerinin PCR analiz sonuglari
toplu olarak Tablo 3’de yer almaktadir. “Kalecik Karasi x Regent” kombinasyonuna ait F1

bitkilerinin PCR analiz sonuglarinin toplu bir incelemesi ise Tablo 4’de verilmistir.

V. Sonuc ve Oneriler

Proje calismalari ile iki y1l iist liste yapilan melezleme ¢alismalari, ardindan hibrit tohumlarin
cimlendirme, ¢imlenen tohumlarin bitkiye doniistiiriilmesi sonucunda “Bogazkere x Regent”
melezleme kombinasyonunda 695 adet F1 bitkisi elde edilmistir.

“Kalecik Karast X Regent” kombinasyonunda melezleme calismalar1 {i¢ yil st {iste
gergeklestirilmistir. Bunun nedeni ilk iki yilda tiim ¢abalara ragmen istenen sayida tane tutan salkim,
dolayistyla hibrit tohum (¢ekirdek) elde edilememesidir. Buna bir de elde edilen tohumlarin ¢ok
diisiik ¢cimlenme oran1 eklendiginde elde edilen F1 hibrit bitki sayis1 68’de kalmustir.

“Bogazkere x Regent” kombinasyonunda saglikli gelisen 165 adet F1 bitkisi secilmis ve
Ikiilleme ve mildiy6 hastaliklarina dayaniklilikla iligkili olarak farkli arastiricilar tarafindan tespit
edilerek yayinlanan ve ayrintili 6zellikleri Tablo 1’ de verilen markorler ile PCR analizleri yapilarak,
s6z konusu hastaliklara dayanikli olma olasihig1 yiiksek fenotipler, erken donemde teshis edilmistir.
'Yukaridaki islem basamaklari ikinci kombinasyon olan “Kalecik Karasi x Regent” kombinasyonunda
toplam 27 adet bitkide gergeklestirilebilmistir.

VMCB8g9 primeri ile 160 bp allele sahip olan genotipler, kiilleme hastaligina dayaniklilikla
iliskili oldugu belirlenen Runl (Resistenz uncinula necator; Kiilleme) geni ile siki iligkili
bulunmustur (Merdinoglu et al. 2006). Markoriin kiillemeye dayaniklilikla iliskili Markore Dayali
Seleksiyon (MDS) amagli kullanimi farkli arastiricilar tarafindan denenmis ve dayaniklilikla iliskisi
dogrulanmistir (Eibach et. al. 2007, Debreceni et. al. 2010). Ancak yukarida verilen ¢alismalarin
hepsinde populasyonlar Muscadinia rotundifolia melezlerinden olugsmaktadir. Projede, elde edilen F1
bitkilerinden higbirisinin 160 bp allele sahip olmadigi belirlenmistir. Bu durumun Runl geninin
2n=40 kromozoma sahip, Muscadinia alt cinsine ait Muscadinia rotundifoli’ da belirlenmis
olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Nitekim proje populasyonumuzda kullandigimiz
ebeveynlerin tamami1 2n=38 kromozoma sahip Euvitis alt cinsine aittir. Melezlemelerimizde
dayaniklilik kaynagi olarak kullandigimiz ebeveyn, ‘Regent’ ¢esidinin de 160 bp allele sahip
olmadigi goriilmiistiir (Tablo 3-4). Bu nedenle projedeki popiilasyonlarimizda VMC8g9 primerinin
[Markore Dayali Seleksiyon (MDS=MAS) amagl kullaniminin uygun olmadigi sdylenebilir. Bu




nedenle bu primer sonuglari projede MDS amagli degerlendirmelerde kullanilmamustir.

VMC1g3.1 markdrii Merdinoglu et al. (2006) tarafindan Rpv1 (Resistenz Plasmopora viticola)
geni ile iliskili olarak Muscadinia rotundifolia’ da belirlenmistir. 122 bp allele sahip bireylerin
Plasmopora viticola (mildiy6) hastaligina yiiksek oranda dayanikli oldugu yapilan arastirmalarda
ortaya c¢ikarilmigtir (Merdinoglu et al. 2006; Eibach et al. 2007, Debreceni et al. 2010). “Bogazkere x
Regent” melezleme kombinasyonumuzda dayanikli ebeveyn olan ‘Regent’ ¢esidinin 122/139 bp
allellere sahip oldugu, populasyondaki F1 bitkilerinden 78 adetinin de dayaniklilikla iligkili 122 bp
allele sahip oldugu belirlenmistir. “Kalecik Karas1 x Regent” kombinasyonunda ise toplam 19 adet
bireyin 122 bp allele sahip oldugu belirlenmistir. Bu bireyler mildiyd hastaligina dayanikli
olabilecekleri diisiincesiyle se¢ilmislerdir.

Welter et al. (2007) “Regent x Lemberger” melezlemesinden olusan populasyonu kullanarak
gelistirdikleri genetik haritada, 15 numarali kromozomda UDVO015b markéri ile mildiydye dayanim
arasinda siki bir iligki tespit etmis, Eibach et al. (2007) arastirmasinda bu iligkiyi destekler sonuclara
ulagsmistir. Projede UDVO15 primeri kullanarak yaptigimiz PCR analizlerinde “Bogazkere x Regent”
kombinasyonunda 45 adet bireyin, dayanikli ebeveyn ‘Regent’ ile aynmi allellere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu bitkiler mildiyéye dayanikli ¢esit adayr olarak se¢ilmislerdir. “Kalecik Karasi X
Regent” kombinasyonunda higbir F1 bitkisinin dayanikli ebeveynin allellerine sahip olmadigi
belirlenmistir.

Akkurt ve ark. (2007) SCORA7-760 markorii ile kiillemeye dayaniklilik arasinda giiclii bir
iliski tespit etmislerdir. Projede “Bogazkere x Regent” melezleme kombinasyonunda 51 adet fenotip
SCORA7-760 markérii ile 760 bp biiyiikliigiinde bant olusturduklari i¢in kiillemeye dayanikli fenotip
aday1 olarak se¢ilmislerdir. “Kalecik Karasi x Regent” kombinasyonunda ise 27 adet F1 bitkisinden
19 adeti kiillemeye dayaniklilikla iligkili banta sahip oldugu i¢in dayanikli cesit adayr olarak
secilmistir.

GLP1-12 CAPS primeri mildiydye dayaniklilikla iliskili Rpv geni ile baglantili olarak
[Muscadinia rotundifolia’dan gelistirilmistir (Merdinoglu et. al. 2006). GLP 1-12 primerinin
amplifikasyon iiriinleri EcoR1 ile kesildiklerinde, dayanikli bireyler 670 bp ve 200 bp olmak tizere iki
allele ayrilirken, hassas bireyler kesim olusturmamistir (Merdinoglu et al. 2006, Molnar et al.2007,
Eibach et al. 2007 Debreceni et al. 2010). Projede iizerinde c¢alistigimiz populasyonlardan
“Bogazkere x Regent” kombinasyonunda toplam 44, “Kalecik Karas1 x Regent” kombinasyonunda
toplam 13 F1 bitkisi dayanikli bireylerdeki kesim iiriinii allellere (670 bp ve 200 bp) sahip olarak,
dayanikli fenotip aday1 olarak se¢ilmislerdir.

ScPR-A14 markorii mildiydye dayaniklilikla iligkili olarak tespit edilmistir (Akkurt et al.




yayinlanmamis). Dayanikli bireyler SCPR-A14 primeri ile 460 bp biiyiikligiinde amplifikasyon
irtinii bant olustururken, hassas bireyler bant olusturmamislardir. Buna gére “Bogazkere x Regent”
kombinasyonunda 66 adet birey dayanikli ¢esit aday1 olarak segilirken, “Kalecik Karas1 x Regent”
populasyonunda 3 adet birey dayanikli gesit adayi olarak se¢ilmistir.

Kiilleme ile iliskili markorlerden SCORN3-32 markorii ile hassas ‘Bogazkere’ ¢esidi de dahil
olmak iizere “Bogazkere x Regent” popiilasyonunda F1 bitkilerinin %80’ i, “Kalecik Karasi X
Regent” populasyonunda F1 bitkilerinin tamami amplifikasyon iiriinii olusturmustur. Bu nedenle, bu
markor MDS ile erken seleksiyon amagli degerlendirmeye alinmamastir.

PCR analizleri toplu olarak degerlendirildiginde, MDS sonucu “Bogazkere x Regent”
melezleme populasyonunda F1 bitkilerinden 24 adeti hastaliklara dayanimla iligski hi¢bir markor ile
pozitif sonug vermedigi i¢in erken seleksiyonla 1slah ¢alismalarindan elenmistir (Tablo 3, mavi vurgu
rengi ile isaretli bireyler). Toplam 108 adet F1 en az 1 veya 2 markor ile pozitif sonu¢ verdiginden
imitvar olarak ikinci asamaya alinmiglardir. MDS sonrasi1 36 adet F1 bitkisi ise 3 ve daha fazla
markor ile pozitif sonu¢ verdikleri icin hastaliklara dayanikh olma olasiliklar: yiiksek olarak
degerlendirilerek, erken seleksiyon ile dayanikh ¢esit adaylari olarak secilmislerdir (Tablo 3
yesil vurgu rengi ile isaretli bireyler). “Kalecik Karasi x Regent” populasyonunda 10 numarali birey
disindaki tim F1 bitkileri en az bir markdr yoniiyle pozitif olduklarindan iimitvar olarak
secilmislerdir (Tablo 4).

Projenin devaminda, genotipik ve fenotipik verilerin karsilastirilmast ve kullanilan
markorlerin etkinliginin test edilmesi amaciyla, inokiilasyon teknigi ile kiilleme ve mildiydye

dayanikli ve hassas bireylerin testlemesi ¢alismalar1 devam edecektir.




Tablo 3: “Bogazkere x Regent” melezleme kombinasyonunda F1 bitkilerinin PCR analiz sonuglari

Primer VMC8g9 (Runl VMC1g3.2 (Rpvl | UDV015 (Rpv1 SCORA7- | SCORN3- [ GLP1-12 | ScPR-A14
kiilleme) mildiyd) | mildiyo) 760 (kiil.) |32 (kiil.) | (Rpvl (mildiyd)
mildiyd)
Genotip Allel Allel Allel Allel | Allel Allel Bant var | Bant var Kesim var | Bant var
Biiyiikliigii | Bityiikliigii | Biiyiikligii | Biyiikligi | Biyikligi | Biyikligi | (1); bant | (1); bant | (1); kesim | (+); bant
bp bp bp bp | bp bp yok (0) | yok (0) yok (0) yok (-)
Regent 173 176 122 139 il 1 |
B.kere 163 168 127 155 169 17710 1 0 0
j 163 173 122 177 1920 1 i |
3 ** 163 176 122 ~ 10 1 - I
| 163 173 127 139 188 82 |1 1 -
j 163 173 122 127 177 188 | 1 1 i
7 ** 163 173 _ B 177 188 | 1 1 - I
g ** 163 176 B B _ |1 1 -
g xrrx 163 173 127 188 921 1 - i
10 * 163 173 127 177 o 1 - -
] | 163 ~ ~ B ~ 10 1 0 -
12 ** 163 176 122 139 177 _|o 1 0
13 *r** 163 176 127 _ 1 1 |
. 163 173 122 127 il 1 0
15 * 163 173 127 B 177 o 1 0
B 163 176 127 B 177 o 1 0 0
17 * 163 176 139 177 192]0 1 0
18 ** 163 173 127 177 188 | 0 1 0
19 * 163 173 127 B 177 o 1 -
] 163 173 127 _ 177 ~|o 0 - 0
e 163 176 127 177 |1 1 0
- 163 176 139 177 188 | 1 1 0
B 163 176 127 _ 177 ~|o 0 0 0
24 *+* 163 173 122 127 177 1881 1 - |




25 ** 163 B B 177 10 1 - |
26 ** 163 173 127 177 1881 1 0 0
27 ** 163 _ 122 127 192 _|o 1 | 0
29 ** 163 173 127 B 188 82 |1 1 - 0
30 *++* 163 176 127 139 188 102 1 1

| 163 173 127 _ 177 188 [ 1 1

33 ** 163 173 122 127 177 10 1 | 0
BEEEEE 163 176 122 139 i 1 i |
36 ** 163 176 _ _ 1 1 - 0
37 ** 163 176 127 139 177 188 |1 1 - |
38 ** 163 173 127 B 177 192 [ 1 1 i 0
B 163 176 127 139 177 1920 1 - 0
40 *** 163 173 127 B 177 |1 1 | |
41 * 163 176 122 127 177 192 0 0 - 0
B 163 173 127 _ 188 _|o 0 - 0
43 *** 163 173 _ _ 188 21 1 - |
45 ** 163 _ 139 177 1921 1 - 0
46 ** 163 176 127 177 _|o 1 -

47 * 163 176 127 139 177 _|o 1 -

48 *** 163 176 122 127 188 o2 1 1 - 0
49 ** 163 176 127 139 177 188 [ 1 1 - |
50 ** 163 176 127 139 188 921 1 - 0
| e 163 173 122 127 177 188 [ 1 1 |
52 * 163 _ 127 _ 177 1920 1 0
B 163 176 _ _ 177 188 | 0 0 - 0
54 *** _ _ 122 139 188 2 | 1 1 0 0
55 * 163 173 127 _ 177 188 1 1 - 0
56 * 163 _ 122 139 177 192]0 1 - 0
57** 163 173 127 139 188 921 1 0 0
58 * 163 173 127 139 177 188 [ 1 1 - 0
59 ** _ _ 122 139 188 92 | 0 : 0




60 *** 163 176 122 127 188 B 1 - 0
] | 163 176 139 _ 177 188 | 0 0 - 0
62 * 163 176 127 139 177 o 1 - I
63 *** 163 176 122 127 177 _|o 1 |

64 * 163 173 122 127 192 _|o 1 0 0
65 ** 163 176 _ _ 188 82 | 1 1 - 0
66 ** 163 173 127 139 188 92 | 1 1 | 0
67 * 163 176 122 127 177 1920 0 - 0
68 * 163 _ 127 139 192 |1 1 - 0
69 * 163 173 122 127 B 10 0 - 0
B 163 176 127 139 177 1920 1 0 0
72 ** 163 176 127 _ 188 21 1 0 0
73* 163 176 127 139 177 192 0 1 0 |
74 * 163 ~ _ _ 177 192 | 0 1 - |
75 * 163 176 122 127 177 1920 0 - 0
B 163 ~ 127 139 177 lo 1 0
77 * 163 B 122 _ 177 10 1 - 0
B 163 173 127 139 B 10 1 - 1
79 * 163 _ 122 127 177 1920 1 - 0
80 ** 163 173 127 _ 177 188 [0 1 |

81 * 163 _ 127 B 177 o 1 0

] | 163 176 127 139 177 |0 1 - 0
83 *** 163 173 122 127 188 B2 o 1 | a
85 * 163 173 127 177 188 [ 0 1 0

B 163 176 127 139 177 ~lo 0 - 0
87 * 163 173 127 _ 177 192 [0 1 - |
B 163 173 _ _ B |0 0 - 0
89 **+* 163 173 122 139 188 82 o 1 |

91 * 163 176 _ _ 177 192 [0 1 -

92 * 163 ~ 127 139 177 10 1 | 0
93 *** 163 173 127 _ 188 92 1 1 0 |




94 ** 163 173 _ _ 0 0 - |
95 ** 163 173 127 _ 1 1 - 0
B 163 176 139 _ 177 188 [0 0 - 0
97 ** 163 176 122 139 177 188 ] 0 1 - |
B 163 176 _ _ 177 188 [ 0 0 - 0
99 ** 163 176 _ _ e | 188eE | 1 1 - 0
102 * B _ 127 _ 177 188 1 0 |
103 ** 163 176 122 139 177 188 [ 1 1 - 0
104 * 163 176 _ _ 177 1881 1 - 0
107 * 163 176 122 139 177 188 [0 1 - 0
108 * B ~ _ _ 177 188 | 1 1 | 0
] | _ _ 127 177 192 [0 1 0 0
o =525 163 176 122 139 B | S8R | 1 1 | |
109 *** B B 125 127 77 | [188Med | 1 1 | 0
110 **+* 163 173 122 127 i 1 - |
111 * 163 173 _ _ 0 0 - 0
112 *** 163 173 122 127 177 188 [0 1 |
113 * 163 173 _ _ 169 1770 1 0
114 * 163 173 _ _ 177 1880 1 - |
117 ** 163 173 122 139 169 175 | 0 1 0 |
119 ** 163 173 127 139 1 1 - 0
122 ** 163 176 122 127 0 1 - 0
123 * 163 173 : - 188 82 o 0 - 0
124 * 163 176 127 177 1880 1 - 0
125 * 163 _ 127 177 192]0 1 - 0
126 * 163 176 122 139 177 188 | 0 0 - 0
127 * - - 126 127 BN [88EeE o 0 - 0
129 ** 163 176 : g 188 92 o 1 - i
131 * 163 173 177 188 [0 1 - 0
132 ** 163 173 127 139 B | 88EeE | o 1 0 |
133 ** 163 173 - - 177 192 |0 1 i i




134 **
173 17
s 3] 139
i igg 176 > 1421? 177 188 | 1 1
- = - - 177 188 | O 0 > I
- 163 173 o :
o 139 146 e 5 0
- = = : 177 188 | O 0 ) :
o 163 176 12% - : X I :
Tt > ° 177 188 - >
2 163 - 0 1
: — 177 2
144 163 el 2 o i 0
T 5 o - 177 192 |1 0 1 - :
T T 173 = 177 188 | 0 1 0 :
e 162 176 127 139 - - ; : : I
1571 ** o - _ o 1 - 0
5i- 123 2 _ _ 177 1921 0 1 - I
e 3 173 127 13 ) - - : ; I I
- 163 176 > o
= = 5 188 | O 0 S
- 163 176 : =
157 ** 163 - - e o l 0
LS s o _ 169 17510 1 I .
159 * 162 73 - - g; a1 1 6 |
173 :
160 ** 163 176 5 o 3 . 8 O I I
139 > X
165 ** 123 3 o 7 o O - 0
-166 5 s = - - 177 188 | O 0 : :
i 1 ; L - 177 188 | 1 0 - :
I 122 > - 177 1921 0 0 - :
0 ; 177 188 | 1 1 ;
205 * k% a ~ / _ O
- 163 176 g; o o | o é I
218 ** 122 17 - m = 1 0
25 a0 177 0 .
25 = 127 _ 0 - -
T L e A== L —r I
H888E | o 1 0 0




45 **+ 163 176 122 127 B | 88eE | o 1 - |
260 ** 163 176 122 127 177 _|0 1 0 |
261 * 163 173 122 139 169 | 177/188 |0 1 0 0
262 *** 163 173 122 127 B | EEEeE | o 1 | 0

_ _ 127 177 1880 0 - 0

163 176 i i 177 1880 1 - 0

163 176 127 139 177 |0 1 0 0
285 * 163 173 127 177 1920 1 0 |
292 * 173 176 i i | B8eE | o 1 0 0
I | 163 176 12 177 1880 1 - 0
299 *** 163 176 122 139 _ _|o 1 I i
311 * 163 B 149 177 188/192 |0 1 0
312 * 163 176 122 139 177 188 | 0 1 0 0
318 *** 163 176 122 139 188 82 o 1 | 0
322 * 163 176 122 127 177 1920 1 - 0
] | 163 173 _ _ 177 1880 1 - 0
326 *+* 163 173 122 127 177 192 [0 0 | |
] | 163 173 143 ] 177 188 [ 0 1 0 0
330 ** 163 176 177 188 |0 1 | 0
334 * 163 176 177 188 | 0 1 0 0
339 ** 163 176 Bl | 8IS o 1 0 0
348 ** 163 176 127 177 188 ] 0 1 0 |

*: Orneklerin kag adet markdr ydniiyle pozitif oldugunu gostermektedir; *: Mildiyd ile iliskili markérler yoniiyle pozitif *: Kiilleme ile iliskili
markorler yoniiyle pozitif; [[ll: Herhangi bir markoér ile pozitif degil; 826: hastahkara dayamklilikla iliskili en az 3 markér yoniiyle pozitif.



Tablo 4: “Kalecik Karasi x Regent” melezleme kombinasyonunda F1 bitkilerinin PCR analiz sonug¢larn

Primer VMC8g9 VMC1g3.2 UDVO015 | ScORA7-| ScORN3-| GLP1-12 ScPR-
760 32 Al4
Genotip Allel Allel Allel Allel Allel Allel Bant var Bantvar | Kesimvar | Bantvar
Biiyiikliigii | Biyiikligii | Biiyiikligii | Biyiikligi | Biyiikligi | Biyikligi | (1);bant| (1);bant| (1); kesim | (+); bant
bp bp bp bp bp bp yok (0) yok (0) yok (0) yok (-)
Regent 173 176 122 139 188 192 1 1 | |1
K. Karasi 163 173 120 127 167 177 0 1 0 0
1 ** 163 173 . 0 1 | 0
2% 163 173 177 0 1 - 0
5 * 163 173 127 139 167 175 0 1 | 0
6 ** 163 173 122 175 177 0 1 | 0
7 ** 163 173 122 177 i 0 1 | 0
g ** 163 173 . 120 169 177 0 1 I 0
g ** 163 173 167 _ 0 1 0
] | _ _ 127 139 _ _ 0 1 - 0
11%* 163 173 122 167 177 0 1 | 0
12** 163 173 122 127 169 177 0 1 I 0
13 * 173 176 127 139 177 188 0 1 0
14 * 163 173 127 167 177 0 1 - 0
15 * 163 176 139 0 1 - 0
16 * 163 173 120 167 177 0 1 - 0
17 * 127 167 177 0 1 - 0
18 * 163 173 167 177 0 1 0 0
19 * 120 167 177 0 1 - 0
20 * 163 . 167 177 0 1 0 0
21 ** 163 173 127 167 177 0 1 | 0
22 ** 163 173 139 177 188 1 1 0 |}
23 * 163 173 122 127 167 0 1 0 0
24 ** 173 176 139 143 177 188 1 1 | [
25 * . 177 0 1 0 0
26 ** 139 0 1 0 |1
27 * 120 0 1 | 0
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VII. Ekler

a) Mali Bilanco ve Aciklamalar

Proje toplam biitgesi: 79. 305 TL (proje biit¢esi) + 27. 360 TL (Ek biit¢ce) = 106.665 TL

Gider Kalemleri:

1. yil:

Makine Teghizat: Kablosuz Hava istasyonu

Sarf Malzeme:

Jiffy sisen tablet: Melezlemeden elde edilen bitkiciklerin sasirtilmasi ve bitkiye
doniistiiriilmesinde kullanilmistir

Sivi azot: DNA izolasyonu igin toplanan yaprak oOrneklerinin sok dondurulmasinda
kullanilmistir.

Penset vb.: Melezleme calismalarinda kullanilmistir

Kimyasal sarf: DNA izolasyonlarinda kullanilmistir

2.ve 3. Yil:
Kimyasal sarf malzeme: DNA izolasyonlari, PCR analizleri ve Beckmann Fragment analizi

icin gerekli sarf malzemeler, ilgili analizlerde kullanilmistir

Toplam gider: 84.869.18 TL
Kalan
21.795.82 TL



b) Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar

Projede makine teghizat kodunda yalnizca kablosuz hava istasyonu satin alinmistir.
Istasyonun, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Arastirma ve
Uygulama bagina montaji yapilmis ve vejetasyon doneminde sicaklik ve nem degerlerinin
elde edilmesi amaciyla kullanilmaktadir.

Proje gider kalemlerindeki kimyasal sarf malzemeler, yukarida agiklanan analizlerin

gerceklestirilmesi asamalarinda kullanilmistir.

¢) Yaymlar

Proje sonuglarinin degerlendirilmesi ve yayin hazirligi devam etmektedir.



