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Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Danisman: Doc. Dr. Ahmet IPEK

Bu doktora tezi ¢aligmasinda, hiyar (Cucumis sativus L.)’da 6nemli bir viriitik hastalik
etmeni olan Kabak Sar1 Mozaik Viriisii (ZYMV)’ne karsi dayaniklilik saglayan gene
baglantili molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla daha
onceden bu hastalifa kars1 belirlenen homozigot dayanikli ve homozigot hassas iki
hiyar ¢esidi kullanilmigtir. Bu ebeveynler bire bir melezlenerek F; hibritleri elde
edilmisitir. Elde edilen F; populasyonundan rastgele segilen 5 adet birey, kendilenerek 5
adet F, populasyonu olusturulmustur. Elde edilen 5 adet F, populasyonundan 1 tanesi
secilmis ve bu populasyon bireylerinin her biri ekilerek F3; asamasina gidilmistir. F3
asamasinda elde edilen bireylerden 10 ar adet tohum alinarak bu bireylerde patojenisite
testi yapilmistir. Yapilan patojenisite testi sonucunda dayanikli, hassas ve heterozigot
guruplar belirlemistir.

Yapilan her bir kademede bitkiler 3-4 gergek yaprak asamasina geldiginde bu
bitkilerden tek tek yaprak numuneleri alinarak DNA izolasyonlar1 yapilmistir. F3
asamasinda yapilan patojenisite testi sonrasinda belirlenen guruplar g6z 6niinde alinarak
hassas ana, dayanikli baba, dayanikli gurup-1, dayanikli gurup-2, hassas gurup-1, hassas
gurup-2 ve negatif kontrol (su) olmak tlizere 8 gurup belirlenmistir. Bu guruplarin
(negatif kontrol harig) DNA lar1 alinarak, molekiiler isaretleyiciler ile taramalari
yapilmistir. Molekiiler isaretleyici taramalarinda 170 adet SRAP, 586 adet SSR, 11 adet
InDel ve 308 adet AFLP primer kombinasyonlar1 kullanilmigtir. Yapilan molekiiler
tarama sonuglarina gore, 170 adet SRAP primer kombinasyonlarindan760 DNA band1
elde edilmistir. Elde edilen bu DNA bandlarindan 68 tanesi ilgili DNA larda
polimorfizm gostermis olup, polimorfizim oram1 % 8,95 tir. 586 adet SSR
primerlerinden 52 tanesi ilgili DNAlarda polimorfizm gdstermis olup, polimorfizim
orani % 8,87’ dir. 11 adet InDel primerlerinden 32 adet DNA bandi elde edilmis, elde
edilen bu bantlardan 4 tanesi polimorfizm gostermis olup polimorfizim oran1 % 12,5’tir.
Toplamda 308 adet AFLP kombinasyonu denenmistir. Yapilan bu c¢alismalarin
sonucunda E-ACA/MCA, EACA/M-CC, E/ACA/M-CT, E-AAC/M-CA, EAAC/M-CC,
EAAC/M-CT, E-AAT/M-CAC, E-AAT/M-CAG, E-ACT/M-CAA primer kombinasyonlari,
daha 6nceden olusturdugumuz ana, baba, F1 ve bulk guruplar iizerinde dogru agilim1
verdigi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiyar, ZYMV, SSR, SRAP, InDel, AFLP, molekiiler markirlar
2015, ix, 98 sayfa



ABSTRACT
PhD Thesis

DETERMINATION of MOLECULAR MARKERS LINKED to the
RESISTANCY CONTROL GENE TOWARDS ZUCCHINI YELLOW MOSAIC
VIRUS (ZYMV) in CUCUMBER (Cucumis sativus L.)

Hasan Ozgiir SIGVA
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Horticulture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet IPEK

In greenhouse cucumber (Cucumis sativus L.) cultivation, it is suggested that using of
resistant variety is the most important method for battling to virus diseases. In this PhD
thesis, we aimed that to determine of the genetic mapping via molecular markers of the
resistancy toward Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) in cucumber (Cucumis
sativus L.). In view of this aim, we determined two parental lines that are resistant and
susceptible to ZYMV. These parental lines were crossed in order to get F; population.
After we developed to F; population, we selected 5 F;s randomly to get F, populations.
After developed 5 F, populations, we selected only 1 F, population and all of F;
progenies were selfed to get Fs. In F3 stage, we selected randomly 10 F3 plants to do
pathogenisity test. After pathogenisty test, we determined to resistant, susceptible and
heterozygot plants in F, population.

All of these stages, we collected to fresh leaf samples in order to do DNA isolation. We
determined to 8 groups that were bulk groups (resistant group-1, resistant group-2,
susceptible group-1, susceptible group-2) with susceptible mother, resistant father and
negative control (water). We screened all of these group with 170 SRAP, 586 SSR, 11
InDel and 308 AFLP primer combinations. According to molecular screening results,
there were acquired 760 DNA bands from 170 SRAP primer combinations. Within 760
DNA bands, only 68 DNA band patterns showed polymorphism and the ratio of
polymorphism was 8,95 %. Within 586 SSR markers, only 52 SSRs showed
polymorphism and the ratio of polymorphism was 8,87 %. From 11 InDel markers,
tehere were acquired 32 DNA band patterns, within 32 DNA band patterns, only 4
showed polymorphism and the ratio of polymorphism was 12,5 %. Within 308 AFLP
primer combinations were done and E-ACA/MCA, EACA/M-CC, E/ACA/M-CT, E-
AAC/M-CA, EAAC/M-CC, EAAC/M-CT, E-AAT/M-CAC, E-AAT/M-CAG, E-ACT/M-
CAA primer combinations showed correct segregation on our parental lines, Fis and
bulk groups.

Key Words: Cucumber, ZYMV, SSR, SRAP, InDel, AFLP, Molecular markers
2015, ix, 98 pages
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1. GIRIS

Sebze tiretimi, ekolojik kosullarin uygun oldugu agik alanlar diginda ortii altinda da
yapildigindan y1l boyunca siirdiiriilebilen bir iiretim faaliyetidir. Ticari anlamda sebze
tiretimi 19. yiizyilin ikinci yarisindan sonra baglamis, Sanayinin gelismesi ile modern
alet ve ekipmanlarin tarima girmesi, tohum, giibre, ila¢ gibi tarimsal girdilerin yaygin
olarak kullanilmas1 sonucu sebzecilik sektdrii 20. ylizyilda hizla geligsmistir. Diinya
niifusunun artmasi ve insanlarin beslenme aligkanliklarinin  degismesi sektoriin

gelismesine katki saglamistir.

FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)nun 2012 yili
istatistiklerine gore Diinya tizerinde toplamda 57 273 114 hektar alanda 1 106 133 866
ton sebze Uretilmektedir (www.fao.org). FAO’ nun 2012 verilerine gore diinya genelinde
161 793 834 ton iiretim ile domates en fazla tiretimi yapilan sebze olmakla birlikte bunu
105 372 341 ton ile karpuz, 82 851 732 ton ile kuru sogan, 70 104 972 ton ile lahana ve
65 134 078 ton ile hiyar takip etmektedir.

Ulkemizde tropik bitkiler hari¢ pek ¢ok sebze tiirii yetistirilebilmektedir. FAO'nun 2012
yil1 verilerine gore 1 111 702 hektar alanda 27 818 918 ton sebze iiretilmis olup, toplam
bitkisel iiretim degerinin %25'ini olusturmustur. Tiirkiye sebze iiretimi bakimindan
Diinyada Cin, Hindistan ve ABD'nin ardindan doérdiincii sirada bulunurken, Avrupa’da
ise ilk sirada yer almaktadir (www.fao.org). Diinya sebze iiretimi bakimindan en ¢ok

iiretim yapilan 10 iilke ve iiretim miktarlar1 Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Sebze iiretiminin en fazla yapildigi Ege, Akdeniz ve Marmara bolgeleri tiir ve ¢esit
yoniinden de zengindir. Bu bolgeleri Marmara ve Orta Anadolu'nun kuzeyi, Karadeniz,
Gilineydogu Anadolu, Orta Anadolunun Dogusu, Orta Anadolu'nun giineyi ve Dogu
Anadolu'nun kuzeyi izlemektedir. Bolgeler igerisinde verimlilik bakimindan Akdeniz
Bolgesi ilk sirada olup, ardindan sirasiyla Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgeleri
gelmektedir. Tirkiye'de iiretilen sebzenin %82'si acikta, %18'i1 oOrtii altinda
yetistirilmektedir. Sebze liretim miktarinda 1990'lh yillardan bu yana 6nemli gelismeler
yasanmistir. Tiirkiye, sera alanlar1 bakimindan Akdeniz iilkeleri igerisinde tigiinci
sirada yer almaktadir. Teknik bilgi gerektirmesi ve iiretim maliyetinin yiliksek olmasina

ragmen Ortli alti sebze yetistiriciligi karli bir tarimsal {iretim bi¢imidir. Tirkiye'de



19401 yillarda Akdeniz sahil kusaginda baglayan ortii alt1 yetistiriciligi faaliyetleri,
hibrit ¢esitlerin de kullanimi ile sebze tarimina 6nemli katki saglamistir (Abak ve ark.
1994, Sevgican 1999, Karagoz 2003).

Cizelge 1.1. Ulkeler bazinda toplam sebze iiretim miktarlari

Sira Ulkeler Uretim (mt)
1 | Cin Halk Cumhuriyeti 573 935 000
2 | Hindistan 109 140 990
3 | Amerika Birlesik Devletleri 35947 720
4 | Tirkiye 27 818 918
5 |iran 23 485675
6 |Misir 19 825 388
7 Rusya Federasyonu 16 084 372
8 | Meksika 13 599 497
9 |Ispanya 12 531 000
10 |Italya 12 297 645

Ortii alt1 yetistiriciligindeki hizli gelisme 1980'li yillarin sonunda hibrit tohum ithalinin
baslanmas1 ve ihracat sansmmn artmasiyla baslamustir. Ortii alti yetistiriciligi, iklimin
uygun oldugu Akdeniz, Ege ve Marmara kiyilar1 ile mikro klima alanlarinda
yayginlasmustir. Ortii alti sebze yetistiriciligi, yil boyu iiretim saglanabilmesi, ihracat
imkani olmasi ve istihdama katkis1 nedeniyle 6nemli bir iiretim seklidir. Tiirkiye'nin
ortii alt1 tiretim alan1 2005 yili verilerine gore 469 bin dekardir. Bu alanin %14'i cam,

%86's1 plastik ortiilerden olusmaktadir (Tiizel 2001, Karagoz 2003).

Hiyar (Cucumis sativus L.), Cucurbitales takimindan Cucurbitaceae (Kabakgiller)
familyasindan, tek yillik, 2n-14 kromozoma sahip, sarilict bir kiiltir bitkisi olup, 2
metreye kadar boylanabilmektedir (Se¢men ve ark. 1997). Genom uzunlugu yaklasik
olarak 367 Mb olmakla birlikte Cucurbitaceae familyas: liyelerinin i¢inde en kiigiik
genoma sahiptir (Han ve ark. 2008, Ren ve ark. 2009). Sicak iklim kaynakli olan bu
familya tiyeleri genel olarak toplam sicaklik isteklerinin yiiksek olmalarindan dolayi

yazlik sebzeler gurubunda yer alirlar. Hiyar en eski kiiltlire alinan bitkilerden biridir.



Huyar bitkisinin tarihte 5000 yildir var oldugu ve ana vataninin Hindistan oldugu cesitli
kaynaklarda gosterilmektedir (Kirkbride, 1993). Hindistan’dan Cin’in dogusuna,
Asya’nin batisina, Kuzey Afrika ve Giiney Avrupa’ya yayilmistir. Yazili kaynaklara
gore ilk defa 1494 yilinda Haiti’de kiiltiire alinarak diinyaya tamitilmistir. 2012 FAO
verilerine gore, iilkemiz hiyar yetistiriciliginde 1 741 878 mt ile diinyada Cin’den sonra
2. sirada gelmektedir. Tiirkiye’yi Iran, Rusya, Ukrayna ve ABD takip etmektedir.
Diinya hiyar iiretimi bakimindan en ¢ok iiretim yapilan 15 iilke ve iliretim miktarlar
Cizelge 1.2.°de verilmistir. Ulkemizde her bolgede iiretimi yapilan bir sebze olmakla
birlikte toplam iretimin %44'i Akdeniz bolgesinden elde edilmektedir. Bu boélgeyi
sirasiyla %11 Ege, %9,8 Marmara, %9 Orta kuzey bolgesi izlemektedir. Hiyar tiretimi,
toplam sebze iiretimimiz igerisinde %35’ lik bir paya sahiptir. Ilgili {iretimlerin bdlgelere

gore paylar1 Cizelge 1.3.’te verilmistir.

Cizelge 1.2. Ulkeler bazinda hiyar iiretim miktarlar1 (www.fao.org)

Sira Ulkeler Uretim (mt)
1 Cin 48 000 000
2 Tiirkiye 1741878
3 [ran Islam Cumhuriyeti 1 600 000
4 Rusya Federasyonu 1281 788
5 Ukrayna 1 020 600
6 Amerika Birlesik Devletleri 901 060
7 Ispanya 713 200
8 Meksika 640 508
9 Misir 613 880
10 Japonya 586 500
11 Polonya 520 868
12 Endonezya 511 525
13 Irak 505 000
14 Ozbekistan 435 000
15 Hollanda 410 000




Hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinin morfolojisi, ana kok kazik kokli olup 5-10 cm
uzunluga kadar uzayabilir. Ana kok ve yan kokler toprak altinda ¢ok fazla derine
gitmezler ve topragin iist tabakalarinda bitkinin gelisim durumuna gore 50-100 cm
kadar yanlara yayilabilirler. Hiyar bitkisinin toprak nemine karsi afinitesi oldukca
yiiksektir. Bu sebepten dolayr kokler genellikle yiizeysel biiyiir ve uygun c¢evresel
kosullarda ortalama 20-25 cm derinlige kadar gelisebilir. Ana kdkten olusan yan
koklerin biiyiimesi ve dallanmasiyla kok sagak kok goriiniimii alir. Ozellikle ¢ok fazla
su tutan ve drenaji kotii olan topraklarda ana ve yan kok gelisimi iyi olmaz. Hiyar
bitkisinin morfolojik olarak gelismesi, tarla kosullarinda ana govde uygun sartlarda
ortalama 100-300 cm’ye kadar gelisebilir. Ana govde vejetatif evrede yesil-koyu yesil
renkte iken meyve olusumuyla birlikte renk sar1 yesil, agik sar1 ve sar1 renge doniisiir.

(Robinson ve Decker-Walters 1997, Sevgican 1999, Vural ve ark. 2000).

Cizelge 1.3. Bolgelere gore ortii alt1 liretim degerleri

50%
45%
40% |— 44%
35% |—

30% |—

25% |— —
26%

20% |— -
15% |— -
il 1% 10% B
5% |— E— e Som | —
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Akdeniz Ege Bolgesi Marmara Orta ve Kuzey Diger Bolgeler
Bolgesi Bolgesi Anadolu
Bolgesi

Hiyar bitkisinin ana gévdesi otsu yapida olup siiriiniicii ve tirmanici1 6zelliktedir. Genel
olarak govde koseli ve tiiylii yapidadir. Siirliniicii 6zellikte oldugu i¢in gdvde, yan
dallar1 ve meyveleri tasiyacak ve dik duracak giicte degildir. Hiyar bitkisinde yapraklar,
ana govdeye uzun bir sapla bagli olarak bogumlardan ¢ikar. Yapraklar ¢esit 6zelligi ve
yetistirme ortamina baglh olarak farkli biiyiikliik ve sekillerde olabilir, 6zellikle nemli ve
iliman ortamlarda 25-30 cm genislige kadar ulasabilirler. Yaprak kenarlar1 diiz veya

digli yapida olabilir, iist yiizeyi diiz ve parlak, alt ylizeyleri dalgali, mat ve tiiyliidir.



Yaprak sap1 uzun ve ortasi oluklu, tizeri tiylii ve dikenlidir. Bitkinin bir yere tutunarak
sartlmasin1 ve boylelikle tirmanici 6zellik kazanmasini saglayan yapilara siiliik adi
verilir. Siilikler genel olarak metamorfoza ugramis yapraklar olarak bilinirler. Hiyar
bitkisinde ¢igekler ise genellikle monoik yani tek evciklidir. Ayn1 bitki iizerinde hem
erkek hem de disi ¢igekler farkli yaprak koltuklarindan ¢ikar, bu bitkilere monoik yani
tek evcikli bitkiler denir. Monoik bitkilerde erkek c¢icekler disi ¢igeklerden Once
meydana gelir. Erkek ve disi ¢igekler kademeli bir sekilde govde lizerinde siralanir ve
genellikle disi ¢igekler yan dallar {izerinde meydana gelir. Genel olarak Hiyar bitkisinde
disi ¢igeklerin erkek ciceklere gore bulunma olasilig1 daha disiiktiir. Erkek ciceklerin
cicek sap1 kisadir. Cigcek tablasi lizerinde bes adet sepal (¢anak yaprak), bes adet agik
sar1 renkli petal (tag yaprak) ve bes adet stamen (erkek organ) bulunmaktadir. Hiyar
bitkisinde polen tasinimi genellikle ar1 gibi boceklerle saglanir. Bunun nedeni hiyarda
polenin olgunlastiginda dagilmayip, jelatinimsi bir madde ile yapisik durumda
kalmasidir. Disi ¢igeklerde cigek sap1 erkek ¢icek sapindan daha uzundur. Cigek sapinin
ucunda meyve taslagi bulunur. Meyve taslaginin u¢ kisminda erkek cicekte oldugu gibi
bes adet sepal, bes adet petal, bes adet kisirlasmis stamen Ve ortada ti¢ karpelli bir pistil
bulunur (Sevgican 1999, Vural ve ark. 2000).

Hiyar yetistiriciliginde genel olarak, esit sekil ve bilyiikliikte meyve alinabilmesi ve
yiiksek verim degerlerine ulasilabilmesi icin partenokarpik cesitlere yonelim vardir.
Bitkilerde dollenme olmaksizin meyve olusumuna partenokarpi bu ¢esit liremeye ise
partenogenez ad1 verilmektedir (King 1947, Sjut V. ve Bangerth F. 1984.). Ortii alt:
hiyar yetistiriciliginde kullanilan c¢esitlerin tamami %100 disi ¢icek olusturan ve
tozlanma ya da dollenmeye ihtiyag duymadan meyve tutabilen partenokarpik cesitlerdir.
Huyar bitkisinde, meyveler ¢esit 6zelligine bagl olarak farkli sekillerde olabilmektedir.
Uzun yuvarlak, silindirik, kama, tokmak vb. olabilir. Meyvelerin enine kesiti yuvarlak
tiggen ve dortgen olabilmektedir (Robinson ve Decker-Walters 1997, Sevgican 1999,
Vural ve ark. 2000)

Hiyar, iliman iklimlerde yetistirilen dolayisiyla diisikk ve yiiksek sicakliklardan ¢ok
kolay etkilenebilen bir sebzedir. Ozellikle soguklara karsi ¢ok hassas olup sicaklik
sifirn altina distigii durumlarda bitki gelisimi ¢ok etkilenir. Diisiik sicakliklarda

istime, yiiksek sicakliklarda fungal hastaliklar ve asir1 su kaybi nedeniyle bitki gelisimi



yavaglar. Tohumlarin iyi bir ¢imlenme gosterebilmesi igin toprak sicakliginin minimum
11 °C olmast gerekir. Cimlenme igin en elverisli toprak sicakligir ise 11-18 °C
arasindadir. Toprak sicakliginin artmasina paralel olarak tohum ¢imlenme hiz1 da artar.
Ozellikle yaz donemlerinde, hava sicakliklarinin yiiksek ve nispi nemin diisiik oldugu
kosullarda, normal sulamaya ek olarak sulama yapilarak bitki su diizenin uygun kosullar
altinda tutulmasi saglanir. Bunun yapilamadigi durumlarda bitkide metabolik gelisim
yavaslayarak verim kalitesinde azalmalara ve dolayisiyla verim kayiplarina yol agabilir.
Bu sorunla karsilasmamak igin ekim tarihlerine 6zen gostererek, Ozellikle ilkbaharda
don tehlikesinin gegmesine miiteakip ekimlerin yapilmasi gerekmektedir. Giin 15181ndan
dolayl1 olarak faydalanir, burada en énemli unsur, hiyar bitkisi glin 1s18inin miktar ve
zaman oranina bagl olarak erkek ¢icek olusumunun degismesidir. Ozellikle 6000-8000
lux araligindaki bir 1giklanma miktar1 ile 12 saat 1giklanma siiresi erkek/disi ¢igek
olusum oraninin siniridir. Bu degerlerin iizerinde ¢ikildiginda bitkide disi ¢igek orani
artarken, altindaki degerlerde erkek cicek olusumuna yonlendigi gozlemlenmistir

(Robinson ve Decker-Walters 1997, Sevgican 1999, Vural ve ark. 2000).

Toprak istegi bakimindan olduk¢a segici olan hiyar ozellikle organik maddelerce
zengin, tuz konsantrasyonu diislik, su tutma kapasitesi yliksek ve kire¢ igermeyen
topraklarda daha iyi gelisim gostermektedir. Ozellikle agir biinyeli, nem miktar1 fazla,
soguk ve kurak topraklarda yetistirilen hiyar bitkilerinde, toprak o6zelliklerinden
kaynaklanan verim kayiplar gézlemlenmistir. Ozellikle agir biinyeli topraklarda gigek
olusumunun gecikmesine bagli verim kayiplar1 gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak,
abiyotik stres kosullarindan dolayr koklerde ¢iiriimeler, koklerin patojenlere karsi
korumasiz kalmasi ve bu sebeplerden dolay1 da bitki gelisim bozkluklarida gozlemlenen
bir diger onemli noktadir. Hafif yapili topraklarda uygun giibrelemenin yapilmasi ve
organik madde ilavesi gibi bazi uygulamalar yapilmasi durumunda hiyar
yetistiriciliginde kullanilabilir. Hiyar yetistiriciliginde toprak pH’s1 diger bir dnemli
kriterdir. Ozellikle pH degerinin asidik karakterde olmasi istenir. En uygun pH degerleri
5,5-5,8 arasidir. Daha yiiksek asiditeye sahip topraklada bitki Mg elementini biinyesine
alamaz ve bitkide Mg eksikligi meydana gelir (Sevgican 1999, Vural ve ark. 2000).

Hiyar bitkisinin besin degerlerine bakilacak olursa 100 gr hiyar meyvesi 12 kalori

igcermektedir. 100 g meyvede; 96 g su, 0,6 g protein, 0,1 g yag, 2,2 g karbohidrat, 45 U



Vitamin A, 0,03 mg vitamin By, 0,02 mg. Vitamin B, 0,3 mg Niacin, 12 mg Vitamin C,
12 mg Kalsiyum, 0,3 mg Demir, 15 mg Magnezyum ve 24 mg Fosfor bulunmaktadir.
Ilgili degerler Cizelge 1.4.’te verilmistir (Anonim, 2012)

Cizelge 1.4. 100 gr hiyar meyvesinin besin degerleri

Besin Maddesi Miktar
1 Kalori 12 cal
2 Su 9% g
3 Protein 0,69
4 Yag 01lg
5 Karbohidrat 2,29
6 A Vitamini 451U
7 B1 Vitamini 0,03 mg
8 B2 Vitamini 0,02 mg
9 Niacin 12 mg
10 C Vitamini 12 mg
11 Kalsiyum 0,3 mg
12 Demir 15 mg
13 Magnezyum 24 mg
14 Fosfor 24 mg

Tiirkiye'de ortii alt1 tarimda kullanilan tohumlugun parasal degeri yaklasik 100 milyon
dolar olup, bunun yaklasik %40'lik kismi yerli tohum firmalarinin 1slah ederek
gelistirdikleri cesitlerden karsilanabilmektedir. Ortii alt1 tariminda kullanilan
tohumlugun tamamina yakini F1 hibrit ¢esitlerden olusmaktadir. Hiyar, 6zellikle ortii
altt yetistiriciliginde domates ve karpuzdan sonra en Onemli tarimsal iirlinlerden
birisidir. Yilda yaklasik 150 milyon adet hiyar tohumu kullanilmakta olup, bunun %80'1
yurtdisindan ithalatla karsilanmaktadir (Abul-Hayja ve Al-Shahwan 1991, Robinson ve
Decker-Walters 1997).

Viriislerin neden oldugu hastaliklar1 iilkemizdeki ortii alti hiyar yetistiriciliginin en

onemli sorunlarndan biridir. Onemli bir verim ve kalite kaybina yol acan viriis



hastaliklarinin herhangi bir kimyasal yontemle miicadelesi yoktur. Viriisle miicadelede
izlenebilen iki yol vardir. Bunlar, dayanikli ¢esit kullanmak ya da viriisleri tasiyan
vektor zararhilarla kimyasal miicadele yapmaktir. Kullanilan kimyasal ilaglar biraktiklar
kalintilarla c¢evre ve insan saghigr agisindan olumsuz sonuglar dogurmaktadirlar.
Ozellikle 6rtii altt hiyar yetistiriciliginde iki hasat arasindaki siirenin 2-3 giin gibi kisa
bir siire olusu dayanikli ¢esit 1slahinin insan ve cevre sagligt acisindan Onemini
artirmaktadir. (Abul-Hayja ve Al-Shahwan 1991, Robinson ve Decker-Walters 1997,
Desbiez ve Lecoq 1997, Decker-Walters ve ark. 2001).

Hiyarda goriilen 6nemli viriis hastaliklarindan bazilar1 hiyar mozaik viriisii (CMV),
hiyar damar sarilignr viriisi (CVYV) ve kabak sar1 mozaik virlisi (ZYMV)
hastaliklaridir. En yaygin olarak gozlenen viriis hastaliklari arasinda ZYMYV tarafindan
etkilenen hiyar seralarinda 6nemli oranda verim kayiplar1 gozlenmektedir (Pitrat ve ark.
1984, Providenti ve ark. 1984, Desbiez ve Lecoq 1997). Potyviriislerden olan bu etmen
son yillarda hem tarim alanlar1 hem de bitki tiirleri agisindan hizla yayginlasmaktadir.
Bu viriisiin yogun zarar yaptig1 sezonlarda zararin toplam ortii alti hiyar iiretiminde
biiyiik kayiplara neden olabilmekte bu da tiiketici ve ireticileri direk olarak

etkilemektedir. (Lecoq ve Pitrat 1984).

ZYMV'ye kars1 genetik olarak dayanikli hiyar elde edilmesi, konvansiyonel 1slah
yontemleri kullanilarak yapilmaktadir. Bu ¢aligsmalarda, 6zellikle hastalifa kars
dayanikli bitkilerin se¢ilmesi asamasinda, bitkilerin ilgili hastalik patojeni ile
testlenmesi uzun zaman almakta ve ¢ok fazla is giicii gerektirmektedir. Ozellikle patojen
inokiilasyonu ve sonrasinda patojenler sicaklik, nem gibi ¢evresel kosullardan ¢ok kolay
etkilenebilmekte ve dolayisiyla kesin sonuglar veremeyebilmekte ve 1slah ¢aligmalarinin
yavas ilerlemesine neden olmaktadir. Bunlara ek olarak, ZYMV ye kars1 dayaniklilik
geninin geriye melezleme 1slah yontemi ile kiiltiir cesitlerine aktarilirken, aktarilan
dayaniklilik geninin ¢ekinik olmasindan dolay1 dayaniklilik genini tasiyan heterozigot
bitkilerin belirlenmesi ic¢in test melezlemelerinin yapilmasit zorunluluktur. Test
melezlemelerinin yapilmasi ise hem gerekli olan is gilicii miktarin1 hem de maliyetleri
onemli Olgiide arttirmaktadir. Son yillarda 1slah c¢alismalarinda siklikla kullanilan
molekiiler isaretleyiciler destekli seleksiyonda ise istenilen 6zelligin secimi bu 6zellige

baglantili  oldugu onceden belirlenen molekiiler isaretleyiciler kullanilarak



yapilmaktadir. Islah caligmalarinda, herhangi bir hastaliga karsi dayanikli bitkilerin
secilmesi asamasinda DNA temelli molekiiler markirlarin kullanilmasi bitkilerin
tizerinde calisilan hastalia karst dayaniklilik genini tasiyip tagimadigi c¢ok erken
donemde (fide asamasinda) belirlenmesine olanak vermektedir. Bu tespit,
konvansiyonel 1slah ¢aligmalarinda yapilan testlere oranla ¢ok daha giivenilir olmakta
ve ¢ok kisa zamanda yapilabilmektedir. Ayrica gerekli is glicli miktarin1 ve maliyetini
de 6nemli Olgiide diisiirmektedir. Kullanilan molekiiler isaretleyicilerin yapisina baglh
olarak bir ¢esidin o hastaliga kars1 dayanikli, heterozigot veya hassas oldugunun tespit
edilmesi mimkiindiir. ZYMV'ye kars1 dayanikliligt kontrol eden genler hakkinda
yapilan literatiir taramalar1 sonucu dayaniklilik mekanizmasi kalitatif karakterde oldugu
belirlenmis ve tek bir ¢ekinik gen tarafindan kontrol edilmektedir (Park ve ark., 2004).
Bu hastaliga kars1 dayaniklilik saglayan gene baglantili molekiiler markirlar
gelistirilmistir (Park ve ark., 2004) fakat yapilan 6n ¢alismalarda bu molekiiler markirin
gelistirilmesi i¢in yapilan melez populasyonlarinda kullanilan genitor ile Tiirkiye’de
1islaht yapilan genitérlerin ayn1 olmadigi gézlemlenmistir. Bu nedenle, Park ve ark.
(2004) tarafindan gelistirilen molekiiler isaretleyicinin kullanilmas1 miimkiin
olmamaktadir. Amano ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen en son markir CAPS markiri

olmakla birlikte heniiz kendi populasyonlarimizda deneme imkani olmamustir.

Bu tez c¢aligmasi ile birlikte elde edilecek molekiiler markir(lar), konvansiyonel 1slah
programlarina molekiiler teknikleri entegre ederek modern DNA ve istatistiksel analiz
yontemleriyle daha etkin kilmak, hiyarda ZYMV'ye kars1 olusturulan hiyar
populasyonlarinda giivenilir bir sekilde ¢alisan molekiiler markirlar belirlemek, hiyarda
ZYMV'ye dayanikli hiyar cesitlerinin gelistirilmesi, ithal cesitlere oranla iireticilere
daha ekonomik fiyatla tohumluk temin edilmesi ve viriis hastaliklarindan dolay1 olusan

onemli ekonomik kayiplart ortadan kaldirmak i¢in kullanilacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde yapilan tez ¢alismasinda bahsi gegen, molekiiler markir teknolojileri ve
ilgili hastalik etmeni olan ZYMV (Zucchini Yellow Mosaic Virus, Kabak Sar1t Mozayik
Viriisii) hakkinda kaynak bilgiler verilmistir. Hiyar bitkisinin yani1 sira &zellikle

kabakgiller familyasina ait diger tiirlerle ilgili de bilgilere yer verilmistir.
2.1. Markir Sistemleri

Genel kapsamda biyolojik sistemlerin tiimiinde kullanilan markirlar, bitki
teknolojilerinde; 1slah caligmalari, genetik cesitliligin belirlenmesi, ebeveyn segimi,
haritalama caligsmalar1 gibi calismalarda yogun olarak kullanilmaktadir. S6zliikk anlami
isaret, imleg, belirteg olan markirlar; organizmalar arasindaki farkliliklari ortaya
koyabilmek adina belirlenen morfolojik, biyokimyasal ya da DNA temelli
parametrelerdir. Markirlar yapilarina gore 2 ye ayrilmaktadir. Molekiiler markirlar ise

yapilaria gore kendi igerisinde 4 e ayrilir. Bunlar;

1. Morfolojik Markirlar

2. Molekiiler Markirlar
a. Protein Temelli Molekiiler Markir Sistemleri
b. Hibridizasyon Temelli Molekiiler Markir Sistemleri
c. PCR Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

d. Sekans Temelli Molekiiler Markir Sistemleri
2.1.1. Morfolojik Markirlar

Bitkinin dig goriintisiinden gézlemlenebilen karakterlerin tiimiine verilen addir. Genel
kapsamda bu karakterler, bitki anatomisi ve morfolojisi ile ilgili karakterler olup
bitkinin yaprak sekli, ¢icek yapisi, meyve biyiikligi, rengi, vb. biitiin 6zellikleri
morfolojik markir olarak adlandirilabilir (Tanksley ve McCouch 1997). Bu markirlar
daha ¢ok konvansiyonel 1slah ¢alismalarinda molekiiler temelli markirlarin kesfinden
once kullanilan yontemler olarak da bilinirler. Morfolojik temelli markirlar niteleyici
karakterler olduklarindan dolay1 sonuglar gézlemi yapan kisiye gore degisebilmektedir.

Bu sebepten dolayi, morfolojik karakterizasyon yapilirken 1-5 ya da 1-9 skalasi adi
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verilen ve yapilan o gozlem i¢in belirli deger araliklari verilen Ozellikli skalalar

kullanilir. Morfolojik marker skalalarina 6rnek Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Hiyar ’da kabak sar1 mozaik viriisii hastaligina kars1 kullanilan 1-9 skalasi

Numara Reaksiyon

1 Belirti yok

3 Asagidaki yapraklarda hafif mozaik olusumu

. Asagidaki yapraklarda agik mozaik olusumu ve yukar1 yapraklarda
hafif mozaik belirtisi

7 Yukar: yapraklarda orta derecede mozaik belirtisi

9 Biitiin yapraklarda siddetli mozaik olusumu.

Morfolojik markirlar; ¢evresel kosullardan kolaylikla etkilenebilmeleri, sinirli sayida
bulunmalari, bitki vejetasyonu doneminde farkli sekillerde olabilmeleri ve pleiotropik
gen hareketlerinden dolay1 diger morfolojik karakterlerden etkilenebilmeleri morfolojik

markirlarin en 6nemli dezavantajlaridir (Tanksley ve McCouch 1997).

Genel anlamda, morfolojik markirlar, yabani tiplerin mutant formlaridir ve birgok
morfolojik markir bitkinin saglikli olarak gelisebilmesinde negatif etkilere sahip

olabilmektedir. Bu sebepten dolay1 ¢ok sayida morfolojik markir bulmak zordur.
2.1.2. Molekiiler Temelli Markirlar

Bitkide gozle goriilemeyen, daha ¢ok hiicre igerisinde gen, DNA ya da protein sekans
seviyelerindeki farkliliklarin 6lgiilebildigi parametrelerin tiimiine verilen addir (Wang
ve ark. 2007, Gostimsky ve ark. 2005). DNA gen ya da amino asit sekanslarindaki
farkliliklar kullanilir. Molekiiler markirlarin fenotipik olarak nétral 6zelliktedirler. Bu
ozellikleri konvansiyonel morfolojik markir yontemlerine oranla 6nemli bir avantaj
saglamaktadir. Molekiiler markirlar dogal yapilarina gore 4 guruba ayrilmaktadir
(Katzir ve ark. 1996, Danin-Poleg ve ark. 2000, Lopez-Sesé ve ark. 2002, Korzun 2003,
Zeid ve ark. 2003, Aggarwal ve ark. 2006).
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Bunlar;

1. Protein Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

2. Hibridizasyon Temelli Molekiiler Markir Sistemleri
3. PCR Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

4. Sekans Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

FAO/IAEA (Food and Agriculture Organization of the United Nations/ International
Atomic Energy Agency)’nin hazirlamis oldugu “Gida ve Tarimda Niiklear Teknikler ve
Boliimleri” adli ¢alismada ideal bir genetik markir su kriterlere sahip olmasi gerektigi

ifade edilmistir.

e Fenotip lizerinde zararl bir etkisi olmamalidir.

e Ekspresyon seviyesinde es baskin 6zellikte olmalidir.

e Tek kopya olmalidir.

e Kullanim agisindan ekonomik olmalidir.

e Yiiksek oranda polimorfizm i¢ermelidir.

e Kolay belirlenebilir olmalidir.

e Poliploidi ¢aligmalarinda genom spesifik 6zellikte olmalidir.

e Analizleri otomasyona uygun olmalidir.

Molekiiler markirlarin  morfolojik markirlara gore {stiin - yonleri polimorfizm
seviyelerinin yiiksek olmasi, bol miktarda bulunabilmesi ve es baskin olmasi
gosterilebilir (Katzir ve ark. 1996, Danin-Poleg ve ark. 2000, Lopez-Sesé ve ark. 2002,
Korzun 2003, Zeid ve ark. 2003, Aggarwal ve ark. 2006). Morfolojik markirlar ile
yaygin olarak kullanilan bazi molekiiler markirlarin polimorfizm seviyeleri, dominansi
durumlart ve PCR temelli olup olmamamlarina goéreki durumlart Cizelge 2.2°de

verilmistir.
2.1.2.1. Protein Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

DNA’nin protein kodlayan boliimleri tarafindan iiretilen proteinlerin taranmasina dayal

bir sistemdir. Proteinlerin taranmasi sonucu DNA’nin baz1 bolgelerindeki farkliliklar
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ortaya cikarilabilir. Bu sistemlere 6rnek Izozimler verilebilir (Perl-Treves ve ark. 1985,
Knerr ve Staub 1992, Katzir ve ark. 1996, Korzun 2003, Zeid ve ark. 2003).

Cizelge 2.2. Morfolojik ve yaygin olarak kulanaillan bazi molekiiller markirlarin
polimorfizm seviyesi, dominansi durumu ve PCR temelli olup olmamasina gore

kiyaslanmast

Markir Tipleri | PCR Temelli | Polimorfizm Orani1 | Baskinlik Durumu
Morfolojik Hayir Diistik Baskin/Cekinik/Esbaskin
Izozim Hayir Diistik Esbaskin

RFLP Hayir Diistik Esbaskin

RAPD Evet Orta-Yiiksek Baskin

STS/EST Evet Yiksek Esbaskin/Dominant
SCAR Evet Yiiksek Esbaskin

CAPS Evet Yiiksek Esbaskin

SSR Evet Yiiksek Esbaskin

ISSR Evet Yiiksek Baskin

AFLP Evet Yiiksek Baskin

SNP Evet Yiiksek Esbaskin

2.1.2.1.1. izozimler (izoenzimler)

[zoenzimler olarakta adlandirilan izozimler, katalitik &zellikleri bakimindan birbirine
cok benzeyen, fakat izoelektrik nokta veya elektroforetik hareketlik gibi 6zellikleri
bakimindan farklilik gosteren farkli amino asit sekanslarina sahip enzimlere verilen
addir. Diger bir ifade ile protein yapilar1 farkli, fakat katalizledikleri kimyasal reaksiyon
ayni olan enzimlere izoenzim ad1 verilmektedir (Perl-Treves ve ark. 1985, Knerr ve ark.
1989, Knerr ve Staub 1992, Akashi ve ark. 2002, Korzun 2003, Zeidler 2000). Ayni
hiicrede ya da dokuda, farkli dizilimlerde bulunan izozimlerin yonetecegi tepkimeler bir
farklilasmaya yol acabilir. Izoenzimlerin varligi bir dokuda belirli bir gereksinimi
karsilamak iizere metabolizmanin veya gelisim déneminin ince ayar yapmasina olanak
saglar. Biyokimyada, izoenzimler (veya izozimler) enzim izoformlar1 (birbirine ¢ok

benzeyen varyantlar)’dir.
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izozimler, diger enzimler ile birlikte hiicre organizasyonunda olusan cesitli metabolik
yolaklar ve fonksiyonlarda spesifik rol oynarlar. izozimler genel olarak hiicresel boyutta
molekiiler heterojenite gosterirler (Knerr ve ark. 1989, Knerr ve Staub 1992, Zeidler
2000). Izozimlerin diger yontemlere gore bazi avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bunlar;
diger yontemlere oranla daha ucuzdurlar, analiz metodolojisine gore daha basit ve hizli
sonuca ulasilabilir, es baskin 6zellik gosterirler. Dezavantajlar1 ise her bir izozim igin
farkli protokollerin olmasi, protokol esnasinda herhangi bir sekilde miidahele s6z
konusu olmamasi, smirli sayida bulunmalar1 doku ve (veya) gelisme donemi spesifik

olmalaridir.
2.1.2.2. Hibridizasyon Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

Bu tip molekiiler markir sistemleri, belirlenmis olan problar ile ilgili genomik DNA
arasindaki hibridizasyon temeline dayanmaktadir. Bu tip molekiiler markir sistemlerine

ornek RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) verilebilir.

2.1.2.2.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms; Simirlayici Enzim
Parca Uzunluk Cesitliligi)

Hibridizasyon temelli molekiiler markir sistemlerinden biridir. Genom iizerinde
meydana gelen bircok mutasyon cesitli niikeotidlerin kaybolmasina, eklenmesine ya da
kaymasina neden olur, bdylelikle genom iizerindeki bu kesim bdlgelerinin
parcalanmasina ya da yeni kesim bdlgelerinin olusmasina neden olur (Garcia-Mas ve
ark. 2000). Bu metoda gére DNA, gesitli restriksiiyon enzimleri (EcoRI, EcoRV, Msel,
Hindlll, Mval, BamHI, vb) ile kesilerek kii¢iik parcalara ayrilir. Elde edilen bu kiigiik
DNA pargaciklar1 spesifik ve karakteristik niileotid dizilerine sahiptirler. Bu kiigiik
DNA pargaciklar1 agaroz jel elektroforez yontemi ile birbirlerinden ayrildiktan sonra
southern hibridizasyonu yontemi ile naylon membran iizerine aktarilir, boylelikle DNA
boyut biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilmis olur.. Radyoaktif ya da kemoliiminesans
problarla isaretlenen bu DNA pargaciklar1 hibridize edilerek goriiniir hale getirilir
(Garcia-Mas ve ark. 2000).Bu yontemin kendine gére bazi avantaj ve dezavantajlari
vardir. Avantajlari, sinirsiz sayida lokusa sahiptirler, es baskin 6zellik gosterirler ve

herhangi bir sekans bilgisine gerek duyulmaz. Dezavantajlar1 ise diger yontemlere gore
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oldukga pahali bir yontemdir, bol miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulur, ¢ok fazla is giicii
gerektirir ve otomasyona uygun bir yontem degildir.

2.1.2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Temelli

Molekiiler Markir Sistemleri

PCR (Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincir Reaksiyonu), her hangi bir canlinin
genomu iizerinde bilinen iki nokta arasinda kalan 6zgiin bir bdélgenin in vitro kosullarda
enzimatik olarak ¢ogaltilmasi islemidir. PCR islemi, in vitro ortamda DNA’da istenilen
0zel bir bolgenin niikleik asitlerinin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir. PCR
isleminin gergeklesebilmesi igin ortamda DNA, PCR tampon ¢6zeltisi, MgCly, ileri ve
geri primerler, niikleotid tri fosfatlar (adenin, guanin, sitozin ve timin), taq DNA
polimeraz enzimi ve su bulunmasi gerekir. Bunlarin ayni ortamda ¢esitli sicakliklarda

tepkimeye girerek istenilen bolge(ler) ¢ogaltilabilir.
PCR islemi 3 asamadan olusur bunlar;

e Denatiirasyon (Denaturation) Asamasi; PCR karigimi yiiksek sicakliklarda
wsitilarak DNA-DNA ve DNA-primer komplekslerinin denatiire olmas1 saglanir.
Sicaklik genellikle 94-95 °C dir.

e Baglanma (Annealing) Asamasi: Sicaklik primerlerin tek zincirli DNA’ya
baglanmasina izin verilen degerlere distiriiliir. Sicaklik primerlerin yapisina
bagli olarak 37-65 °C arasinda degisir.

e Uzama (Extension) Asamasi: Karisim 72 °C ye ¢ikarilarak ANTP nin polimeraz

ile optimal diizeyde etkilesime girmesi saglanir.

Teorik olarak hedef DNA molekiilii her bir ¢evrimde duplike olur. 35 dongiiliik bir PCR
islemi sonunda 1 molekiil DNA pargasindan 2% (34 359 738 368) molekiil DNA parcgasi

olusur.

PCR temelli molekiiler markir sistemleri, diger markir sistemlerine oranla daha
giivenilir, hizli ve ucuz olmalarindan dolayr daha yaygin kullanilan yontemler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Temel olarak hepsi PCR teknolojisine dayanmakla birlikte bu
sistemlere 6rnek RAPD (Random Amplifed Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplifed Region), SSR (Simple Sequence Repeats) ve AFLP (Amplifed
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Fragment Length Polymorphisms) verilebilir (Arumuganathan ve Earle 1991, Blears ve
ark. 1998, Li ve Quiros 2001, Chiba ve ark. 2003)

PCR temelli markir sistemleri 3 ana guruba ayrilirlar. Bunlar;

e DNA c¢ogaltimi icin tek bir primer dizisi kullanilan sistemler (RAPD, SPAR,
DAF, AP-PCR, vb.),

e DNA ¢ogaltimi i¢in bir ¢ift primer dizisi kullanilan sistemler (AFLP)

e DNA ¢ogaltimi i¢in bir c¢ift primer dizisi kullanilan fakat primerlerin

olusturulabilmesi i¢in genomik niikleotid dizisine ihtiya¢ duyulan sistemler

(AMP-FLPs, STRs, SSRs, CAPS) dir.

2.1.2.3.1. RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA; Rastgele Cogaltilms
Polimorfik DNA)

DNA’nin 8-12 niikleotidden olusan tek bir primer kullanilarak PCR yonemi ile
cogaltilmasina dayanir. Bu ydntem ile ¢ogaltilan DNA parcaciklarinin agaroz ya da
poliakrilamid jelde belirli bir elektrik akimi altinda biiyiikliigline gore ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Sonuglar “var” ya da “yok™ olarak tanimlanir (Cho ve ark. 1998,

Decker-Walters ve ark. 2001, Mliki ve ark. 2003).

RAPD yontemi; ucuz olmasi, teknik olarak cok basit olmasi, herhangi bir sekans
bilgisine ihtiya¢ duymamasi, birden fazla bilgi i¢cermesi gibi ozellikleriyle 6n plana
cikmaktadir (Mliki ve ark. 2003, Gostimsky ve ark. 2005). Yapilan bir ¢aligmada
izozimler oranla ¢ok daha fazla polimorfizm tespit edilmistir (Staub ve ark. 1999).
Teorik olarak 3-15 arasinda PCR ile ¢ogaltilan DNA pargacigr verebilir (Gostimsky ve
ark. 2005). Diger taraftan, giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini diisiik olmasi,
dominant karakterde olmasit ve ekzonlarla birlikte intron bolgelerde de g¢ogalmasi
dezavantajlar1 olarak sayilabilir (Kennard ve ark. 1994, Serquen ve ark. 1997, Cho ve
ark. 1998).

Bu metod, genetik haritalamalarda, F; tanimlamalarinda, hat tanimlamalarinda, 1slah
caligmalarinda, BSA (Bulk Segreant Analizi) ¢alismalarinda, genetik ¢esitlilik, genetik

safiyet ve DNA parmak izi ¢alismalarinda, markir destekli seleksiyonlarda, tohum
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testlemelerinde ve harita temelli gen klonlamalarinda kullanilmaktadir (FAO/IAEA
2002).

2.1.2.3.2. SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions; Sekansi
Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler)

SCAR markirlart, RAPD, AFLP, ISSR gibi marker sistemlerinden gelistirilebilirler
(Gostimsky ve ark. 2005). Polimorfik oldugu belirlene DNA bandi, agaroz veya
poliakrilamit jelden kesilir, klonlanir ve sekanslanir. Sekanslanan bu bolgede uygun
primer giftleri olusturularak SCAR markirlar1 elde edilmis olur (Gostimsky ve ark.
2005).

Cok kiigiik mikterda DNA’ya ihtiya¢ duymasi, yiiksek oranda tekrarlanabilirlik olmasi,
giivenilir olmasi, es baskin 6zellikte ve tiire 6zgii olmas1 SCAR markir sistemlerinin en
Oonemli avantajlarindandir. Diger taraftan, ¢cok hassas bir yontem ve gelistirilmesinin ¢ok
pahali olmasi ise dezavantajlaridir (FAO/IAEA 2002). Bu metod, genetik
haritalamalarda, F; hibrit tanimlamalarinda, hat tanimlamalarinda, 1slah ¢alismalarinda,
BSA (Bulk Segreant Analizi) caligmalarinda, genetik cesitlilik, genetik safiyet ve DNA
parmak izi ¢aligmalarinda, markir destekli seleksiyon c¢aligmalarinda, tohum
testlemelerinde ve harita temelli gen klonlamalarinda kullanilmaktadir (FAO/IAEA

2002).

2.1.2.3.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism; Cogaltilmis Parca

Uzunluk Polimorfizmi)

AFLP markir sistemi, DNA’daki polimorfizmleri tespit etme bakimindan, diger markir
sistemlerine oranla daha hassas bir sistemdir. Bu sistem, total DNA’nin iki DNA kesim
(restriksiyon) enzimi ile kiigiik parcalara ayrilarak, bu parcalarin segici olarak
cogaltilmasi islemine dayanmaktadir. (Vos ve ark. 1995, Blears ve ark. 1998, Cho ve

ark. 1998). Bu yontem genel kapsamda 4 ana boliime ayrilmaktadir, bunlar;

e Genomik DNA nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
e Adaptorlerin baglanmasi (6n selektif amplifikasyon)
e Selektif Amplifikasyon

e (Goruntileme
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Bu yontemde genel olarak iki adet restriksiyon endoniikleaz kullanilir ve bu ydntemin
Ozglinliigiinii ortaya koymaktadir (Vos ve ark. 1995, Blears ve ark. 1998, Cho ve ark.
1998). Bu endoniikleazlar DNA y1 blyiiklii kiigtiklii birgok parcaya ayirirlar. Genel
olarak, AFLP yonteminde, EcoRI/Msel, Pstl/Msel enzim ¢iftleri kullanmaktdir. DNA
kiiciik parcalara ayrildiktan sonra restriksiyon enzimlerine 6zgii adaptdrleri bu kiiciik
DNA pargaciklarina eklenir. Eklenen adaptorlerin DNA dizileri primer olarak
kullanilarak DNA pargaciklar1 selektif olarak c¢ogaltilirlar. AFLP {iriinlerinin
gorlintiillenmesinde glimiis boyama yontemi ile poliakrilamid jel kullanilir ( Vos ve ark.
1995, Blears ve ark. 1998, Garcia-Mas ve ark. 2000, Ferriol ve ark. 2003, Zeid ve ark.
2003). Ayrica bu metodlar i¢in ¢esitli spesifik cihazlarda mevcuttur.

Cok az miktarda DNA ya ihtiya¢ duymasi, daha 6nceden belirlenmis herhangi niikleotid
dizisi bilgisine ihtiya¢ duymamasi, herbitki tiirline uygulanabilir olmasi ve otomasyona
uygun olmast AFLP metodunun avantajlaridir. Dominant markirlar olmasi, is giicii
bakimindan kapsamli ve karmasik olmasi ise en Onemli dezavantajlar1 olarak
goriilmektedir (FAO/IAEA 2002). AFLP metodu, genetik haritalamalarda, F;
tanimlamalarinda, hat tanimlamalarinda, 1slah c¢aligmalarinda, BSA (Bulk Segreant
Analizi) calismalarinda, genetik ¢esitlilik, genetik safiyet ve DNA parmak izi
calismalarinda, markir destekli seleksiyonlarda, tohum testlemelerinde ve harita temelli
gen klonlamalarinda kullanilmaktadir (FAO/IAEA 2002).

2.1.2.3.4. SSRs (Simple Sequence Repeats; Basit Dizi Tekrarlar)

Mikrosatellitler olarakta bilinen SSR markirlari, DNA nin ardigik tekrar bolgelerine
verilen addir (Danin-Poleg ve ark. 2000, Chiba ve ark. 2003, Garcia-Mas ve ark. 2004).
SSR markirlar1 genel anlamda tiire 6zgii spesifik olarak gelistirilirler ve bu 6zelligi SSR
markirlarinin molekiiler markir teknolojilerinde arasinda ¢ok dnemli yontem olmasina
neden olmustur (Garcia-Mas ve ark. 2004). Genel olarak bu mikrosatellitler 2-5 bp
uzunlugunda ve 9 ila 45 tekrarli DNA bolgeleridir (Danin-Poleg ve ark. 2001, Nagaraj
ve ark. 2006, Wang ve ark. 2007). Hiyarda en ¢ok gozlenen SSR motifleri TGA, GAT,
CTT, GGA, AT and CT (Garcia-Mas ve ark. 2000). Genomik ve EST (Expressed
Sequences Tag) bolgelerinin niikleotid dizilerinin saklandigi veri bankalar1 SSR
markirlarinin gelistirilmesi i¢in kullanilan énemli kaynaklardir. Bu kaynaklardan elde

edilen niikleotid dizileri gesitli bilgisayar programlart yardimi ile SSR motifleri igin
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taranabilir ve tespit edilen SSR motiflerini ¢ogaltmak ic¢in primerler belirlenir. Bu

programlara 6rnek olarak;

e MISA (the Microsatellite),

e SSRFinder,

e BUIldSSR,

e SSRIT (SSR ldentification Tool),

e TRF (Tandem Repeat Finder),

e TROL (Tandem Repeat Occurence Locator),

e Sputnik verilebilir.

2 ila 5 tekrar bolgesine sahip SSR motiflerinden en sik ¢l niikleotid tekrarlar
gozlemlenir. Bunu sirasi ile ikili, dortlii ve besli tekrar dizileri takip eder. SSR
markirlarinin avantajlart; ¢ok fazla oranda ¢esitlilik gosterirler, tekrarlanabilirligi ¢cok
yiiksektir, es baskin oOzelliktedirler ve lokusa 0zgii markirlardir (Garcia-Mas ve ark.
2000, Danin-Poleg ve ark. 2001, FAO/IAEA 2002). Dezavantajlar1 ise gelistirme
maliyetleri olduk¢a yiiksektir, primer gelistirmek i¢in genom sekans bilgilerine ihtiyag

vardir (Schmidt 2002, Wang ve ark. 2007).

SSR metodu, genetik haritalamalarda,F; tanimlamalarinda, hat tanimlamalarinda, 1slah
caligmalarinda, BSA (Bulk Segreant Analizi) ¢alismalarinda, genetik ¢esitlilik, genetik
safiyet ve DNA parmak izi ¢alismalarinda, markir destekli seleksiyonlarda, tohum
testlemelerinde ve harita temelli gen klonlamalarinda kullanilabilir (FAO/IAEA 2002,
Tanaka ve ark. 2006, Wang ve ark. 2007).

2.1.2.4. Sekans Temelli Molekiiler Markir Sistemleri

Genom sekansi temeline dayali molekiiler markir sistemlerinden biridir. Ornek olarak

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) verilebir.
2.1.2.4.1. SNP (Single Nucleotide Polymorphism; Tek Niikleotid Polimorfizmi)

SNP markirlar1 diger markirlara oranla genomda en c¢ok bulunan molekiiler markir
tipleridir. Ozellikle EST ler SNP ler igin iyi bir kaynaktir. Herhangi bir genomun
sekansinda meydana gelen ve sadece tek bir niikleotidin degismesine bagli olarak

meydana gelen SNP ler, dogada en sik rastlanan mutasyonlardandir. Bu mutasyonlar
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sonucu canlilar arasindaki varyasyonlar olusmaktadir (Grada ve Weinbrecht 2013). SNP
olugsmasinda eklenme ve silinme (InDel) niikleotid dizisi degisimine neden olan temel

nedenlerdendir.

SNP olusumlar1 genel olarak DNA igerisinde intron adi verilen ve herhangi bir proteini
kodlamayan DNA bolgelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Ekzonlarda meydana
gelen SNP’ler aminoasit dizisinin degisimine neden olabilecegi gibi aminoasit dizisinde
herhangi bir degisikligi neden olmayabilir ve gen iirlinlinde degisiklik olmaz. Misirda
ortalama her 60-120 baz giftinde bir SNP gozlenirken bu oran, insanlarda tahminen
1000 baz ciftinde bir SNP olarak tanimlanmistir. Cesitli sekanslama yontemlerinin
gelistirilmesine bagli olarak 6zellikle EST temelli genetik varyasyon caligmalar1 yaygin
olarak yapilmaktadir. Son yillarda gelistirilen yeni nesil sekanslama yontemleri ile
birlikte SNP molekiiler markirlarinin gelistirlmesi kapsaminda c¢ok biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu yontemler, gelistirme maliyetlerini asagiya cekerek kullaniminin

daha biiyiik alanlara yayilmasina olanak vermistir (Grada ve Weinbrecht, 2013)

Bu metodun avantajlari, ¢ok miktarda bulunabilmesi, ¢alisma maliyetlerinin diger
markir sistemlerine oranla daha ucuz olmasi, yiliksek polimorfizm icermesi,
giivenilirliginin yiiksek olmasi ve otomasyona uygun bir yontem olmasi sayilabilir.
Dezavantajlar1 ise, eski nesil dizileme yoOntemlerinin gelistirme maliyetlerinin ¢ok
yiiksek olmasi, caligabilmek i¢in spesifik ekipmanlara ihtiya¢ olmas: sayilabilir fakat
yeni nesil DNA dizileme yontemlerinin gelistirilmesi ile birlikte gelistirme maliyetleri
onemli oranda disimistir (FAO/IAEA 2002, Grada ve Weinbrecht 2013). SNP
metodu, genetik haritalamalarda, F; tanimlamalarinda, hat tanimlamalarinda, 1slah
calismalarinda, BSA (Bulk Segreant Analizi) ¢aligmalarinda, genetik ¢esitlilik, genetik
safiyet ve DNA parmak izi ¢alismalarinda, markir destekli seleksiyonlarda, tohum

testlemelerinde ve harita temelli gen klonlamalarinda kullanilabilir.
2.2. Hiyar’da (Cucumis sativus L.) Molekiiler Markirlar

Hiyar bitkisinde, ZYMV'ye kars1 dayaniklilik genlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda; ZYMV'ye dayanikliligin tek bir ¢ekinik allel tarafindan kontrol edildigini
ortaya konulmustur (Providenti 1987, Abul-Hayja ve Al-Shahwan 1991, Kabelka ve
ark. 1997). Bu kapsamda, Hiyar'da ZYMV'ye dayanikli F1 g¢esitlerini elde etmek
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amactiyla yapilacak olan 1slah ¢alismalarinda ebeveynlerin her ikiside ¢ekinik alleller
acisindan homozigot olmak zorundadir (Providenti 1987). ZYMVye kars1 dayaniklilik
mekanizmasi hiyarda ve kavunda ¢alisilmistir (Park ve ark. 2004). Ancak iki tiirde farkl
dayaniklililk mekanizmalar1t ortaya c¢ikmistir. SSR  molekiiler markirlarinin
kullanilmasiyla elde edilen haritada bu viriise dayaniklilikla ilgili lokuslar farklilik
gostermistir. Bu calisma bu tiirlin evrimi boyunca farkli dayaniklilik mekanizmasi
gelistirdigini ortaya koymustur. Bu nedenle, kavun ig¢in gelistirilen molekiiler
isaretleyicilerin hiyarda kullanilmasi miimkiin olmadigin1 gostermektedir. Dolayisiyla
hiyar icin 6zel genetik haritalar ve molekiiler markirlarin gelistirilmesi zorunlu hale
gelmistir (Cho ve ark. 1998, Stepansky ve ark. 1999, Decker-Walters ve ark. 2001,
Mliki ve ark. 2003).

Bitkisel genetik baglanti1 haritalar, fiziksel haritalama, molekiiler isaretleyici yardimiyla
seleksiyonu (MAS) ve haritaya dayali gen klonlamasi i¢in gerekli 6n ¢aligmalardan
birisidir. Belirli 6zellikteki agilim gésteren populasyonlarin (F,, geriye melez, yar1 dol,
tam dol) ve ¢ok sayida isaretleyici ile birlikte yapilan istatiksel analizler sonucu elde
edilir. Yeboah ve ark. (2007) yaptiklart ¢calismalarda SRAP ve ISSR teknolojisi ile 112
F2 pupulasyonunda her iki igaretleyicide genellikle dominant isaretleyici iirettiklerinden
kaydedilen biitiin isaretleyiciler acisindan 3 (var):1(yok) oranina uygun segregasyon
gostermislerdir. Yine ayni calismada kaydedilen biitiin ISSR isaretleyicileri %13
oraninda polimorfizm gosterirken SRAP isaretleyicileri ise %26 oraninda polimorfizm
gostermislerdir. Toplam 62 lokus 7 baglanti gurubuna dagilmistir. Bu isaretleyiciler
MAS c¢aligmalarinda, genetik kaynaklarin karakterizasyonunda ve bitkilerden
isaretleyicilerin 6rneklemesinde (marker sampling) kullanilma potansiyeline sahiptir
(Cho ve ark. 1998, Stepansky ve ark. 1999, Decker-Walters ve ark. 2001, Mliki ve ark.
2003). ZYMYV dayaniklik mekanizmasi resesif tek gen tarafindan kontrol edilmektedir
(Providenti 1987, Kabelka ve ark. 1997, Park ve ark. 2004, Amano ve ark. 2013). Tek
gen tarafindan kontrol edilen karakterlerin ¢ok genle kontrol edilen karakterlere oranla
MAS siire¢leri daha hizli ve kolay olacaktir(Gilbert-Albertini ve ark. 1993, Danin-Poleg
ve ark. 1997, Kabelka ve Grumet 1997).

Park ve ark. (2004) tarafindan gelistirilen molekiiler isaretleyiciler, 6zellikle hassas

bireylerin tespitinde basarisiz olabilmektedir. Yapilan 6n caligmalarda bu molekiiler
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markirin Tirkiye’de yapilan 1slah ¢aligmalarinda kullanilan 1slah materyalleri tizerinde
herhangi bir agilim vermedigi gozlemlenmistir. Amano ve ark. (2013) tarafindan

yapilan en son ¢alismanin sonuglari 1slah materyalleri iizerinde heniiz denenmemistir.

Molekiiler markirlar, genom {izerinde bulunan ve yliksek oranda polimorfizme sahip
niikleotid dizileri olarakta tanimlanabilir. Genom {izerindeki bu farkliliklar PCR
(Polymerase Chain Reaction) adi verilen 6zel bir polimerizasyon yontemi ile tespit
edilebilir (Gostimsky ve ark. 2005). Kural olarak, iki organizmanin genomlari arasinda
ne kadar az niikleotid dizisi farklilig1 varsa, bu iki organizma birbirlerine o kadar fazla
benzer. Bu teknikler kullanilarak 6zellikle, DNA temelli molekiiler markirlara dayali
1slah seleksiyonlari, genetik cesitlilik, genetik safiyet, DNA parmak izi caligmalri,
kromozomal haritalama, vb. gibi calismalar yapilabilmektedir (Gostimsky ve ark.
2005).

Son yillarda yapilan calismalarda, hiyarda genetik ¢esitlilik ve filogenetik akrabalik
calismalarinda morfolojik ve molekiiler temelli markir sistemlerinin kullanildig
gozlemlenmistir (Tanaka ve ark. 2006). Bu tipteki ¢alismalara yonelik ilk yayinlar 1985
yilina aittir. Perl-Treves ve ark. (1985) 21 farkli Cucumis tiiriinde 29 adet izozim protein
markirlarini Kullanarak yapmistir. Bu ¢alismayi takiben Knerr ve ark. (1989) 18 izozim
markirlart kullanarak hiyarda genetik ¢esitlilik ¢alismalar1 yapmiglardir. Dijkhuizen ve
ark. (1996) hiyarda ilk olarak RFLP molekiiler markir metodunu kullanarak genetik
cesitlilik c¢alismas1 yapmistir. Miliki ve ark (2003) ise yine RAPD molekiiler
markirlarint - kullanarak farkli hiyar tiplerinde genetik cesitlilige bakmuglardir.
Watcharawongpaiboon ve Chunwongse (2007) hiyarda genetik ¢esitlilik kapaminda
SSR markirlarini ilk olarak kullanan arastiricilardir. Bu ¢alismada 16 hiyar ¢esidinde 57

farkli SSR markir1 kullanilmis ve ortalama markir basina 3,6

polimorfik band elde edilmistir. Jing ve ark. (2012) diinyanin g¢esitli bdlgelerinden
toplanmis 3342 hiyar ¢esidi iizerinde 23 farkli SSR markir1 kullanilarak genetik
cesitlilik caligmasit yapmis, bu calisma sonucunda hiyarda core kolleksiyonlarinin
olusturulmas1 amaglanmistir. Yang ve ark. (2009) 99 farkli hiyar ¢esidinde 7 farkh
AFLP molekiiler markirlarin1  kullanarak genetik cesitlilik g¢alismasi yapmustir.
Toplamda 382 adet band elde edilmis olup bunlardan sadece 179’unun polimorfik

oldugunu tespit etmislerdir.
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Hiyar’da farkli molekiiler markir sistemleri ile yapilmis ¢ok sayida haritalama
caligmalar1 vardir. Serquen ve ark. (1997), RAPD molekiiler markirlarini kullanarak
gerceklestirmistir. Yapilan bu ¢alismada markirlar arasi uzaklikharin ortalama olarak
8,4 cM oldugu tespit edilmistir. Staub ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir baska
haritalama ¢aligmasinda ise partenokarpik meyve olusumundan sorumlu genlerin tespit
edilmesi tizerine yapilmistir. Bu ¢alismalarin yani sira Huang ve ark. (2009) ilk olarak
hiyar genomunu dizileyerek yayimlamislardir. Bu ¢aligmay1 takiben Li ve ark (2011)

yeni nesil dizileme sistemlerini kullanarak hiyar genomunu dizilemislerdir.
2.3. Kabak Sar1 Mozayik Viriisii

Yapilan son arastirmalara gore, tilkemizde kiiltiiri yapilan bitki ¢esitlerinde ekonomik
olarak zarara neden oldugu belirlenmis 528 farkli hastalik etmeninin oldugu
bildirilmistir. Genel kapsamda bu hastaliklarla gerekli miicadele saglanamadigi
takdirde, iiriin kayiplari ortalama % 35-40 seviyelerinde olmaktadir. Bu oran ilgili
hastalik etmeninin ¢esidine ve yogunluguna bagli olmakla birlikte % 100 lere kadar
cikabilmektedir. Bitkisel iiretimde ekonomik yonden olduk¢a 6nemli degerlere ulagsan
bu kayiplarin Onlenmesi bitki koruma c¢aligmalarim1 yeterli ©nemi vermek

gerekmektedir.

Kiiltiir bitkilerinde yiiksek oranda verim kaybina neden olan biyotik stres etmenleri
bakteri, fungus, viriis ya da parazitik bitki kaynakli olabilmektedir. Bu hastalik
etmenleri igerisinde bitki viriis hastaliklar1, 6zellikle diger hastalik etmenlerinden farkli
olarak kimyasal miicadelesi olmamasi nedeni ile Kkiiltiiri yapilan bitkilerin
yetistiriciligini tehdit eden en 6nemli problemlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu hastalik etmenleri, bitkilerde normal gelisme diizenini bozarak ¢esitli morfolojik ve
fizyolojik bozukluklara neden olarak verimde 6nemli diisiislere neden olabilmektedir
(Lisa ve ark. 1981, Lecoq ve Pitrat 1984, Lisa ve Lecoq 1984, Luis ve ark. 1998, Lecoq
ve ark. 2002).

Su ana kadar Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde toplamda 32 adet viriis ve viriis
benzeri hastalik etmeni bildirilmistir. Bu hastalik etmenlerinin igerisinde en énemlileri;
Hiyar Mozayik Virlisii (Cucumber Mosaic Virus, CMV), Kabak Mozayik Viriisii
(Squash Mosaic Virus, SQMV), Kabak Sar1t Mozayik Viriisii (Zucchini Yellow Mosaic
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Virus ZYMV), Kivircik Tepe Viriisii (Curly Top Virus, CTV), Hiyar Yesil Benek
Mozaik Viriisii (Cucumber Green Mottle Mosaic Virus, CGMMYV), Papaya Halkali
Nokta Viriisii (Papaya Ring Spot Virus, PRSV), Karpuz Mozayik Viriisi II
(Watermelon Mosaic Virus Il, WMV 1) gosterilebilir (Lisa ve Lecoq, 1984; Purcifull
ve ark., 1984; Gilbert ve Albertini, 1995). Bu hastalik etmenlerinden 6zellikle Kabak
Sart Mozayik Virlisii (ZYMV), Cucurbitaceae familyasi yetistiriciligini tehdit eden,
bitkilerde yaprak ve meyvelerde 6nemli deformasyonlara yol agarak ekonomik olarak
bliyiik iirlin kayiplarina yol acan en 6nemli viriislerden bir tanesi olarak bilinmektedir
(Lovisolo, 1980; Lecoq, 1991). Bu viriisler 6zellikle Aphis citricola Patch, A. gossypii
Glover, Macrosiphum euphorbiae (Thomas), ve Myzus persicae (Sulzer) gibi yaprak

bitleri ile non-persistent olarak tasinir (Yuan ve Ullman 1996).

Kabak Sar1 Mozayik viriisii diinyada ilk olarak 1973 yilinda Italya’da saptanmis ve
tanimlanmistir (Lisa ve ark. 1981). Bu tanimlamanin ardindan diinyanin degisik
bolgelerinde bu hastalik etmeni tanimlanarak raporlanmustir (Lisa ve Lecoq 1984, Davis
1986, Deshiez ve Lecoq 1997). Genel kapsamda bakildiginda bu hastalik etmeni, 5
farkli kitada 22 farkli lilkede yayilim gosterdigi ve biiyiik zaralar verdigi bilinmektedir
(Providenti 1984). Ulkemizde ise, 1984 yilinda ilk olarak Yilmaz ve Davis tarafindan

tanimlanmus olup literatiire aktarilmistir (Y1lmaz ve Davis 1984).

Kabak Sar1 Mozayik viriisii potyviriisler familyas1 tiyesi olup yaklagitk 750 nm
boyutunda, kivrimli ipliksi viron yapiya sahiptir. Ilgili smiflandirma Cizelge 2.3.’te
verilmistir. Genetik yapisina bakildiginda, yaklagik 9600 niikleotidten olusan tek zincirli
RNA ihtiva etmektedir. RNA’nin etrafi 36 kDa biiyiikliigiinde bir protein kilif ile
cevrilidir. Kabak Sar1 Mozayik viriisiiniin ¢ok az sayida irklar1 ve patotipler rapor

edilmistir.

ZYMV viriisii cucurbitaceae familyas: tiyelerinde 6zellikle yaprak laminasinda cesitli
nekrozlar, bitkide bodurluk, yapraklarda kloroz, deformasyon, mozayik yapilar, geng
siirginlerde ipliklesmeye ve ¢igek azalmasi gibi cesitli fizyolojik ve morfolojik
simptomlara neden olmaktadir (Lecoq ve Pitrat, 1984; Providenti, 1984; Blua ve
Perring, 1992). Meyve ve yapraklarda siddetli deformasyon seklinde simptomlara neden
olan bu viriis hastaligindan dolay1 % 80’lere varan verim kayiplari gézlemlenmistir
(Simmons ve ark. 2008).
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Cizelge 2.3. Kabak sar1 mozayik viriisiiniin siniflandirmasi

Kabak Sar1 Mozayik Viriisii Siniflandirmasi
Gurup: Gurup IV ((+)ssRNA)
Takim: Atanmamis
Aile: Potyviridae
Sinif: Potyvirus
Tiir: Kabak Sar1 Mozatik Viriisii

ZYMV ile micadelede kullamilan  herhangi bir kimyasal = miicadele
uygulanamamaktadir. Daha ¢ok vektorlere karst kimyasal miicadele uygulanmasi,
arazinin mal¢ veya plastik oOrtiilerle kaplanmasi, ayrica dayanikli bitki ¢esitlerinin
kullanilmast gibi yontemler tavsiye edilmektedir (Lisa ve ark. 1981, Lecoq ve Pitrat
1984, Lisa ve Lecoq 1984, Summers ve ark. 1995, Clought ve Hamm 1995, Lecoq ve
ark. 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, 2010-2014 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii’niin Biyoteknoloji Laboratuvari ile MAY Agro Tohumculuk San. Tic.
A.S. Bursa merkez yerleskesinde bulunan AR&GE Seralari, Patoloji Seralar1 ile Patoloji

ve Biyoteknoloji laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.
3.1. MATERYAL

Yapilan bu doktora aragtirmasinda MAY Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.’ye ait hiyar
tohum 1slah materyalleri ebeveyn olarak kullanilmistir. Ebeveyn olarak kullanilan bu
1slah materyalleri populasyon olusturmak amaciyla MAY Agro Tohumculuk San. Tic.

A.S. biinyesinde bulunan Bursa AR&GE seralarinda yetistirilmistir.
3.2. YONTEM
3.2.1. Haritalama Populasyonunun Olusturulmasi

Yapilan bu arastirmada, haritalama populasyonunun olusturulmasi kapsaminda

ebeveynlerin temini F1, F, ve F3 populasyonlari olusturulmustur.
3.2.1.1. Ebeveyn Temini

Bu aragtirmada kullanilan Kabak Sar1 Mozaik Virlisii (ZYMV)'ne dayanikli olan baba
ile hassas olan anne, MAY Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.’ye ait hiyar 1slah gen

havuzundaki hatlardan tedarik edilmistir.
3.2.1.2. F; Populasyonlarimin Olusturulmasi

Doktora tezi kapsaminda Fy, F, ve F3 populasyonlarinin olusturulmasi amaciyla, MAY
Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.’ye ait hiyar 1slah gen havuzundan ebeveynler
patojenisite testine tabi tutularak Kabak Sar1 Mozayik Viriisii’ne kars1 genetik durumlari
belirlenmistir. Belirlenen bu 1slah materyallerinden ebeveyn olarak segilen birey
(BTL_HTP 1) Kabak Sar1 Mozaik Viriisiine kars1 homozigot dayanikli, baba ebeveyn
olarak se¢ilen birey (BTL _HTP_2) ise homozigot hassastir. Segilen ebeveynler MAY
Agro Tohumculuk San. Tic. A.S. Bursa merkez yerleskesinde bulunan AR-GE 1slah

seralarinda her bir ebeveynden 10 ar adet tohum olmak iizere viyollere ekilmistir.
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Ekimde, daha 6nceden hazirlanan %70 torf, %30 perlit karisimi1 kullanilmistir. Bitkiler,
3-4 gercek yaprak asamasina geldiklerinde bu bitkilerin her birinden ayr1 ayr1 yaprak
ornekleri alinmistir. Alinan yaprak ornekleri MAY Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.
Bursa merkez yerleskesinde bulunan biyoteknoloji laboratuvarinda 6zel olarak
vakumlanmis fermuarli torbalara konularak -80 °C’de saklanmistir. Diger taraftan
ebeveyn bitkiler 15x22 cm ebatindaki saksilara sasirtilmistir. Her bir ana ve baba
ebeveyn birbirleri ile ayr1 ayr1 melezlenerek 10 adet F; populasyonu yapilmistir. Bitkiler
melezlemelerin yapilmasi igcin AR-GE 1slah seralarinda yetistirilmis ve hasadi

yapilmustir.
3.2.1.3. F; Populasyonlarinin Olusturulmasi

Elde edilen 10 adet F; melez kombinasyonundan 1 tanesi segilerek diger melez
kombinasyonlari, ileride herhangi bir sorunla karsilagilmast durumunda kullanilmak
amaci ile yedek olarak soguk hava depolarinda 6zel olarak saklanmistir. Secilen Fj
populasyonundan 5 adet tohum, F, populasyonlarini olusturmak amaci ile viyollere
ekimi yapilmistir. Ekimde, daha 6nceden hazirlanan %70 torf, %30 perlit karisimi
kullanilmistir. Bitkiler, 3-4 ger¢ek yaprak asamasina geldiklerinde, bitkilerden yaprak
ornekleri alinmigtir. Alinan yaprak ornekleri MAY Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.
biyoteknoloji laboratuvarinda 6zel olarak vakumlanmis fermuarli torbalara konularak -
80 °C’de saklanmustir. Diger taraftan ebeveyn bitkiler 15x22 cm ebadindaki saksilara
sasirtilmistir.  Bitkiler kendilemelerin yapilmasi i¢in AR-GE 1slah seralarinda

yetistirilmis ve kendilenen ¢igeklerden elde edilen meyvelerin hasadi yapilmistir.
3.2.1.4. F3 Populasyonun Olusturulmasi

Elde edilen 5 adet F, populasyonundan 1 tanesi (200 adet F, birey) F3 populasyonunu
olusturmak amaci ile viyollere ekilmistir. Ekimde, daha dnceden hazirlanan %70 torf,
%30 perlit karigimi kullanilmistir. Geri kalan 4 adet F, populasyonu, ileride herhangi bir
sorunla karsilagilmast durumunda yedek olarak soguk hava depolarinda 6zel olarak
saklanmigtir. 200 adet F, bitkisinden DNA izolasyonu i¢in yaprak numuneleri alindiktan
sonra kendilenerek her bir F, bitkisinin tohumlar1 ayr1 ayr1 hasat edilmis ve dolayisiyla

200 adet F3 populasyonu elde edilmistir.
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3.2.2. Patojenisite Testlerinin Yapilmasi

Elde edilen F3 bitkileri ile birlikte hassas ana ve dayanikli baba ebeveynler patojenisite
testlemelerine tabi tutulmuglardir. Bu testlemelerin yapilmasi asamasinda sirasi ile viriis
inokulumunun hazirlanmasi1 ve bitkilere asilanmasi, in vivo virlis testlemeleri ve

serolojik ¢alismalar ile dayanikliligin tespit edilmesi agamalar1 bulunmaktadir.
3.2.2.1. Viriis Inokulumunun Hazirlanmasi ve Bitkilere Asilanmasi

Hasadi yapilan F3 bitkilerden her bir F,.3 meyvelerinden rastgele alinan 10 adet tohum,
patojenisite testleri icin daha Onceden hazirlanan %70 torf, %30 perlit karigimi ile
doldurulmus viyollere ekilmistir. Ekim tarihini takiben 10 giin sonra ZYMV izolati
hazirlanarak ilgili F3 bitkilere inokiilasyonu yapilmistir. -20 °C de saklanan ZYMYV ile
bulasik yapraklar pH’1 7 olan fosfat tampon ¢ozeltisinde porselen havanlarda ezilmistir
ve igerisine carborandum tozu konulmustur. Siinger yardimi ile 10 giinlik fidelerin
kotiledonlarina, hazirlanan bu izolat siiriilmiistiir. (Yardimci ve Korkmaz 2004).

Yapilan ¢aligmalar ile ilgili baz1 gorseller Sekil 3.1.’de verilmistir

Ca N T

Sekil 3.1. Hiyar bitkisinde viriis inokiilasyonu.
3.2.2.2. Hiyarlar'da in vivo viriis testlemeleri

Mekanik bulastirma yapilan bu bitkiler 1 gece yiiksek nem ve karanlikta inkiibe edilerek
ertesi giin seraya alinmistir. Inokulasyondan yaklastk 2 hafta sonra morfolojik
gozlemler alinarak her bir F,.3 bireyinin viriis ile bulasik olup olmadigi cesitli
morfolojik belirtecler gbz Oniinde bulunarak ortaya cikarilmistir. Bu belirtecler Sekil

3.2.°de gorsel olarak verilmistir. ilk gézlemlerin ardindan tekrar viriis inokiilasyonu
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yapilmig ve bu 2. inokulasyonun ardindan yaklasik 2 hafta sonra morfolojik gézlemler

tekrar alinmigtir. Alinan her iki sonug kiyaslanarak nihai tablo olusturulmustur.

Saglikli Bitki

Yogun Sararma Yogun Mozaik

Sekil 3.2. Hiyar bitkisinde ZYMV hastaliginin yaprak tizerinde gosterdigi simptomlar
3.2.2.3. Serolojik Caligmalar ile Dayamkhhihgm Kontrol Edilmesi

Morfolojik gozlemlerden sonra DAS-ELISA (Clarck ve Adams 1977) testine tabi
tutulmustur. Yapilan yontemin protokolii asagida verilmistir. Bu islemlerin ardindan
analizler yapilip sonuglar olusturulmustur. Yapilan ¢alismanin giivenilirligini artirmak
amaci ile yukarida anlatilan islemler 1 ay sonra tekrar yapilmistir. Elde edilen bu iki
veri 1518inda F» bitkilerin dayanikli ve hassas guruplari olusturulmustur. Yapilan DAS-
ELISA testlerine gore hazirlanan nihai sonu¢ olusturulmustur. Yapilan ¢aligmalara ait

bazi1 gorseller Sekil 3.3.’te verilmistir.
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Sekil 3.3. Hiyar bitkisinde DAS-ELISA prosediirti.
DAS-ELISA Protokolii:

*Kaplama tamponu ile kullanilacak optimum konsantrasyona gore sulandirilmis y-
globulinden Microtiter ELISA plate‘nin her bir ¢ukuruna 200 pl konmus ve plate {izeri
kapatilarak 37 °C de 2-3 saat inkiibe edilmistir.

sInkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim kuyucuklar ii¢ kez yikanmis. Yikama
tamponu Ui¢ dakika siireyle Kkuyucuklarda bekletilmis ve ters g¢evrilerek plate

bosaltilmistir.

*Alt alta gelecek sekilde her ¢ift kuyucuga 200 pl 6rnek tamponu ile hazirlanmigtir.
Ornekler diizenlenmis plana gdére konmus ve plate‘in iizeri kapatilip 4 °C de bir gece

boyunca inkiibe edilmistir.

sInkiibasyondan sonra plateler ytkama tamponu ile tiim kuyucuklar ii¢ kez yikanmustir.
Yikama tamponu ii¢ dakika siireyle kuyucuklarda bekletilerek ve ters gevrilerek plate

bosaltilmistir.

*Konjugate tamponu ile optimum kullanilacak konsantrasyona gore sulandirilacak
konjugate‘dan her bir kuyucuga 200 ul konulacak ve plate 37 °C de 2-3 saat

inkiibasyona birakilmistir.

sInkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim kuyucuklar ii¢ kez ytkanmistir. Y1ikama
tamponu ti¢ dakika siireyle kuyucuklarda bekletilmis, ters ¢evrilerek plate bosaltilmis ve

kagit havlu tizerine vurarak kurumasi saglanmistir.
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*Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmis substrattan (Img/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir kuyucuga 200 pl konmus ve 30-60 dakika veya gerekli goriildiigiinde

daha uzun siire oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

«Inkiibasyon siiresi sonunda, gerekli oldugu durumlarda reaksiyonu durdurmak igin her

bir ¢ukura 20-50 pl 3 M NaOH ilave edilmistir.
+Ol¢iimler ELISA okuyucusu ile 405 nm dalga boyunda yapilmustir.

Her testlemede saglikli bitki (kontrol), negatif kontrol, pozitif kontrol ve buffer
kullanilmistir. Saglikli kontrol i¢in 405 nm de elde edilen absorbans degerinin en az iki

kat1 ve daha fazla absorbans degeri veren ornekler pozitif olarak kabul edilmistir.
3.2.3. Genetik Haritalama Calismalari

Yapilan bu arastirmada, genetik haritalama ¢aligmalar1 kapsaminda DNA izolasyonu,
DNA miktar ve kalite dl¢iimii, molekiiler markirlar ve PCR Islemleri, Bulk Segregant

Analazi ve haritalama populasyonunun test edilmesi agamalar1 yapilmistir.
3.2.3.1. DNA izolasyonu

Melezleme ve kendilemeler esnasinda; ana ve baba ebeveynler, F1 ve F, bireylerinden
elde edilen yaprak numunelerinin DNA izolasyonu, “Wizard Genomic DNA
Prufication” ( Promega, Madison, WI 53711, ABD) DNA izolasyon kiti ile yapilmistir.
DNA izolasyonu igin bitkilerin 3-4 yaprak asamasindaki ger¢ek yapraklar
kullamilmistir. Ornek toplama islemi buz iizerinde yapilmis ve DNA izolasyonu
yapilincaya kadar —80 °C de posetler igerisinde saklanmistir. DNA izolasyonu ile ilgili

ayrintili protokolil agsagida verilmistir.
DNA izolasyon Protokolii:

*750 ul Nuclei Lysis c¢ozeltisi ilave edilerek dokuyu islatmak igin 1-3 saniye

vortekslenmistir.
*65 °C de 30 dakika inkiibe edilmistir.

3 ul RNase solusyonu ilave edilmistir.
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*5-10 kez ters yiiz edilerek karistirilmustir.
37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
+5 dakika stiresince oda sicakligina ulagsmasi igin beklenmistir.

*200 pl Protein Precipitation ¢ozeltisi ilave edilir ve 20 saniye siddetli bir sekilde

vortekslenmistir.
+5 dakika 10 000 rpm de santrifiijlenmistir.

*DNA igeren sivi kisim, i¢inde 600 pl oda sicakliginda izopropanol bulunan tiiplere

aktartlmistir.
*Yavasca hafif iplik¢ik sekilde DNA goriiliinceye kadar 30-40 defa ters yiiz edilmistir.
+10 000 rpm de 1 dk boyunca santrifiijlenir. Sulu kisim dikkatlice uzaklastirilmigtir.

*600 pul %70 lik etanol ilave edilir ve yavasga karistirihir ters diiz edilerek DNA
yikanmig ve 5 dakika 10 000 rpm de santrifiijlenmistir.

*Etanol dikkatlice uzaklastirilmistir (DNA ¢okeltisi cok gevsek bir durumda oldugundan
azami dikkat edilmelidir).

*Tiipii temiz bir absorbant kagit havlu tlizerinde ters ¢evirerek 15 dakika bekletilmistir.
100 pul DNA Rehydration tampon ¢o6zeltisi (Tris-EDTA) ilave edilip 65 °C'de en az 2
saat inkiibe edilmistir. Belirli araliklarla hafifce titrestirerek karistirllmistir (Alternatif

olarak gece boyunca oda sicakliginda bekletilebilir).

*DNA‘lar hafifce vortekslenerek, 10.000 rpm de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Elde edilen DNA lar -20 °C de saklanmustir.

3.2.3.2. DNA Miktar ve Kalite Ol¢iimii

DNA miktar ve kalite dl¢limiinde “Eppendorf Biophotometer plus” spektrofotometre
cihaz1 kullanilmistir. DNA larin bu cihazda 230, 260 ve 280 nm'de okumalari
gerceklestirilmis, elde edilen sonuglara gore ultra saf su ile gerekli sulandirma islemleri

yapilarak PCR islemine hazir hale getirilmistir. Sulandirma isleminde her bir DNA
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orneginin konsantrasyonu 50-100 ng/ul olacak sekilde ayarlanarak DNA 6rnekleri -20

°C de saklanmustir.
3.2.3.3. Molekiiler Markirlar ve PCR Islemleri

Bu arastirma kapsaminda daha oOnceden tespit edilen ve PIC (Polymorphism
Information Content) degerlerine gore ¢esitli makalelerden derlenmis co-dominant SSR
ve InDEL molekiiler markirlarin yani sira dominant SRAP ve AFLP primer
kombinasyonlar1 kullanilmistir. Doktora arastirmasi kapsaminda 586 adet SSR, 169 adet
SRAP, 11 adet InDEL molekiiler markirlar1 ile 308 AFPL primer kombinasyonlari
kullanilmistir (Park ve ark. 2000, Ferriol ve ark. 2003, Witkowicz ve ark. 2003).

3.2.3.3.1. SSR (Simple Sequence Repeats; Basit Dizi Tekrarlar1) Molekiiler

Yontemi

Bu calismada, daha onceden ¢esitli kaynaklardan derlenmis 586 adet SSR molekiiler
isaretleyicisi kullanilmistir (Watcharawongpaiboon ve Chunwongse 2007, Fukino ve
ark. 2008, Hu ve ark. 2010). ilgili SSR molekiiler markirlar EK-1"de verilmistir. Her bir
SSR primeri i¢in master mix ve sicaklik dongiileri ilgili kaynaklarin verdigi bilgiler

dogrultusunda yapilmustir. Ilgili protokoller Cizelge 3.1 ve 3.2 teverilmistir.

Cizelge 3.1. SSR master mix protokolii

Kimyasallar Miktar

1 10x PCR Buffer 2.5 ul
2 MgCl; (25 mM) 1.5l
3 dNTP (10 mM) 0.6 pl
4 Forward Primer 0.5 ul
5 Reverse Primer 0.5 ul
6 Taq DNA Polimeraz (5U) 0.4 ul
7 Saf Su 15.5 ul
8 DNA (50-100 ng/ul) 3.0 ul
TOPLAM 25.0 ul
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Cizelge 3.2. SSR sicaklik dongii protokolii

1 94 °C 3 dakika
94 °C 30 saniye

2 50°C 45 saniye 36 x
72°C 1 dakika

3 72°C 5 dakika

SSR analizlerinde elde edilecek bantlarin biiytikliiklerinin birbirine ¢ok yakin olmasi ve
bu bantlar1 ayirmada gii¢liiklerin olmasi nedenleriyle, elektroforez islemleri SFR (Super
Fine Resolution) agaroz jeli kullanilarak yapilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, %4 lik
SFR agaroz jel lizerinde 90 V elektrik akimi altinda 3 saat yiiriitiildiikten sonra jel
goriintiileme sisteminde, UV 1s1k altinda goriintiilenmistir. Elde edilen veriler analiz

edilerek istenilen segregasyonun var olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.2.3.3.2. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism; Dizi [liskili

Cogaltilmis Polimorfizm) Molekiiler Yontemi

Bu calismada, daha dnceden ¢esitli kaynaklardan derlenmis 170 adet SRAP molekiiler
isaretleyicisi kullanilmistir (Li ve ark. 2001, Yeboah ve ark. 2007, Ferriol ve ark. 2003,
Meng ve ark. 2012). Tlgili SRAP molekiiler markir kombinasyonlar1 EK-2’de verilmistir.
Her bir SRAP primer kombinasyou i¢in master mix ve sicaklik dongiileri ilgili
kaynaklarin verdigi bilgiler dogrultusunda yapilmistir. Tlgili protokoller Cizelge 3.3 ve

3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. SRAP master mix protokolii

Kimyasallar Miktar

1 10x PCR Buffer 2.0 ul
2 MgCl; (25 mM) 0.8 ul
3 dNTP (10 nmM) 0.8 ul
4 Forward Primer 0.6 ul
5 Reverse Primer 0.5 ul
6 Tagq DNA Polimeraz (5U) 0.4 ul
7 Saf Su 16.9 ul
8 DNA (50-100 ng/ul) 3.0 pl
TOPLAM 25.0 pl

Cizelge 3.4. SRAP sicaklik dongii protokolil

1 94°C 2 dakika
94 °C 45 saniye

2 35°C 45 saniye 4x
72°C 1 dakika
94 °C 45 saniye

3 50°C 45 saniye 34x
72°C 1 dakika

4 72°C 7 dakika

SRAP analizlerinde elde edilen bantlarin biiyiikliiklerinin birbirine ¢ok yakin olmasi ve
bu bantlar1 ayirmada giicliiklerin olmas1 nedenleriyle, elektroforez islemleri SFR (Super
Fine Resolution) agaroz jeli kullanilarak yapilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, %4 lik
SFR agaroz jel lizerinde 90 V elektrik akimi altinda 3 saat yiiriitiildiikten sonra jel
goriintiileme sisteminde, UV 11k altinda goriintilenmistir. Elde edilen veriler analiz

edilerek istenilen segregasyonun var olup olmadigi kontrol edilmistir.
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3.2.3.3.3. InDEL (Insertion-Deletion Polymorphisms; Eklenme ve Silinme

Polimorfizmi)

Bu calismada, daha onceden ¢esitli kaynaklardan derlenmigll adet InDel molekiiler
isaretleyicisi kullanilmistir (http://www.icugi.org/cgi-
bin/cmap/viewer?ref_map_set_acc=11;ref_map_accs=140). Ilgili InDel molekiiler
markir Ek-3’te verilmistir. Her bir InDel primeri i¢in master mix ve sicaklik dongiileri
ilgili kaynaklarin verdigi bilgiler dogrultusunda yapilmustir. lgili protokoller Cizelge

3.5. ve 3.6.’da verilmistir.

Cizelge 3.5. InDel master mix protokolii

Kimyasallar Miktar

1 10x PCR Buffer 2.0 ul
2 MgCl; (25 mM) 0.8 ul
3 dNTP (10 mM) 0.8 ul
4 Forward Primer 0.6 ul
5 Reverse Primer 0.5 ul
6 Taq DNA Polimeraz (5U) 0.4 ul
7 Saf Su 16.9 ul
8 DNA (50-100 ng/ul) 3.0 pl
TOPLAM 25.0 pl

Cizelge 3.6. InDel sicaklik dongii protokolii

1 94 °C 2 dakika
94 °C 45 saniye

2 35°C 45 saniye 4x
72°C 1 dakika
94 °C 45 saniye

3 50°C 45 saniye 34x
72°C 1 dakika

4 72 °C 7 dakika
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InDel analizlerinde elektroforez islemleri SFR (Super Fine Resolution) agaroz jeli
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen PCR firtinleri, % 4 liikk SFR agaroz jel iizerinde 90
V elektrik akimi altinda 3 saat yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme sisteminde, UV 151k
altinda goriintiilenmistir. Elde edilen veriler analiz edilerek istenilen segregasyonun var

olup olmadig1 kontrol edilmistir.

3.2.3.3.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism; Cogaltilmis Parca

Uzunluk Polimorfizmi)

Temel olarak herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’nin bazi spesifik restriksiyon
enzimleri ile kesimi sonucu olusan kiigik DNA fragmentlerinin bir grubunun selektif
amplifikasyonu esasina dayanan bir yontemdir. Bu kapsamda AFLP Sistem II Kkiti
(Invitrogen, Omaha, NE, ABD) kullamilmistir. Segici ¢ogaltma icin primerlere 2 adet
secici niikleotid eklenmis, restriksiyon ve ligasyon islemleri bu se¢ici niikleotidlere gore
belirlenmistir. Segici ¢cogaltma igin de {iiretici firmanin 6nerdigi reaksiyon ve sicaklik
dongiisii kullanilmistir. Segici olarak ¢ogaltilan DNA parcaciklar1 Li-Cor 4300 DNA
analiz cihazi kullanilarak biiyiikliigiine gore ayristirilmis ve veri analizleri yapilmistir.
AFLP Sistem |1 kitinde 8 adet EcoRI primeri ve 8 adet de Msel primeri bulunmaktadir.
Analizler icin ilk olarak bu primerlerle yapilabilecek olan 64 primer kombinasyonu
denenmis, cikan sonuglara gore 244 adet AFLP kombinasyonu daha denenerek
toplamda 308 adet AFLP kombinasyonu denenmistir. AFLP yonteminde kullanilan
AFLP primer kombinasyonlar1 Ek-4’te verilmistir. Uretici firmanin 6nerdigi reaksiyon

ve sicaklik dongiileri ise Cizelge 3.7. ve 3.8.de verilmistir.
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Cizelge 3.7. AFLP selektif amplifikasyon PCR master mix protokolii

Kimyasal Miktar

1 10x PCR Master Mix 1.25 ul
2 MgCl, (25 mM) 0.85 pl
3 dNTP 1.25 ul
4 EcoRI-I 0.5 ul
5 EcoRlI-1I 0.5 ul
6 Msel 1.5 ul
7 Taq DNA Polymerase 0.15 pul
8 sdH20 4.5 ul
DNA 2.0 ul

Cizelge 3.8. AFLP selektif amplifikasyon sicaklik dongii protokolii

1 95°C 5 dakika
94°C 40 saniye

2 65 °C 1 dakika 13x
72°C 1 dakika 40 saniye (-0.7 azalt)
94°C 40 saniye

3 56 °C 45 saniye 23X
72°C 1 dakika 40 saniye

4 72°C 5 dakika

3.2.3.4. BSA (Bulk Segregant Analizi)

Arastirma kapsaminda yapilan Bulk Segregant analizi, (Michelmore ve ark. 1991)
tarafindan tanimlanan yonteme gore yapilmistir. Michelmore ve ark. (1991) bulk
segregant analizinde {izerinde calisilan bir karaktere bagli olmayan bir molekiiler
isaretleyicinin baglantiliymis gibi goziikmesi olasiligint 2[[1-(1/4)*n ] [1/4]"n ]
denkleminden yararlanarak hesaplamistir. Bu denklem dogrultusunda bulk yapilan birey
sayist 5 oldugunda, iizerinde ¢alisilan bir karaktere bagli olmayan bir molekiiler

isaretleyicinin baglantiliymis gibi géziikmesi olasiligin1 %0,2, bulk yapilan birey sayist
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10 oldugunda ise % 0,0002 olmaktadir. Yapilan bu calismada kullanilan 10 bitkinin
DNA's1 bulk yapildigindan baglantili oldugu belirlenen molekiiler isaretleyicilerin
giivenilirligi  oldukca yiiksek oldugu saptanmistir. Belirlenen bu molekiiler
isaretleyicilerin ZYMV hastaligina dayaniklilik saglayan gene olan uzakligi tim F,

bitkilerine ait DNA 6rnekleri kullanilarak belirlenmistir.

39



4. BULGULAR
4.1. F1, F, ve F3 Populasyonlarinin Olusturulmasi

Aragtirma kapsaminda MAY Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.” ye ait hiyar 1slah gen
havuzundan ebeveynler, F; populasyonlariin olusturulmasi amaciyla, patojenisite
testine tabi tutularak Kabak Sar1 Mozayik Viriisii'ne karst dayaniklilik durumlari
belirlenmistir. Belirlenen bu 1slah materyallerinden BTL HTP 1 kodlu ebeveyn
homozigot dayanikli, BTL HTP 2 kodlu birey ise homozigot hassas o6zellikte olup,
BTL_HTP_1 baba, BTL_HTP_2 is ana olarak kullanilmigtir. Ebevenylerin homozigot

olup olmadiklar1 dol kontrolii yapilarak belirlenmistir.

Secilen ebeveynler MAY Agro Tohumculuk San. Tic. A.S.Bursa merkez yerleskesinde
bulunan AR&GE 1slah seralarinda her bir ebeveynden 10 adet tohum viyollere
ekilmistir. Her bir ana ve baba ebeveyn birbirleri ile ayr1 ayr1 melezlenerek 10 adet F;
populasyonu olusturulmustur. Bitkiler melezlemelerin yapilmasi i¢in AR-GE 1slah
seralarinda yetistirilmis ve hasadi yapilmistir. Elde edilen 10 adet F; melez
kombinasyonundan 1 tanesi F, populasyonu olusturmak igin kullanmilmistir. F,
populasyonlarini olusturmak i¢in kullanilan F; populasyonundan 5 adet tohum viyollere
ekilmistir. Bitkiler kendilenerek AR-GE 1slah seralarinda yetistirilmis ve hasadi
yapilmistir. Elde edilen 5 adet F, populasyonundan 1 tanesi (200 adet F2 birey) F3
populasyonunu olusturmak amaci ile viyollere ekilmistir. 200 adet F, Dbitkisi
kendilenmis, F, bitkilerinin tohumlar1 ayr1 ayri hasat edilmis ve 200 adet Fj3

populasyonu elde edilmistir.
4.2. Patojenisite Testleri

F, bitkilerininin kendilenmesi sonucu elde edilen F; bitkilerden her bir Fo3
meyvelerinden rasgele alinan 10 adet tohum, patojenisite testine tabi tutulmustur.
Inokiilasyonu yapilan ve seraya aktarilan Fp3 bitkilerin hem morfolojik gdzlemleri
yapilmis hem de DAS-ELISA (Clarck ve Adams 1977) yontemi kullanilarak bitkilerin

viriise kars1 reaksiyonu belirlenmistir.

Bu ¢alismada toplamda 2000 adet F3 tohumu ile 20 adet ebeveyn tohumlar1 (10 adet

ana, 10 adet baba) patojenisite testi i¢in ekilmistir. Ekilen bu tohumlardan 198 tanesi
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cesitli nedenlerden dolayi testlemeye alinamamistir. Geri kalan 1822 adet bitki ile
testleme yapilmis ve bu bitkilerden 1201 tanesi ZYMV’ye karsi gesitli simptomlar
gosterirken, 595 tanesinin saglikli oldugu gézlemlenmistir. Dayanikli ve hassas bitkilere

ait ornek resimler Sekil 4.1. de verilmistir. Detayl bilgiler Ek-5" te verilmistir.

200 adet F3 bitkisinden 12 bitki, tohumlarin ¢imlenmemesi ya da ¢imlenmis bitkilerin
hayatin1 kaybetmesi gibi nedenlerden dolayi testlemeye alinamamis, geri kalan 188
bitkiden 46 tanesi homozigot dayanikli, 91 tanesi heterozigot hassas, 51 tanesi ise
homozigot hassas ¢ikmistir. Dayanikli ¢ikan F, populasyonu bireylerinden 5 tanesinde
biitlin bitkiler, 12 tanesinde 9 bitki, geri kalan 29 bitkide ise 8 bitki dayanikli ¢ikmistir.
Hassas ¢ikan F, populasyonu bireylerinden 12 tanesinde biitiin bitkiler, 21 tanesinde 9
bitki, 18 tanesinde ise 8 bitki hassas ¢ikmigtir. Elde edilen veriler 1s181inda, Patojenisite
testlemesi sonucu 2000 adet F3 bitkisinin % 9,9’u ¢esitli nedenlerden dolayi testlemeye

almmamistir. % 60,01’inde ¢esitli simptomlar gozlenirken, %29,75’inde ise herhangi

bir belirti gdzlemlenmemistir.

Sekil 4.1. ZYMYV patojenisite testi sonu sonuglarina gore hassas ve dayanikli ¢ikan bitki

numuneleri. A- Hassas, B-Dayanikli

Yapilan Xz testi sonuclarma gore elde ettigimiz DAS-ELISA ve Fenotipik gozlem
sonuglart 1:2:1 acilimina uygun oldugu goézlenmistir. Xz test sonuglar1 Cizelge 4.1 de

verilmistir.
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Cizelge 4.1. DAS-ELISA sonuglarina gore Fo.3 populasyonunun y* testi sonuglari

Populasyon Teste Alinan Bitki Sayist
Toplam Bitki Negatif | Negatif/Pozitif | Pozitif | 5’
F2.3 (DAS-ELISA sonuglari) 188 46 91 51 (0,795
F,.3 (Fenotipik gozlemler) 188 39 97 52 0,368

Elde edilen sonuglara gore test edilen 10 bitkinin hepsinde ya da 9 unda dayanikli ya da
hassas sonuglar1 veren bitkiler segilerck dayanikli ve hassas bulk guruplar
olusturulmustur. Elde edilen bu bulk guruplar BRy, BR,, BS; ve BS; olmak iizere 4 ayri
guruba ayrilarak ilgili bitkilerin DNA lar1 alinip genotipleme analizleri i¢in hazir hale

getirilmistir. ilgili guruplar ve bitki numaralari Cizelge 4.2.”de verilmistir.

4.3. Genetik Haritalama Cahismalar:
4.3.1. DNA izolasyonu

Haritalama populasyonlarinin olusturulmasi sirasinda; ana ebeveyn, baba ebeveyn, F;
ve F, bireylerinden elde edilen yaprak numunelerinin DNA izolasyonu 3-4 yaprak

asamasindaki gercek yapraklar kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 4.2. Bulk guruplar ve bitki numaralari

No Bitki Numarasi Bulk Gurup
1 F2 12 BR-1
2 F2_15 BR-1
3 F2 1 18 BR-1
4 F2_1 27 BR-1
5 F2_1 33 BR-1
6 F2_1 34 BR-1
7 F2 1 39 BR-1
8 F2_1 40 BR-1
9 F2 1 41 BR-2
10 F2_1 44 BR-2
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Cizelge 4.2. devam Bulk guruplar ve bitki numaralari

No Bitki Numarasi Bulk Gurup
11 F2_1 45 BR-2
12 F2_1 50 BR-2
13 F2_1 53 BR-2
14 F2_1 55 BR-2
15 F2_1 61 BR-2
1 F2_1 64 BS-1
2 F2_1 67 BS-1
3 F2_1 68 BS-1
4 F2_1 69 BS-1
5 F2_1 72 BS-1
6 F2_1 74 BS-1
7 F2_1 76 BS-1
8 F2_1 77 BS-1
9 F2_1 81 BS-1
10 F2_1 82 BS-2
11 F2_1 95 BS-2
12 F2_1 100 BS-2
13 F2_1 101 BS-2
14 F2_1 108 BS-2
15 F2_1 119 BS-2
16 F2_1 131 BS-2
17 F2_1 134 BS-2

4.3.2. DNA Miktar ve Kalite Ol¢iimii

DNA miktar ve kalite dl¢iimiinde Biophotometer plus (Eppendorf GmbH, Hamburg,
Almanya) spektrofotometre cihazi kullanilmistir. DNA larin bu cihazda 230, 260 ve 280
nm'de okumalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA lar 21,6 pg/ml ile 1267,9 ng/mL

arasinda degigsmektedir. 100 pg/ml’nin istiinde degere sahip DNA 6rnekleri ultra saf su
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ile sulandirilarak miktarlar1 50-100 pg/ml’ye ¢ekilmistir. Ayarlanan DNA &rnekleri -20

°C de saklanmustir.

DNA Kkalitesinin 6lgiilmesi adina 260/280 ve 260/230 oranlarina bakilmistir. 260/280
oranlar1 genel olarak istenilen degerler arasinda olmakla birlikte 10 bitkinin degerleri
Olclilememistir. 260/230 oranlarinda ise 13 bitkinin degerleri Ol¢lilememistir. Elde
edilen DNA’lar ayrica % 3’liik agaroz jelde 120 V elektrik altinda 1 saat yiiriitiilmiis ve
DNA varligi gézlemlenmistir. DNA izolasyonundan sonra elde edilen DNA miktarlari

ile DNA’nin kalitesini gosteren 260/280 ve 230/280 oranlar1 EK-6.’da verilmistir.
4.4. PCR ve Molekiiler Markir Analizleri

Arastirma kapsaminda daha 6nceden tespit edilen ve PIC (Polymorphism Information
Content) degerleri dikkate alinarak lieratiirde yeral makalelerden tespit edilmis co-
dominant SSR, SRAP ve InDEL molekiiler markirlar1 ve dominant AFLP molekiiler
markirlar1 kullanilmistir. Doktora aragtirmasi kapsaminda 586 adet SSR, 170 adet
SRAP, 11 adet InNDEL molekiiler markirlart ile 308 AFPL primer kombinasyonlari

kullanilmuastir.
4.4.1. SSR (Simple Sequence Repeats; Basit Dizi Tekrarlar)

Bu c¢aligmada, 586 adet SSR molekiiler markiriin ebeveyn hatlar F1 ve bulk DNA
ornekleri arasindaki ag¢ilimi incelenmistir. Yapilan bu genotipleme ¢alismasinda elde
edilen veriler analiz edilerek istenilen segregasyonun var olup olmadigi da kontrol
edilmistir. Elde edilen verilere gore 586 adet SSR primerinden sadece 52 tanesinde

ebeveynler arasinda polimorfizmin oldugu goriilmiis ve polimorfizm orani ise %

8.87°dir.

Yapilan SSR analizi ile ilgili 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.2.’de verilmistir. Sekil 4.2.’de
goriildiigii tizere A, B, D, E ve F panellerinde goriilen CSN257, ECM80, SSR2736,
SSR3049 ve SSR3056 molekiiler markirlari, monomorfik 6zellikte oldugu ve sadece
CSNO76 (Sekil 4.1.C) molekiiler markirinin polimorfik goriilmektedir. Elde edilen bu
polimorfik primerler, mevcut ana ve baba ebeveynler, F;, dayanikli ve hassas bulk
guruplarinda dayaniklilik geni ile birlikte aghim gosterip gostermedigine bakilmis ve

hicbir SSR  markirinin  dayaniklihik geni ile birlikte acilim gdstermedigi
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gozlemlenmistir. Bu nedenle bu polimorfik SSR markirlarindan higbirinin dayaniklilik

geni ile baglantili olmadig tespit edilmistir.

S e e e gy YW B
— Wt —

A B Fl1 BR1BR2 BS1BS2 S
A B Fl1 BR1BR2 BS1BS2

A B Fl1 BR1BR2 BS1BS2

A B Fl BR1BR2 BS1BS2
(D D DR B S

e e g e R0 G A B Fl BR1BR2 BS1BS2 A B Fl BR1BR2 BS1BS2

[ ——

Sekil 4.2. Bazi1 SSR primerlerinin genotipleme tarama jel goriintiileri.

(A-CSN257, B-ECM80, C-CSNO076, D- SSR2736, E- SSR3049, F-SSR3056, A: Ana
ebeveyn, B: Baba ebeveyn, BR;: Dayanikli bulk gurup 1, BRy: Dayanikli bulk gurup 2,
BS;: Hassas bulk gurup 1, BS,: Hassas bulk gurup 2)

4.4.2. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)

Toplam 170 adet SRAP primer kombinasyonu (17 adet ME ve 10 adet EM)
kullanilmistir. Elde edilen veriler analiz edilerek istenilen segregasyonun var olup
olmadigi kontrol edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda toplamda 760 adet DNA
bandi elde edilmis olup bu bantlardan 68 tanesi polimorfik oldugu gézlemlenmistir.

Polimorfizm oram1 % 8,95’tir.

Yapilan SRAP analizi ile ilgili 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.3.”te verilmistir. Polimorfizm
gosteren bantlarin hi¢ birinin dayaniklilik geni ile birlikte acilim gdstermedigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3. Baz1 SRAP primer kombinasyonlariin genotipleme tarama jel goriintiileri.
(A-ME-3/EM-6, B- ME-3/EM-8, C- ME-3/EM-9, D- ME-3/EM-14, E- ME-3/EM-18, F-
ME-3/EM-20, A: Ana ebeveyn, B: Baba ebeveyn, BR;: Dayanikli bulk gurup 1, BRy:
Dayanikl1 bulk gurup 2, BS;: Hassas bulk gurup 1, BS,: Hassas bulk gurup 2)

4.4.3. InDEL (Insertion-Deletion Polymorphisms)

Literatiirden tespit edilmis toplam 11 adet InDel molekiiler isaretleyicisi genotipleme
calismasi i¢in kullanilmistir. Elde edilen veriler analiz edilerek bu markirlarin
dayaniklilik geni ile birlikte agilim gosterip gostermedigine dikkat edilmistir. Yapilan
calismada daha onceden sentezlettirilen ve ilgili standardizasyon ¢aligmalar1 yapilan 11
adet InDel primeri ile toplam 32 adet DNA band: elde edilmis olup bu bantlardan 4
tanesi polimorfizm gostermisitir. Polimorfizm orant tim bantlarda % 12,5tir.
Polimorfizm gosteren bantlarin hi¢ biri dayaniklilik geni ile birlikte acilim gdstermedigi
gozlemlenmistir. Yapilan InDel analizi ile ilgili baz1 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.4.°te

verilmistir.
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Sekil 4.4. Baz1 InDel primerlerinin genotipleme tarama jel goriintiileri.
(A-AB032936_2, B-CM1.15, C-CM1.41, D-CM2.20, E-EAACMCAC391-395STS, F-
EAAGMCAGI154STS, A: Ana ebeveyn, B: Baba ebeveyn, BR;: Dayanikli bulk gurup
1, BRy: Dayanikli bulk gurup 2, BS;: Hassas bulk gurup 1, BS,: Hassas bulk gurup 2)

4.4.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Yapilan bu c¢alisma sonucunda toplamda 308 adet farkli AFLP primer kombinasyonu
genotipleme ¢alismasi i¢in denenmistir. Elde edilen jel goriintiileri incelenerek
polimorfik AFLP markirlariin  dayaniklilik geni ile birlikte acilim gosterip
gostermedigi tespit edilmistir. Her bir AFLP primer kombinasyonundan 3-12 arasinda
polimorfik bant edilmistir. Elde edilen bu polimorfik bantlarin toplama oran1 % 6,75tir.
Bu kombinasyonlardan E-ACA/MCA, EACA/M-CC, E/ACA/M-CT, E-AAC/M-CA,
EAAC/M-CC, EAAC/M-CT, E-AAT/M-CAC, E-AAT/M-CAG, E-ACT/M-CAA
kombinasyonlari, daha dnceden olusturdugumuz ana, baba, F; ile 6 adet dayanikli ve 6
adet hassas guruplar iizerinde dogru acilimi verdigi gézlemlenmistir. Yapilan AFLP

analizi ile ilgili baz1 6rnek jel gortntiisii Sekil 4.5.°te verilmistir.
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Sekil 4.5. Baz1 AFLP primer kombinasyonlarinin genotipleme tarama jel goriintiileri.
A-E-ACA/MCA, B-EACA/M-CC, C-E/ACA/M-CT, A: Ana ebeveyn, B: Baba
ebeveyn, R;: Dayanikli birey 1, 2, 3, 4, 5, 6, S;: Hassas birey 1, 2, 3, 4, 5, 6)

4.6. Haritalama Populasyonunun Test Edilmesi

Bulk segregant analizi sonucu ZYMV hastaligina dayaniklilik saglayan gene baglantili,
molekiiler isaretleyiciler belirlenmistir. Daha sonra ZYMV hastaligina dayamiklilik
saglayan gen ile bu gene baglantili molekiiler isaretleyiciler arasindaki genetik mesafe,

F, bitkileri kullanilarak belirlenmistir.

Haritalama populasyonun test edilmesi amaciyla, tespit edilen ve bulk guruplarda
istenilen agilimi saglayan AFLP marker kombinasyonlarindan E-ACA/M-CA & E-
ACA/M-CC, E-AAC/M-CA & E-AAC/M-CC primer kombinasyonlari biitiin F;
populasyonunda denenmistir. Yapilan bu ¢alismada toplam 200 adet F, bitkisinden 12
tanesi skorlamaya uygun olmadigi gozlemlenmis olup geri kalan 188 bitki ancak
skorlanabilmistir. Skorlanan bu 188 F; bitkisinden 175 tanesi istenilen agilimi saglamis
olup sadece 13 tanesinde fenotipik karakterizasyon ile genotipik karekterizasyon
ortiismemistir. Toplamda % 93,08 oraninda oOrtiisme gozlemlenmistir. Detayli bilgiler

Ek 7° de verilmistir.
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Elde edilen bu veriler 15181nda bulmus oldugumuz AFLP molekiiler isaretleyicisi, hiyar
bitkisinde Kabak Sar1 Mozayik Viriisii’ne karsi dayanikliligi saglayan gen bolgesine
6,91 cM uzaklikta oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

ZYMV ye kars1 dayaniklilig1 kontrol eden genler hakkinda yapilan literatiir taramalar1
sonucu dayaniklilik mekanizmasi kalitatif karakterde oldugu belirlenmis ve tek bir
¢ekinik gen tarafindan kontrol edilmektedir (Park ve ark., 2004, Amanao ve ark., 2013).
Yapmis oldugumuz bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar ZYMV’ye kars1 dayanikliligin
cekinik tek gen ile kontrol edildigi belirlenmistir. Bu hastalia karst dayaniklilik
saglayan gene baglantili molekiiler markirlar gelistirilmistir (Park ve ark., 2004) yapilan
On calismalarda bu molekiiler markirin gelistirilmesi i¢in  yapilan melez
populasyonlarinda kullanilan genitor ile Tiirkiye’de 1slahi yapilan genitorlerin ayni
olmadigi gozlemlenmistir. Bu nedenle, Park ve ark. (2004) tarafindan gelistirilen

molekiiler isaretleyicinin kullanilmasi miimkiin olmamaktadir.

Park ve ark. (2000) yapmis olduklar1 ilk ¢alismada ZYMV’ye kars1 hassas ST8 ve
dayanikli TMGI isimli ebeveynleri kullanmislardir. Bu ebeveynlerden elde edilen F
hibritlerden rastgele secilen bireyler kendilenerek F, bireylerini, bu F, bireylerinden
rastgele secilen bireyler 4 jenerasyon kendilenerek Fg bireyleri elde edilmistir. Elde
edilen bu Fs bireylerden DNA izolasyonlar: yapilarak fenotiplemeleri yapilmistir.
Yapilan fenotipleme sonucunda belirlenen bulk guruplarin DNA’larindan genotipleme
caligmalarinin yapilabilmesi i¢in RFLP, RAPD ve AFLP analizlerine tabi tutulmustur.
Yapilan RFLP analizlerinde ebeveynler arasinda 20 adet polimorfik band elde edilmis
ve bunlardan 17 tanesi populasyonda gozlemlenmistir. Serquan ve ark. (1997)
tarafindan haritalanmis 37 adet RAPD primeri denenmis olup bunlardan ebeveynler
aras1 polimorfizm gosteren 55 adet band elde edilmistir. Primer basina 1,5 oraninda
polimorfik band elde edilmis olup bu bandlardan hicbiri es-baskin 6zellikte degildir.
AFLP analizinde 37 AFLP kombinasyonu kullanilmis olup yaklagik 3000 band elde
edilmistir. Bunlardan 339 tanesi polimorfik 6zellikte olup, toplam bandlarin %11 ine
denk gelmektedir. Elde edielen bu verilere gore E14/M60-F-73 ve E16/M49-F-52 AFLP
molekiiler markir kombinasyonlar1 3:1 ile 4:1 arasinda bir segregasyon gostermistir.
Calisilan AFLP primer kombinasyonlarindan E15/M47-F-197 ZYMV ye Kkarsi

dayaniklilig1 kontrol eden gen bolgesi ile birlikte acilim gdstermistir.

Park ve ark. (2004) yapmis olduklar1 calismada, P1414723 kodlu gen kaynagi ile Dulce
melezinden olusturulan 112 adet F, ile PI414723 kodlu gen kaynag: ile Vedrantais
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melezinden elde edilen 64 Fgs populasyonlart kullanilmistir. Elde edilen fenotipleme
sonucunda elde edilen veriler 1s1¢inda genotipleme calismalar1 yapilmis ve AFLP
(E15/M47-F-197) markir kombinasyonu zym lokusu i¢in uygun ko-Segregasyon
gostermistir. Elde edilen bu veriler 1s181inda yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu
markir ilgili gen bolgesine 5.2 ¢cM ile baglantili bulunmustur. Elde edilen bu AFLP
markirt SCAR markirma g¢evrilerek dual PCR’a uygun hale getirilmistir. Park ve ark.
(2004) tarafindan gelistirilen SCAR primerleri, kendileininde yayinlarinda belirttigi

tizere her dayanikli ¢esitte dogru sonug verememektedir.

Park ve ark. (2000, 2004) tarafindan yapilan bu ¢aligsmalarda kullanilan ebeveynler ile
kendi yaptigimiz calismamizda kullanilan ebevynler gen kaynagi bakimindan farklilik
gostermektedir. Dolayisiyla gelistirdigimiz bu markir, Park ve ark. (2004) tarafindan
gelistirilen markirin tespit edemedigi dayanikli genetik kaynaklari tespit etmesi

umulmaktadir.

Amano ve ark. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, A-192-18 ile CS-PMR1
ebeveynlerinde elde edilen F;, F, ve gerimelez populasyonlari kullanilmistir. Yapilan
yiiksek ¢Oziiniirliiklii haritalama ¢aligmasi sonucunda Zymlgz'18 lokusunda yeni CAPS
markirlart ve bu lokus ile iliskili oldugu diisiiniilen aday genin bulundugunu rapor

etmistir.

Modern 1slah teknikleri her ne kadar biyotik stres kosullarina kars1 dayanikli ve ytiksek
verime sahip bitkiler gelistirmeye olanak saglasa da, bu calismalar sonucunda 1slahi
yapilan bitkilerde genetik varyasyonlarin daraldigi gézlemlenmektedir (Tanksley ve
McCouch 1997). Ogzellikle 1slah kaynagi olarak kullanilan populasyonlar iginde
melezlemeler, populasyonlar aras1 melezlemelere oranla ¢ok daha fazla yapildigindan
dolayr genellikle her populasyonun kendine has allel ve haplotipleri olusmakta ve bu
populasyon icerisinde genetik ¢esitlilik, dolayisiyla bu bireylerin olusturacag: heterozis
orani oldukga diisiik olmaktadir (Jing ve ark 2012). Bu kavram, herhangi bir populasyon
icerisindeki genlerin allelik varyasyon oranlarini diisiirmeye ve dramatik olarak
heterojeniteyi kaybetmeye neden olur. Yaptigimiz bu ¢aligmada kullandigimiz SSR,
SRAP, InDEL ve AFLP molekiiler markirlarinin ebeveynler ve F; arasinda verdigi
polimorfizm oranlar1 sirasi ile % 8,87, %8,95, %12,5 ve %6,75’tir. Jing ve ark. (2012)
diinyanin farkli bolgelerinden toplanan 3342 hiyar c¢esidinde yapmis olduklar1 genetik
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cesitlilik caligmast sonucunda toplamda 72,960 veri noktasi elde ettiklerini, elde edilen
bu veri noktalarmin 61,976 tanesinin monomorfik karakterde oldugunu, geri kalan
10984 veri noktasindan sadece 2,055 tanesinin polimorfik karakterde oldugu
gbzlemlenmistir. Bu oran toplam veri noktalar1 igerisinde % 2,8’e denk gelmektedir. Bu

sonugclar, tez ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglari dogrulamaktadir.

Bu calisma ile bulunan AFLP primer kombinasyonlarinin dominant yapiya sahip
olmasi, teknik agidan diger yontemlere gore daha zor ve uzun zaman almasigibi
zorluklarindan dolayi, MAS calismalarinda etkin bir sekilde kullanilabilmesi ig¢in
SCAR markirlarina gevrilerek es baskin 6zellikte markirlar gelistirilmesi gerekmektedir.
Ayrica morfolojik verilerine sahip oldugumuz F, populasyonu NGS (Next Generation
Sequencing; lleri Jenerasyon Sekanslama) yontemleri yardimiyla, SNP verileri elde
edilerek ZYMYV ile iliskili SNP markirlar1 da gelistirilebilir.
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Ek-1. Hiyar SSR markirlar1 ve primer sekans bilgileri

No Markir Adi ileri Primer Sekanst Geri Primer Sekansi

1 CSNO084 TCCTTTGTCACTCACTGTGCTTCC TGTTGCAGAGGGAAGCATCTTTTT
2 CSNO051 ATCAACGATTGATCCATCACCATC AAGACTTGACCACATGCATGGAA
3 CMBR41 GTACCGCCTAGGGTTTCTCC CGAGGAAGAGAGAGAAGGGG
4 SSR3411 GTTGGAGTCGTGGAGAGAGC ATTTGAAGGGAGACGTGTGG

5 SSR4278 GAGGGAAGAAAATTGAAAGCAA CCGATAGTGTCAGCCCACTT

6 Cu421 AAATCCACCTCTTCGTTGGA GGGTGATACAAGGAGCGAAG
7 CS27 GCTGAGTTATGGGGAAAGCA ATGTTGTTGGACCCCTTCAA

8 SSR1737 GATGATGATGGTCATCGTGG TCAAAGGATGGAAGAGGTGG

9 SSR1115 ATTCCCAATCCCAAAAAGGT CTCCTCCTCCAATGAGCAAG
10 SSR1091 CTCATCTCCGAACTCCCAAC TGGTAACAAGGTGGATCGAA
11 CMN21_55 TCATTGATCTTTTGCTTTTGC TGGTAGCAAACATCTGCCTG
12 SSR262 CCGTTGGTCTTGGACTCTCA TGTAAAAGTGATCAGGAGGGTCT
13 SSR190 TTCTGAAACGACACCTCCAG TCCCCTTCTAATTTACCTTCCA
14 CSJCT662 ACGTCGTAAAACCATCGGAGTC GCTTCCAAGCGTCAAAGGTATC
15 SSR231 GAGGTTGGGAAATTGGGAAT TATTCAAACACAAAGCCCGC
16 SSR10134 CCAAAACCAAAAGCAAAATCC AAATTTGCCAGGAACACCAG
17 CuU84b GGATTCGACTGTCTCAACCG CATCATGCCATTTCATCGAC

18 SSR5793 CCCTCTGCTGCACATTATCC TGCACCAAGCAATAACTTGTC
19 SSR5723 TGGCTTTTCTGTCACGTCC TCCATGGTACAACAAGAATCACA
20 Cu742 TGCTTTTCAGTACCTCCCTCA GGAAGAGCTGCCACTGCTAC
21 SSR5124 TCTTTACCAATTTTATGGTGATGTT AATCAAGGGTGCAAATGTCA
22 GCM206 TGGGCTACCTCTATCCTTTCTT AATCCCCAAAATCTCAACCA
23 SSR3222 TCCACAGTCTTGCATTTGCT ATCCCCTCGATTCACATCAA

24 SSR479 GGACGCCACGATTCTACAAG GGATGTTCGAGTTGCAGACC
25 SSR2733 TTGTTAGGTAAGCCATGCCC TTTGCCTGAGGAAGAATCTGA
26 CuU1680 CCCACCGTTATCCTCATTTC AGAAGGCAAAGGCAAATTCA
27 SSR2734 TGTTGTTGGACCCCTTCAAT TGTCAAAGGAGGAGGTGGAG
28 SSR160 TGAATGAAAAACGTGATGTTGA TTGGAAAAGCCTCTCATTCG
29 CMN21_88 CAGTCCTCCCCTTCTTCTCC TCAGTCGCAACAGCAAGAAC
30 CSN135 ATTCGATCTCTATATTTTACTCC CACAATGTTTGACATATAGAC
31 CMBR103 TGGTTGAGGAAGACTACCATCC TCCACTAAAGTTTCCTTATGTTAT
32 CMBR83 CGGACAAATCCCTCTCTGAA GAACAAGCAGCCAAAGACG
33 CMBR95 TTGACCTTTTACGGTGGTCC CGGACAAATCCCTCTCTGAA
34 CSWCT04 ACTATTGGGTCTCTCCTA GACCCGAGGTTATTATT

35 CMTC160A GTCTCTCTCCCTTATCTTCCA GATGGTGCCTTAGTTGTTCCG

Ek-1 devam. Hiyar SSR markirlari ve primer sekans bilgileri
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36 CSN310 AAAATTGCCCAGTATGTGTTT TGCATCTATACTTTGTCAAGTC
37 CSN242 TCCTTTTATACCACTAGGTCAACCCAT ATAGCCTGACCATCTAATCGCCAA
38 GCM295 CCTATGTGCTTCCTTCAATCA CGCATAATTCAATGAAAATGAGT
39 CSWCTTO02 CATCCTCATTCATGGCGGAGTGTG GAATTTGTTAAAAATGTACATTAA
40 CSN052 ATGGGTTTCCAAATGTTTGTCTCG CATCTCCATGCATTCCACTCTCAT
41 SSR30 TGAAATTGCTTACCCTTTGACC CCATGTTTTGTAGGGATCGAG
42 SSR1286 CCGAAAACCATTGTTCAAGC TTTAGCTTAGTTTCCAAGCACTGA
43 SSR1253 CGCTGGATTTGTTTGTGAAAT AATGTCGGGGAGTGTCACAT
44 CU1594 CTACACCGGCGGACATTACT GAGCGAAGAATGAGAGGTGG
45 SSR1374 GGGAGATTCTCAAAATGGATGA TTGCGTGTAAGGAACGTCAC
46 Cu1817 GAAACTCCAAGGAACCCCTC TGCATTGTCTGGTGATCCAT
47 SSR4035 TCCGCTTCGAGTACGCAT ACAAGAATGCTGGAGATGGC
48 SSR218 CGATCTTCGAGTTTCGCAAT ATCCAACGGCTCTCATTCAC

49 CuU1458 GCTCTGTTCCTTAGGGAGGG GGGGTTTTGGTTTTTGGTTT

50 SSR3610 GGGGAAATACGTGAAAGAGG GGTCAAATGTCAAAGAGCGG
51 ECM92 TCAGACTCCATTTCAGAGCCTA CAAGGAGCTCTCCCCATTATT
52 SSR2634 GGGTTTGTGACACGTTTCCT GGCAAAGGCAACAAGTTTCT
53 SSR11596 TCACATAGGCTTGCTCCAAA TCAAACACCGCGAAAGAGAT
54 CU2297A TTCATATTCTAGTGTCAGCCAAACA TGAGTGGTGAGGGATTCACA
55 CU2239b TTTCTTCTTCGCAGTCACCA AGGTCAGCCCCAAATTCTCT
56 SSR5748 TGTGGCCTGTGCTAAAATGA TTTGGAAAAGCTAAAGCCCA
57 SSR204 AACCCTATTTGCACGCATTC GAGAAACAGCTGGAATTGGG
58 SSR3084 GACAAGGGATTCATCCGAGA CAGACCCTGAAGCGGATAAA
59 SSR289 AGGACGAGGCTAATGGGAGT TTACAAGTCCCCCTCAAACG
60 SSR10874 CTGGTTATAAATTCTGATGGTGATT ATGCTGCCATGTTACTCGTG

61 ECM115 TTCCACATGTCTCTGCCAAA TAGCCGGTGGAAATGGATTA
62 SSR6722 TCTCGTTTATGTGGATTAGTCGAG TATGTTCACCCAATGCTCCA
63 CMCTN2 CTGAAAGCAGTTTGTGTCGA AAAGAAGGAAGAGGCTGAGA
64 SSR10522 TTCCTTTTGTTTTTGGTATGGG ATGTCTGCTTTGCTGGCTTT

65 SSR11468 CCGTTTCACCGCTCATTTTA TCACAAGTGGCCAAAACAAA
66 CSN257 TGGAGAAAAAGAAGAAGTGGGTGA CAAGTGGGTCGTGAATTTTGTTTA
67 CSNO076 ATCTATAATACTACATGCACAC AATTGCACTTACAATGAGA

68 ECM80 CGTCCCCTTGTTACTACCTCA AAATCCTCCCTACATATATTATGC
69 SSR2736 AATCCACTCCACAGGCTCAC CGTAGAGAAGCGCCTTGGTA
70 SSR3049 AGAGAAGAGTGCAACCAATGC TGTACGATCTTGTGGCTAGAGAA
71 SSR3056 TTGCCTGTCACATGATCAAAA TGCCTTCCATGTAAAAGCAC
72 ECM53 CTACCAGTTGTTGCGGCTCT TCCCAATTCCATAGCAGAGG

Ek-1 devam. Hiyar SSR markirlari ve primer sekans bilgileri
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73 SSR2132 CAATTGGTATGAGTGAAAGATAAGC CTCTGGTCCACCCAATCCT

74 SSR33797 GACCCATGGGGTTATCAGAA TCTTGATGGCCGATCTATCC

75 SSR5012 GCCCTAGGCTTCGTCTTCTT TTCTACAACTGGCCAAACCC
76 CMN21_33 ATTCTTCAACAAGCCATCCG GGAAATTAGCACCAAGCGAA
7 SSR5572 GCAAACCATAAGTTTCCCCA GATCGATATTGCAACGAATTACA
78 Cu832 CGTGTTTTCTCAGATTTCCCA CACTTCCCTTATCAACCCCA

79 SSR5891 GTTTGGGTATAGGGAGACCG TGAGATGTCGAGAACTCCATACA
80 SSR6210 TTGGAAAAGTCGCCAAACTT TCCATGTCTGCTTTTGATTCC
81 SSR10282 GGCACTCATTTCGGTTGACT CACGGACACAAATCACAATG
82 SSR1056 AAAGGGAAAGGTAAATTGCCA AGCAGTTCGGATGATATTGGA
83 CSN209 CCTGAACACAAATCTAAAAGAGCAGGA AGCATAAGCCTACGACCTACGGG
84 SSR7505 GACAGGACCGTTAACCCAAA CTCCCTCTTTCCCTCACTCC

85 ECM134 TCTTTCCTCTGCAAATCCTTCT TGCTAAAGCTACATGCTGTCCT
86 TJ10 ACGAGGAAAACGCAAAATCA TGAACGTGGACGACATTTTT

87 SSR2008 TTGTCCTGGAAATTGGTGAA GGTGGGAAGTTTGTAAATGAGAA
88 CMBR153 TCAAAGACAAGAAGACCAACCA TGTGCTAAGAGAGAGAGAGAAGA
89 CMBR43 AGAGATGCTCCCTACACTGC TCAAGCAAACCCTAATCGGT
90 CMBR57 GCTCTGAAGAGTGGAATGAGAGA CCATTTGGGAAGTAGGCATC
91 CMN61_14 TGCAGGATCAAGAATCAAGTTC ACGAACTCCGGCATAATCAC
92 CSN002 AAAATGGGAAAAGTGGA GCCTTAACTAAATGACAAA

93 CSNO018 TGTCTTTCCCTCAAACTACACCCC CCAAATGGGGTTCAACAAAGAAA
94 CSN069 GATGTATGCTTATTTATACCCAA AGAAAATTAATCAAGACCTCTC
95 CSN147 CCACCCAACCAAAAAGCAGTAAAC GATGGGAGCAAATGTTGGTTTTGT
96 CSN153 TGGGTTTGCACACTCAAGAGAAAG AACATGAGAGTTCTCTTGCCCACC
97 CSN160 GTAGCAGAAGCCTCACCGGAGTAA CTTGTAGCAGAAGGCTTCCACGTT
98 CSN161 GTCCTTTCTGCCATTTTCTTGGGT CCCAAATTTAGTGGCTTCAACATC
99 CSN166 CGTTCCTTCCCACTCTTCACATTT TTTGATGATGATGATGATGAGCCG
100 CSN171 TGCACAACAGTGTTTAGCTTGATGA TGAAGCCGAAGTAGATGAGACCT
101 CSN191 TAGATTTTTCATGAAGGGCGTTGG CGTCATTGTGACTGGAGGTAGCAT
102 CSN201 TCAACTTACACACACCCACACAAAA GTGGTTCTCATTCCAGTTTATTTG
103 CSN251 ACCGACAAGCAGAGAGAAGAAAGC ATTTGGACTCATTTTGAGCACCGT
104 CSN284 AGCACCCCGGTATTTCTCTTTGAT TAAAGAGGCGAAAAGTTCGGAAG
105 CSN306 TTTCCTCCCCTTTCCTTCATTCTC CAACCCAAATGCTTAGAGAACCC
106 GCM246 AAAACGGAGATGTGGAGGAC TTAAGCAAGCAGCCAAAATG
107 CSN025 AAATAGACTTTGACCCTTTT GTCTGTATTTCAAATCTAACTC
108 SSR10368 TGTTCCGGCTCTTCAGAGAT GCCCGTATTTTATAAATAGTTTCA
109 CSJCT323 TCGATCTTGTAGAAAGCAAGGA CAAGCAAATTCCCATTCACC

Ek-1 devam. Hiyar SSR markirlari ve primer sekans bilgileri
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110 CSNO066 GGATCCGAAATAGAGAAAGGAAA GTTGTTTGGGTGTTAATGTGAAA
111 SSR2697 TGCTAACCCAACCAAACAAA CTGCCATTTCAAGCTATGGG
112 CU1791 AATGATGCACGAACAAACCA ATTGGCCCGAAGTAGGTCTT
113 SSR5899 TAAGAGCAAAAATCCCACGC AGCTCAATCAACGTCAAGAGAA
114 SSR1949 AGGAAAACCGGAAGCAGAAT TCCACAGAACAACCGTGAAA
115 SSR3598 TCAACAACAAGACAACCCCA TGGTCCCTTTTGATTTCTGG
116 SSR7130 CCACACACACACACAGTCACA TCCCATTGTCCCTCACTCTC
117 CSJCT42 GAGAGCCCCACCACCAGTCT GGATCCATGGCGCCTATAAATAC
118 SSR12 TCTCACCATGGTCACCTAATG GGTCATTGAAGAGTCAAGTTGG
119 SSR7209 CTGTCTGCAGAGCCATCTGA CCATCAAGTTGAGGAGCAAA
120 SSR2803 ATTGCTCCCAAGCAACTTGA ATTTCAAACCTCCAAGGCTG
121 CuU1830 TCCTTTCCCCCATAATGACA GGTGGTTATGGTGGTGGTTC
122 SSR4482 GGAATGAATAAGTTCTGGAAGAAG CTTCCCATCAAAAAGCCTCA
123 SSR6225 TGTATCATTCCAATCCCTCCA CGAAGTCCAAATTGATAAAGGC
124 SSR203 AATAGCTCGAAAATGATGGCA CCTCAAAGAGGATCAAGCGA
125 SSR2895 GAGTTGGCAAGTCACGTTGT TTTCCCTCATTATGCCATCC
126 CSJCT435 TCAACTGGTAGTTGGGAAACCT CTGTCAATCAATGCTTCAGCTC
127 CSWTAL13 AGATGGGCAGTTAGAGTTGATGCT CATTTAAAGCCTCATCAACACCTC
128 CSWTA04 TAAACATATGTGATTATACAGCAA GTGTTTTGGTGTTATGTGAATATC
129 GCM344 TCATCAGTCAGTAAGAGAGAGAGAG ATGTGACCTGATCCCATTGA
130 SSR6447 AAGTATGACGACACCCTTCG CGCAAAACCGAAAGGTACATA
131 CSJCT315 CCACGAAATACAGATCAGCAAC CACGTTACATTGGACGAGAGAT
132 CSWCT32 GCATTAAATTGGAAAGGGGAATCA TGTCCTTTAATTTGGAAATTGAAT
133 CSJCT14 TTCCACGTTACATTGGACGA AGAATTCATGGCCTGCAGAT
134 CSN140 TGTTTGCTGCCCTAGGGTTTCTTA TTAGAAGTGCATGATGCTCACAG
135 Cul74 ATTGTTGTAATGGGTTGGGG TTCCAAGCAAACTGAAACCC
136 CSN259 TTGTTTGTGACATCGTGGTGGTTA CCAAATCTTTCCCAATCCATCTTG
137 CSJCT661 GGGTCATACCCAAAAGGGAGA TCTTGCTTTAGCCGACAACTCA
138 SSR772 AGAAGCGTTGGGGGAAAATA TGCTACCTCACATGGTTTTG
139 SSR11439 CGTAATTCCGCATCGTTTTT CGAGAACATGATCGTCTCCA
140 SSR2166 TCGATTTCAAACACTCCACTTG TCAAACAAACTACATGCCACAA
141 SSR2693 TTTCAGCCATTGGTTTCCAT CCAAAGCCAGTACAGCGTTA
142 | CSWCT13B TGTGATCAACCAACTTCA GAATTATGGGTTCATTTT

143 CSNO061 ACTTCAATCTCATATACTGTG TACCACTGGGATCCTAA

144 SSR2459 TCGGAAGATGGGTTATTTGG TGACCCCTCACATTCTCTCC
145 SSR7081 GGCGACTTTGGAGTGTAACAA GGAAAGATATTCTCAGGGAATCT
146 CMAGN32 CAGATTAGAAGAAAAAGAGG AGCAGACAGCATATAAAGCT
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147 CSN114 CTTTCAAAATTCGAGGCAAAACCC TGATCCAATGATGTAAGAGGGTG
148 CSN197 ACAAGAAAACCCCACAAATGCAAG CGAAAGCCTGAAAAGGGCAAAAT
149 CSN220 TCATCGATCCAACTAAAACACCCC ATCGAACCACAAAGGGGTAAGTG
150 CSWTAO05 GCATGAGCTCGAGCTGGTGTAGTG CGCCTGTTTTCATTTTGATTGGTT
151 TJ24 AAACACGGGCTTGAAGAAAA CCCAGAAGGTGAGAGAGACCT
152 GCM106 CAATTCAGTGAGAGAGAGAG ACCGAATACACATGATTACA
153 SSR1191 TTCTTTCAAATGCCCATCAA AAAGATATGGGTGGGAGCAA
154 CU1792a ATGAGCATTGAGCAGTCACG GGTGTATTTGTGAGGGGTGG
155 CSN282 GGAAAATGAAATCATGTGCTCCTTC TCGTCATTCTAAGTTACCTGGTTT
156 | CSWATTO02 CCAGTACAAATAACATCCCGAAGC CAAACCTCTTTCAGTACCGGAATA
157 SSR2123 TGGAAAATGACAGCAACCAA CCATTCTTCCTTTCCACGAA
158 CSWCT25 AAAGAAATTAAGTCAATCAAACCG CCCACCAATAGTAAAATTATACAT
159 SSR4910 CAACACCCATTCATTGACAAA TCTGCAAAGCTCAGAAGCAA
160 CMNO01_74 GCTTTCCCTTCCCTCGTATC AATTGCACGCACAAAGTACA
161 SSR2460 CTCAGAAACCCTTCCACCAA CTGTACCGCGAGGACAGTTT
162 Cs52 GCCTCAACCAAACATCCAAT ACAACCTTGCCATCTGGTTC
163 SSR5267 TGCAGCCTAATTTAAACCCC TGTGAAGAAGTCAGACGCAAA
164 CSN095 CAGAAGCCTTGCAACTCTTAGGAA TGTTTCAGTGTCTCAGGTCCATCC
165 CSWCT29 TGGACGAGTTGCTCTTGTAAGCCT ATCAAACTTGGCATGTGGCATGA
166 CSWCTO03 TTCTCAGAACTGCCACTG CACTCTTGAGGGGAAAAA
167 CSJCT77 TCAGAGTGAATGAGCTCATGGAAG TGACGTCCGCAAGGACACAG
168 CSICT720 CCAACGGAGGTCTGAACG CAGCGGAGAAAGGCTCAG
169 SSR842 CGCCCAAATTGAACGAATAA CCTCCGCCTTTCTTTCTTTT
170 CSICT674 TAGAAAGGAAGGGATGTGATTAGG ACAGGTGGTTAGAGGTTAGAGCT
171 | CSWCTO05B ATACGAACTCTTTTATTTTATAGG ATTAAGGAGATAAGAATTGTGTT
172 CSN116 GTGCGTTGGAAGAAAGAAAGGAAA ATGTGGAGCAAGTGTTGTCTCGTC
173 SSR5946 CCTGAGAATCGAAGGTCACA GCCATCACTAACTGACGCCT
174 CU2063 GAGAAACCAAAAACAGACCCC AGACCGGGAGACAGAGGAAT
175 CuU8s86 CAACTCTGTTCCCTAAACTTCTTCTC CCACTGTTTCTTCTATTCATCTTCT
176 | CSICT266N CTGTGGTTGGGTTGGAAATCTC GGGAGGCAGTAGACACATCC
177 SSR2086 CCAGAAGGCTAAAGGTGGAG GTAATGTTCTGGCCAAGCG
178 CuU934 CTCCACGAACCTTCCTTCAC ATTGTTCGGCTTGGTTCAAT
179 SSR973 TTGGGGCTGTTCTAATTTCG TCGTTGTTGAAGCCAAAGAA
180 CSN263 ATTACAACCACAAGTGGCGAGACA AGCTGATTTCACCACAGCTTCAAA
181 SSR6240 TTGAACATGAAAAGTATTGGCG TTGCAACTAAGGTGTGCTATTCTC
182 SSR158 GTGATCAGGAATGGTTTGGG ATCTTCTTCTCCACCACCGC
183 SSR300 TGCCGACAAAGAGTTTTTCA TGCTAATTCATTCATACTTTGTCA
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184 SSR19 ATTCTCGTGAACCATCACCC ACTTTTGCCACTTGGCACTT
185 SSR1643 TGCAGGTCGACAATTCAATAA TCAAAAGGCACATGTGATGTC
186 CSN227 GCTAAACTCCCACGCATCAAACTT CCAGAGAGTGGAGAGCAAATGGA
187 | CSWGCAO01 AGTGATGGTGCAGGGCTATCTTAT TTGTCTTCCCTCCTCTTCTCGTCT
188 SSR233 AACCATAAAGTCGGGAGGGT GGGAAAGGCAGGAGAAAAAC
189 SSR1582 AATGCGAATTATGCGATATGA AATGCCGGTCTCTACAATGC
190 CSN126 GCAGAAGCCTTATTCTCCCAGAG AATTGGTGTATTTGTGAGGGGTGG
191 CSN208 TGCATCTGGTCTCCTTCTTCTTGT AATGAGGCTTTTTGGAAGAGGAG
192 SSR7198 AACAACAGTTGCATTTTTAGATTTT GGTGAGAATTTGTTGGTCTATCG
193 | CSWCT16B CTTATGGTCGGAGAAG CTCAGATAACCCAAAATA
194 CU2345 TCATTTGGGTGAGCATTTGA GCCAAAGTCGACATGCTTCT
195 CMBR145 TGTGACAATGTGCAACCAG AAAAATGGTGTTAAACGACATGG
196 SSR259 TCCACGTAGACATTGTGAGGTC CGAGTGTAGCTCAATTAATATGGT
197 SSR2385 CGCTCTCTCTCCACTTTTGG AAAAGTGACCGTTGGAGTGC
198 CSN293 TCATGTTCAAATCTCATTCCCCCT ATAAAGAACACACATGGTGGTGG
199 SSR3940 GATTCTCCGGAAACGGATTT GTCGTTTTCCGCGATTCTAC
200 SSR3962 CTTTTTGGGGACCCTTCATT CACGAATGCTGCTCTAACCA
201 CSN287 AGGGAGATAGTATGACAAGATTTCCTC AGTGGGGTTGAGCAAGTTGAAGA
202 SSR1148 CGGAGAAAGGCTCAGAAACA TGCACGCACATAAACTAGGG
203 SSR4252 AAAGAACACACATGGTGGTGG AAGGAGTGTTTGAATAGGCCG
204 SSR3357 AAAAGGGCAAGTCAAAACCC GGGGAGGAAGAGAGACCCTT
205 SSR4637 ATCTGGTACCGCTGTTTTGC GTGTTTGATGTACGCGGTTG
206 CMCTN86 GTGACAGTTATCAAGGATGC AAGGGAATGCATGTGGAC
207 SSR215 GGAGCCCTAGTAGGAAACCG GGACCACGTGAAAGATTCAGA
208 CMNO05_87 GTCCCTCACATTCTCCTCCA TTCGGAGGATTGGTATTTGC
209 SSR3076 GGGATGTAGGAGGGGATTGT TCGTTTATGACAGCATTTCCA
210 CSN183 TGGACCACGTGAAAGATTCAGAAA GCCTACAACTATCCCAAATGGAG
211 | CSWTA11B GGTAGGCAATCAAAGAGTGGATGG AACATATAGGAATCTAACAAAGT
212 CSN244 CACAACGTGTGTGCAACTAAACGA TGTTTCCCTTCTCCATGCTCCTTA
213 SSR6585 GCAGGTCATACTCTTTAATTATTCCA TGTTATCATCGCCATACCCA
214 CU1094 TGCTAAAACAATGCAGCACA TAACAACCCCATCAAAAGGC
215 SSR4847 TCGTGCCTCATTTGGTAGTG GCCAAGGTAACGAATTGCAT
216 SSR477 TATTGCGATGGTTTGACGTG GCAAATTCCGGAGTTCGTTA
217 CSN266 TTTTAGGTGCCATCCTTGACTTGG TCCTAAGGTATTGATTCCACGATT
218 CSN159 TGGTTCAGAAAGGGGAAAATCAGA TTTCACACCATTTACGGTTATGGG
219 CSN172 TCTCAACCCAGATTTGACCTACCA CCCCTGGAAGTAAAGGTGACACT
220 CSN184 CTTTATCTTCGGCTTTGATGTCCG TCCATAGCAGTTCCCAATGTCCTT
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221 | CSWCT13B ATAGGGCAATTTGTCTCT CACTGGGATCCTAACAAC
222 | CSWCT17 TTGAATTATGGGTTCATTTTT GACAATGATAAACTTCCCTGA
223 | CSWCT24B ATCGCTTTATCTTCGGCTTTGAGT AATCCATAGCAGTTCCCAATGTCC
224 | CMTCN56 CTTTTCTCTTCTTCTATTCTC ATCCAAAAGGAATCGGAAAG
225 | CSN121 GCATGCGACATTTTGGATTCTTC CCCATGACCGAAAGAGGAATATG
226 | CSN145 AGTTCCAGGTCAGATCTCTT TCGATCCAATAATATTGGGATGG
227 | CSN157 GAAGCTCCTCAAACCATT ACTATGTTGAAAGATTGATCCT
228 | CSN181 ATCTTGTCCGTTTGCTTGATCCAT GTGATTTTGGCTACTCCAAGGTCG
229 | CSN295 GCAACTAACCCATAAATGAAGAGATGC TCAAAAGGCAATGGACCTTACAC
230 | CSWCT06B TTTAAATTCTTCCTAACC TTTGCTTTGCATTTGGAT

231 | CU2994_1 CATGATCCAACCATGATCCA GGCTAAATCCATGGGCACTA
232 | CU299%4 2 TGATCCAACCATGATCCAGA GGCTAAATCCATGGGCACTA
233 | CU2994_3 CCATGATCCAGAAGACGACA GGCTAAATCCATGGGCACTA
234 | CU2998_1 AAAGGGGTTTCCATTCTTCTG CTCTGTCCTTTGCAGCATCA
235 | CU2998_2 GGGGTTTCCATTCTTCTGTCT CTCTGTCCTTTGCAGCATCA
236 | CU2998_3 AGGGGTTTCCATTCTTCTGTC CTCTGTCCTTTGCAGCATCA
237 | CU3009_1 ACGGTGAGTTCCTCGTCATC CTCTATTTTCCATTCCGCCA
238 | CU3009_2 TCCTCAACGGTGAGTTCCTC CTCTATTTTCCATTCCGCCA
239 | CU3009_3 CGGTGAGTTCCTCGTCATCT CTCTATTTTCCATTCCGCCA
240 | CU3015_1 GGACATGGAGATCGAGGAAA GAATTCGTGGATGAAAGGGA
241 | CU3015_2 GGACATGGAGATCGAGGAAA CGTGGATGAAAGGGAAGAGA
242 | CU3015_3 GGACATGGAGATCGAGGAAA TCGTGGATGAAAGGGAAGAG
243 | CU3031_1 AATGAAGGAAAAGATCCGGC GTGTTGTCGGCACAATTGAC
244 | CU3031_2 AATGAAGGAAAAGATCCGGC TACAAGTTCTTGGCTCCCGT
245 | CU3031_3 AATGAAGGAAAAGATCCGGC GTGTTGTCGGCACAATTGAC
246 | CU3035_1 TCCCAAACTCATCTCATCACC GGCTCTGCCATTGTGTTTTT
247 | CU3035_2 AAATGGGGTCTCCCATAATTG TTTTTCCATCTGAGGGGATG
248 | CU3035_3 AATGGGGTCTCCCATAATTG TTTTTCCATCTGAGGGGATG
249 | CU3056_1 CTGAGAAAATTGGCCTTTCG TCCTGTACCTTCGTCTTGGG
250 | CU3056_2 CTGAGAAAATTGGCCTTTCG CCTGTACCTTCGTCTTGGGA
251 | CU3056_3 TGAGAAAATTGGCCTTTCGT TCCTGTACCTTCGTCTTGGG
252 | CU3073_1 GAGCAACCTCAGCATCACAA TTTGGGTAGCCAAGAAATCG
253 | CU3073_2 CCTCAGCATCACAAAGGACA TTTGGGTAGCCAAGAAATCG
254 | CU3073_3 AGAGCAACCTCAGCATCACA TTTGGGTAGCCAAGAAATCG
255 | CSICT10N | TGTAAAACGACGGCCAGTAACTCTCATGGGAAACAGAG ATTCTTCTCAACCTCTTCCT
256 | CSICT 22 | TG'TAAAACGACGGCCAGTCCGTTCTGGCGCGCGATAGA CGTGGATAACGCGCAACTAACC
257 | CSICT77 | TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGAGTGAATGAGCTCATG TGACGTCCGCAAGGACACAG
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258 | CSICT 108 | TGTAAAACGACGGCCAGTGCCCGTTCTGGCGCGCGATA | GTGGATAACGCGCTCAACTAACC
259 | CSICT 14 | TGTAAAACGACGGCCAGTCTGCTTGAAAGAGCCGAGAA TCAAAAGGCTTTGGAGGGAG
260 | CSICT 156 | TGTAAAACGACGGCCAGTTCGTGGATAACGCGCTCAAC GCGATAGAAAAAGAGAGCG
261 | CSICT 254 | TGTAAAACGACGGCCAGTGCCAACTATAGCCATTGATTT TCAACACCTCCTCAACACT
262 | CSICT29 | TGTAAAACGACGGCCAGTAACACCTCGAGCAAGAGCAG GGGTTTGAATCTCCCAGTCC
263 | CSICT 358 | TGTAAAACGACGGCCAGTGGGTGAACAACCAAGAGAG TGAGGGAGCGGTTGATTAGAG
264 | CSICT 390 | TGTAAAACGACGGCCAGTGAATTTAGGCATAGAGAGAA | CCCTAAACAGAAGACTTTGCTAC
265| CSICT 565 | TGTAAAACGACGGCCAGTGAAAGAGCGGGAGAAATGG | AAGCGGTGGGAATTGAATTGGTT
266 | CSICT 598 | TGTAAAACGACGGCCAGTTCCCAAACATAGAATGCGAT | CTGTCTGTTTTTCGATCTTGTAGA
267 | CSICT 619 | TGTAAAACGACGGCCAGTAACAAAGAACTAAGCAATTC | CTTAGGAGAAGCCAAGACACTAG
268 | CSICT 651 | TGTAAAACGACGGCCAGTAGAGCGGGAGAAATGGAAA CGGTGGGAATTGAATTGGTT
269 | CSICT 656 | TGTAAAACGACGGCCAGTTCCTACAACTCAAAGGGCCA | GAAGTGGAGTGGAGTGGAGTGA
270 | CSICT 661 | TGTAAAACGACGGCCAGTGGGTCATACCCAAAAGGGA TCTTGCTTTAGCCGACAACTCA
271 | CSICT 664 | TGTAAAACGACGGCCAGTAAGTGGGCTCGATTGGAAGA CCGTCGCCTTTCTCAAGTTC
272 | CSICT 726 | TGTAAAACGACGGCCAGTGAAGAGACGGCTCCTTTCAG CCCGATTTGTCGTCTCTCTC
273 | CSICT 933 | TGTAAAACGACGGCCAGTGATGACATGGACATGTCTGC | AAGATCTCTCCCATCTACCAACTT
274 | CSICT 944 | TGTAAAACGACGGCCAGTGGCCTAGAATTTAGGCATAG GCTGTCTTTATGTTTCTGCAAC
275 | YCZ-SCAR GGGGAATGAGTGGATGCAAGATG GGGTAGTTGGCGATTGACATTG
276 | YCZ-SCAR GGCTATTGTACCCTATGAACAAC GTAGCACAAATAGGATTTAAGGT
277 | YCZ-CAP-1 GACCTTAAATCCTATTTGTGCTAC GCGGCTTGGACTTGGCTCAAC
278 | YCZ-CAP-2 CATTCGTTGATGTGGAAGACCTGTC CAGAAGCAGAGCCGTCACTCTCC
279 M1 GCTTTGGAAAGAATTGTAAACG CAGTTGTAAAAGTGAGAGCTTGG
280 M2 ATTACAAGTTAGGGGACAATGAAAG CGACCTTGGTGAATTAGAGATTA
281 M3 CACTCTAATCTCTAATTCACCAAGG TGGGGGTTTTCTTGAGAGTT
282 M4 TGTTCTTCAAATCACGTATCCT TGGGCAGAATTTGAACTTGT
283 8164 ATGTGTGATTTGCAGATTTTCATAG ACCTTCCCTGATCGACTCCT
284 | SCBC469 TTGAGCGAAAAATACATACC TGACAAACTTTAGGCTGACAT
285 SCL19 TCGAGGAACATCTTTACTT TTATTCTTATGTTGATCGCTTGTC
286 SCK7 CTCACGCAAAGCCCTCAGA TAGAAACTTCGAATAATCAGACA
287 SCAA9 CGACCCGCCTCACTTAGC GTCTTCACCGGCATTTTG

288 | SCAO7 TGCGAGCCAAATCCCATCT AGTGGAGTGGAGACGCAGAGA
289 SCAl4 GAAGTCCGTGTCTATTATTGAT ATTACATTGTGGCAGTCTTTC
290 | SCBC403 CGGATTTGACGGTAACT AAGGTCGAGGGATGTGC

291 SCL18 ATTTGGTTATTATTTTTATTC AACTCACCTCAAGATTTAGA
292 SCU15 ATCCAGCGCATTCTTTAG TTCGGCGGACTTGCTTTGGTGT
293 | SCAN5 GGTATTGGTATGTTTTTCTATTTC GGTTTTACATCAGCCATCCT
294 | SCBC519 AGATATAAGCGTTGTGAGGAT ATTATGATAGATTCGTTTTTACC
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295 SCAKS5 GGTATTGGTATGTTTTTCTATTTC GGTTTTACATCAGCCATCCT
296 SCK15 TCCTGCCAAATAAGAGA TGCCAATCGATCCTAAAAC
297 SCAO012 CCTGTCATCTTTGCTCCTAACTAA CTACGGATAAATCACCTGGACCTT
298 CMGA15 CGGCAAGACGATTGGCAGC ATCACCGTAGCGAAGCACC
299 CMCT44 TCAACTGTCCATTTCTCGCTG CCGTAAAGACGAAAACCCTTC
300 | CMACC146 CAACCACCGACTACTAAGTC CGACCAAACCCATCCGATAA
301 | CMCTT144 CAAAAGGTTTCGATTGGTGGG AAATGGTGGGGGTTGAATAGG
302 CMTC47 GCATAAAAGAATTTGCAGAC AGAATTGAGAAGAGATAGAG
303 | CMCCA145 GAGGGAAGGCAGAAACCAAAG GCTACTTTTGTGGTGGTGG
304 CMGA172 CAATCGCAGATACTTCCACG TGCTTGTCCCAACGGTGTCAT
305 CMTC123 CGGATTGTACTTATTGCCAAG CATGTGCATGTGTGCATGTAC
306 CMGT108 CTCCTTCAAACATTGTGTGTG GAGATAGGTATAGTATAGGGG
307 | CMTAAL66 GGAACAGACACCTCTTCTGAG TCCGTCTACAAGCGTGACTGT
308 CMGA165 CTTGTTTCGAGACTATGGTG TTCAACTACAGCAAGGTCAGC
309 | CMCT160A GTCTCTCTCCCTTATCTTCCA ACGGTGTTTGGTGTGAGAAG
310 | CMTC160A GTCTCTCTCCCTTATCTTCCA GATGGTGCCTTAGTTGTTCCG
311 CMCT505 GACAGTAATCACCTCATCAAC GGGAATGTAAATTGGATATG
312 CSCTTT15 GTTTGATAATGGCGGATTGT GTAGAAATGAAGGTATGGTGG
313 CSGTT15b ACCTTGTTGATTCGGTTCTCC AGTTCGGTTTAACTACCCACG
314 CSTCC813 GTTGTGCTGCCCAATAGTTG CACCACTTCTTCCACCGAA
315 CSCT335 CCTTCACTTCCATCTTCATC CGGTCCTTCATTTCATAGAC
316 CMTC51 ATTGGGGTTTCTTTGAGGTGA CCATGTCTAAAAACTCATGTGG
317 CSAT214 TTGAGTACCATTGTCATAGAT TTAGTTTAATTTCATCTCTGT
318 CSAT425 TAGGGCAGGTATTATTTCAG ACGGACTGATTTAGTATAGGC
319 CSCCT571 CCTTTCTGCTGTTTCTTCTTC GAAGGAAGGAGTGAGGGGAAG
320 CSTA050 GAATTATGCAGATGGGTCTT CAAGAAGATCAAATGATAGC
321 UW044613 GGCATTCGCATCTTTTATCC CCAGAATCATTCACATGGCA
322 UW044536 GGTATGTGTCAATGCTCCACA CAAATCTCAAACCCCTTAGTCG
323 SSR11654 AGACCCTTTCCAGGAACCAT CAGAGGTGTCTAAGCTCCCG
324 SSR20705 CCTTTCCTTACCCATCCCAT ACCCATTTGAATCAGCTTCG
325 UW045196 CGGCTGGGTCATAAAAAGAA CATGTGCTCGCTTTTCCATA
326 SSR14697 GGGTCAACCTACCAACCGT CCTTACAGGGAAAACGGTGA
327 SSR10018 CTTTTGTTCTTGTGGAATGTGA ATTTGGGGATGGAGAGGTTC
328 SSR16881 CCCTCTCAACATTTTCCACAA CGAGGAGACTTGATGGGATG
329 SSR10839 TTGAATTCCTCTGCCCAATC TGGAATTTTGTTAGGGGGAA
330 UW084469 AAAAATAACCAAGAAAATAGACATTGA ATGGGATTTTTAAATCACCTTATA
331 UW073856 TGCAAACTCCTTACTTTTTCGG TCCAAATGGTTAGAAAATGGAGA
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332 SSR01816 GCCATTATGTAGGGGTATGAAAA TCGAACTGATTAAGATTGCAAAA
333 UWO005572 CAAATTGCAACATTTATGTCTGTG CCATCATTTTCCACGTTAGGA
334 SSR16055 CATCCTTTCGACTTTGATGC CTGCAAACGTGAAGAGAGCC
335 UW073923 CCTCCAGCAACATACAATGG TTGGATCATGCTTGTTTTGA
336 UW073982 CATGCCGTCTTTTGTTTCCT CCAACCTCACAACCCTCCTA
337 Uwo085111 GCGTATTTCAATGGCACAAC CAAATCCAATCAAATGCCTG
338 UW049617 TGGTTTTGGCCTTTGATTTC GCCTTGAACCCACATGCTAT
339 SSR00420 TAACAACCACCGATCTTCGC TTTGTATAAAGCTACCAAGGTTTC
340 SSR17196 GGGTCGAGATAAAGCCGTAA TCGAGCTCGTTGTCGAATAA
341 SSR03962 ATGGAGCCCTAATCACGTTG CCGGCCAAACCCTATAAGAG
342 Uwo084481 TTTTCATTTGATTTTATAACAGTGGA TGATCTGCATCGCTTCTTCA
343 SSR19914 ATGGTCCACCAAACAAATGG GCTGTACTTGGAATCACTTCCC
344 SSR05079 GAGGAAAATTCCAAAAATTGC TGCGAATTGGTCTCCTCTTT
345 SSR03680 AAATGAGTGCCAAAAGCCAT CCACCGAAAGAGATCAAACAA
346 SSR21747 CAGCTGTTCGAGATTCCGAG GAACAAATGGGGAGAGCAAA
347 SSR10963 AGCATGCAATTAATAGGCCA CAAACAAAAGTAAGAACAAAAAT
348 SSR11820 ACGACGCCGTATTTGCTTAG AAGCTCGTTCATTATTACCCAA
349 UW084642 GGAATAATGGGACCCCTACAA TGAACCAAGTCCACAATTGCTA
350 Uwo084812 AAACAAATTTCTTCAAATTGTGATATG GCATTATTGACAAGATGGTAATG
351 SSR00204 AACCCTATTTGCACGCATTC GAGAAACAGCTGGAATTGGG
352 UW084796 CAAAAGGTCAAAAAGGTGGTG TGCATTAAATTAGATTAGAAAAA
353 UW084786 GCTCCCTATTTCAATTTGTGG TGAAATTCAACCCAATATAAAGA
354 Uw084848 TTTAAGCGCAACTCAACTCG GAAGGCTACTACCGTCTTTGTAT
355 UW084632 TTGTACGGATGTTCGGCTCT TCCTCCAACTGATCATCACC
356 UwW084849 AAGGAGGGGACAAACAACATT TTCAAAAGCAAATTCATTACCC
357 UwWo041214 GGGAAGATCAATCGTCCAGA TCAAAGCATGATGATGAACGA
358 UW085088 CTGCGACATGCGATTTTCTA TTTAATTGGAATATTTCACAATAC
359 SSR00378 TCCCTAAAATTTCGACAACCC TTAGTATGGCTTGAACACCCA
360 SSR22203 GGTGAGCAAGGGTTTTCTTG AAGGCGTTCCGATGATTTTT
361 SSR10518 TCTAATTCGCTCCGGATGAT TTGCAGCGAACAATCCTGTA
362 Uwo082429 AGTTGTAGCCATGTGGAGGC AAATTTGCGTTAGTCTGATGGA
363 UW082557 CCACACTTCCTTCCTCATGC CAAAATAGTGGTTGCCCAAAA
364 UW084618 AATCCTCCATGGTTAGGGTAGA TGAAAATAAATGTGTTCCTGCAA
365 UW083140 CCACTTCCACTTTCACCACC TGAAACCAAAGTCCCACTCC
366 UW083192 CCCATCACTTACCCTTTCCA TCATGTCCGAAACCCCTTAC
367 SSR11909 AATAATACCAGTGGCCCCATC AAAGCTCCCTCCTCCCCTAC
368 SSR16916 AGCATGATGAGGATCCCTTG CCGAACTGCACAAAGTATGG
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369 SSR12383 AACCATGGCTTAACGAGCAT TGCGAACTTTTTCCGTTTTC
370 UW084457 TCATAACTCCTTGGGGGTTG GTAAAGTTTGGATTCTATATGGTC
371 SSR15029 CCTGCTTCCCGTTCAAATTA TTGTTTCTCAGTCAAATAGCTTCG
372 SSR18640 GGCGTTGGGTTAAGCATTTA CGTGGGTTTTTACCGTCATT
373 SSR17769 CAATCAACTTCAAGTGTTGGGA AAAAGCTTCATTAGTCGCATGTT
374 SSR01573 CGTTAGGCCAAACAAAATTGA TGCAAACGTTTCTCTAGGCA
375 SSR02771 AAGTACACCAGCACTTGGGC CACACTCTTATGGCTTTCGTCA
376 SSR22545 TGATGAGCGATGCAGAGAAT TGCTTTGGTTTGGTGATTTG
377 SSR02051 CAGGTCATCTTCTCTTTGACTATACTT TGCTTTTATCCCCACTTTTCTT
378 Uw084286 GATGAGATGGAGAGGGTTGG CACACGAAATAATGTCACTAAA
379 SSR03552 CCAACTTGGAAAATTGCTACA TTCAGTTCGCTCGTGAAAGA
380 UWO079378 TGTTCTTCACATGCAATCCAA TTGAGCCAACACAAGAGAGC
381 SSR02132 CAATTGGTATGAGTGAAAGATAAGC CTCTGGTCCACCCAATCCT
382 SSR18428 CCATTCACTTCCTTTCCAGC TGGTTTCAAGACCACCCTCT
383 SSR20270 TTGGGATGTAGATGTCCGGT TCCCCAATCCAACTCCCTAT
384 SSR01056 AAAGGGAAAGGTAAATTGCCA AGCAGTTCGGATGATATTGGA
385 SSR07120 GATCAAAAGATCCAACTAATAACCA TCGTCCAAATAGTTGTTCTTACCA
386 SSR18311 GCGGATCAGAGAGGAAACAG GAAACAAACGTCCTCCTCCA
387 SSR05328 TGCAGACTGTAAAATAAATGGTGA CCGAGGCAGTAATCCAACAT
388 Uw084838 GCAGCCTTATGCATTGTCTTT GGTCCTCATCCCTTGTATTCTG
389 SSR11397 GAGGATGAAATAGTTGTCACTGAA TGATGCCCAATAAAACCCTT
390 UwW084840 NNACACGTAGTCAGAAAAACATATAAA TTAAACAAACCCAAATCTTTTCTT
391 Uwo084841 GACAAACATGTTAATCAGACACAAA TTGGCGGAGGTTAATCACAT
392 SSR06031 TGGGAAGAGAACCCTAGGAAA TTGCAATTACTCATCGCTGC
393 SSR23177 TGGATGAATGATGCCACAGT CAAAAGCCTGTCTTGGTAAAAA
394 SSR30236 TCAATTAAACGAGTGGCAAAGA GCCACGGGTTGACTACAAAT
395 SSR03066 CAAAACTTAAGGACCGAAAGGA ACATGGTTGGTTAGTGGCCT
396 SSR06791 TTTGTAGTTTGAGAACTCAAGTTGG TGGTGTTTGGTTGTCCTGAG
397 SSR10783 TGGGAAAATGGGAGTTTCAA CGAACCACCAGTATTGGACC
398 SSR07209 CTGTCTGCAGAGCCATCTGA CCATCAAGTTGAGGAGCAAA
399 SSR23549 TCACCCCCACTTTACTCCTC AGTCAATCAGTCAGCGCCTT
400 Uwo084401 CTTCATTCCCCCTTCCAAAT CGTCCATACATTGGGATCTTC
401 SSR14026 TACCGGAGAAATCATCGAGC TCGCTAAACTCCAACACGAA
402 Uwo018193 CATGCGATTCAATTGTGAAAA TGCAATTTGTCTCTTACACCTG
403 Uwo084415 TTCATTGAGTTTTACTAATGCCAAA GTCGTCGAAGCATTTTGTGA
404 SSR00012 TCTCACCATGGTCACCTAATG GGTCATTGAAGAGTCAAGTTGG
405 UW024693 TGAAAGAAAGATGGGGGAGA TTCCCCCTCAAATATTGCTG
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406 SSR05899 TAAGAGCAAAAATCCCACGC AGCTCAATCAACGTCAAGAGAA
407 UW049135 TTATGAGGGGTCAGGTTGGA AAAAGGGGAAGGGAATTGTG
408 SSR22706 CATAAGCCTTTCAAGCTGGG CTGAGGTCTCCTGATGGAGG
409 UW058682 GGTGATGAGTTGGTTTTGTTCTT GCCAAAATCGTGGCATAAGT
410 UWO058714 CAAGGGTTGGCCTGTTTTTA GGGGTGTGTGTGTGTGAGAG
411 Uwo083447 TGCTTGTGAAAGTCCTCGTG CTTTTGCTTTGCATCCCAGT
412 SSR06225 TGTATCATTCCAATCCCTCCA CGAAGTCCAAATTGATAAAGGC
413 SSR17389 AAGGACAAAGACAACATTAACAAAAA GGGTTCTACGAAGGAGAGCA
414 SSR11043 AGGTACGAAACAACGGCAAT TCGCACTCACTCTTTACCGA
415 SSR13456 ATGTGGGTGTGGAAAAATGG TAAAGGGGCAATTTGGTGAA
416 Uwo084381 TGACACGCTACCTTGAATTCTG AGGAACTGGAACTGCATGGT
417 SSR05415 GGGCATCATGACTAAATTCTCC GTCTTCCTGGGTTAGTGGGG
418 SSR03481 TGTCTGTCCTTTTCCCTCCTT AGAAACATGGTATGATATGTTGG
419 UW084598 TACCTCCATGCTCCATCACA TGGTGAAGTTAAAGGGTAAATCG
420 UwW084449 TTTGTTTGTCGACCCAAAATAG TCCTTTATACTTGAAACCAAAAAG
421 SSR00276 CCAATTAATTATCCTCCCACGA AATTAAAGTGAGGAGTGGAATTT
422 SSR03820 AGAGGGCAAATTGGTGAATG TCCATCCTGTATGATTTGAGTTG
423 UW084372 GGCTCCATATGCCAAATGAC TGGTGAAAACTCCATGGTTG
424 SSR05515 TCATTTTGGCTGCAATTCAA GATTCTCCATCTCCACGCAT
425 Uwo084851 CCCAAATTACCTCATCAATTTTT TTTTTGAAGGATTTTGGGTATG
426 SSR18549 GACACATCGCATTTTCCAGA ATTAGGGGCTCCACAAAACA
427 UW084559 GGGGGAGATTGATAGTTGGAC CGCCTGTTCTTTCAACCATT
428 UW084196 TATCACCGCTTTGGATTATT CCCTTCCTCCTCATACTTTT
429 UW084295 GAGCAAGAACAGGAACAATC ATAGATATGTGGGTGTGGGA
430 Uwo084212 GACAACTGATAACCCATGCT TAATCATCCCCAACAATACC
431 Uwo084519 GGTAAGAGATGATCTTCGAAAGG TTCCATTCATATTCTTCCAATGC
432 UW084691 GTTGTCGTCGAGGTCCCTAT CTTTGCATGTAACGCCAAGT
433 SSR20165 CAATGGAGGAGGAGTTGGAG GGGGCAGGGTAGAAGAAATC
434 UwW084351 GAAACACAAAGTTAAAACAAAAATCC GACATCACGACGTGGAACC
435 SSR0O7711 CCCAGGCATTTTCAAACACT ATGGTTGGTCCATCTTGCAC
436 UW084461 GGCTACAGGGACATAAATACACTT CGTTGTAATTACTTGGCCATCA
437 UW084654 GAAAACAGATTGATTGGTATCATTG CAAAGCAAGAAGTTTGGAGGT
438 UwW084852 TCCACTAAATTTAACTTGGTATCAAAA CACTTGTGTGCAAGAAAATATTG
439 SSR10725 TGACCATCGGTGATAGAATTT CAAACCAACTCAACCTTGATAGA
440 SSR15321 TCAATGTAGGTAGAGCACCACG TCCAATTGCTTGACCAATGA
441 UW083711 AGCCTTGGTGAAAAGGAAAT GCCTACAATGACACACCAACC
442 UW002466 TGGAACCCAGAATCTAGCCTT GCCTACAATGACACACCAACC
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443 UW084357 AAAACAAAACATAGTAATTAAGCCTTC TGAAATCTCTAGAAACAGGCGAC
444 SSR03529 TGAATTGAATAGACACAACAATATGC ACATGTTGGGACTCCATGTG
445 SSR00772 AGAAGCGTTGGGGGAAAATA TGCTACCTCACATGGTTTTG
446 SSR07100 CACACCATTTACGGTTATGGG CATTTGGTTCAGAAAGGGGA
447 SSR14180 TGGCAACATTGTGAATTGTG GAAGGGAGTACTGAGTTGCGA
448 UW084533 TTCCCTCTATCAACAATGTCCA TTTCCTTCTAAAAATTGAACTATC
449 SSR10911 CAGTACCAAGTCCCTTCCCA TGGGATCCTAACAACTCCATTT
450 SSR06303 AGCTCTCAACAACGAAGGGA TGACTTTCTTGATGGTACCGC
451 SSR15196 CAAACTTTGTTCAAAATCTCACCA AAAAGCAAACCTAGGGAGCA
452 Uwo084823 GGAAAGTGAAGAAGTAGGGTTTCA GGGTTTCCGCTGTTTCTTC
453 SSR03514 TAGGGTCCCCTTCCCTCATA GGGTACCCAAAAGCAAGTGA
454 SSR03943 TTTTTGGTGAAAAGGAACGTG CACAAAGCAAAATTGAGGGAA
455 SSR10224 AAGTGAGTTGCAATGGCTGA TCCATTGAGGTGATCTGAAAAA
456 SSR19343 ACCACGTGTATCTTCGCCTC TCAAATGCATTGAAGGCTGT
457 uwo084824 AAGATCACTGCCTCAATCTCGTAT CTCACGTGCCGAGATTAAGAA
458 Uwo084820 AACCCTATGATTTAATTGGTTTTTC ACAAAACGCCAAAGTGGTTC
459 SSR16163 CCAATATTTGCATATGGTTTATCA CAATCTTTGCATTTTGCTTTTG
460 SSR11858 CCCTTCTCTCTCCTTCAATCC GTTTGCATGGTGAAATGTGG
461 SSR11219 GCCATTCAAGGTGTAAGACCA ATGTTGGTTGGGTTGGGTTA
462 SSR11343 GTGGGGTTGCTTTTGGATAA CAATGGTTGCTTTGCTTCAA
463 SSR02764 CCAAGAACCACAAAAGTGGC GTGAGGACGGAGATGAGAGC
464 SSR00019 ATTCTCGTGAACCATCACCC ACTTTTGCCACTTGGCACTT
465 SSR14290 TGAAACAAAATTCGAGGTGTGA TCACCACATTCTTTTTGGCA
466 SSR03940 GATTCTCCGGAAACGGATTT GTCGTTTTCCGCGATTCTAC
467 SSR21318 GACACCCCATTCCTCATCAT GCTTCATCACTCCCAATTCAG
468 SSR10954 TGCAAAACCAATTATTTGATATAGAGA TTTCGGCAAAAGAACTAGGAG
469 SSR10829 TGTAATGCCACGTCACACCT AAGCCAAAGGGGTTTGAAAT
470 SSR07248 CGATTGGAAAATATCGGCAC CGAATCGCCTTCAGTTCTTT
471 SSR03768 GATGCTTGTGAAAACTGGGG TTCCGTGGTTCAGTACCTTT
472 SSR13996 CAAATCTTAACCTTCTTTGCATCA TTGAATCCAACTCAAACTCATTG
473 SSR18564 CCAACGTTCCATATCCACCT AGTAGCCGACATGCATCAAA
474 UW084569 GATACAACCGCCGAGATCC TGTATTCCAATGCACTGTTGG
475 UW039897 CCCAGTTCGTGACTTTTCGT CCCAATTCTGTTTTCCTAATTGA
476 Uwo084428 GCCATGTTCACATGACCAAA CCCATGGATTCTTGGATCTG
477 SSR00126 TCCACTCTTGACCAATTTTGAG CACAAGAGGAAGCTATCGCA
478 SSR04252 AAAGAACACACATGGTGGTGG AAGGAGTGTTTGAATAGGCCG
479 SSR11985 GCTGCATTTCATTTAACGCTT TGGTCCATCCTCACCAATTT
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480 SSR16005 CTCCACGAACCTTCCTTCAC ATTGTTGGGCTTGGTTCAAT
481 SSR21885 AAGATTCAGGAGGAGGGGAA AGTTCCACAAGGCACAGGTC
482 SSR19165 AATCCACGTTGGTTGTCGTT GAAGGGCCAAAAATGTTTCA
483 SSR13741 TTTCGCCCATGAAATTCTTC CAAAGAGGTTCACGTGGGTT
484 SSR10466 TGTTGTGAGCGGTTGTGATT CTGATGCTCACACGTGTCCT
485 SSR21936 TTGGTTGGAAAAAGGAAGGTT GGGCAGAGGCTTTTTCAATA
486 SSR01148 CGGAGAAAGGCTCAGAAACA TGCACGCACATAAACTAGGG
487 SSR21561 TTGGAATCAAACAAAGAAAGAAA GGCAAATTTTGGGTAGACGA
488 SSR00193 GCCAATCCAATGGAACAAGT TTGTAAACCAAAACCTTACCCC
489 SSR19755 TATCAGCGAGGGAAGGAAGA TAATTGCTGCATCGAAGACG
490 SSR19291 ATGGGAAGAAAAGTGGGACC AGATTTCCTCCCCAATTTCG
491 Uwo084828 TGAAATGACCCTAAAATTAAGCA TGTGTGTCTCCCAGTAGTGTTTG
492 SSR14861 ATTTCTTCCCCCACCAAAAC ATGAATCCTCCTCCCAGAGC
493 SSR18771 GCACGTGGGTCAAAGAATTT GTTGGTCAGCAAAAACGACA
494 UWw084615 AAGGATTACATAAACCCTACCATGA AAGCAAAAATTGGCTGCTTTA
495 SSR18133 CGATTTCAAACAAATTGCTAACTG GGAGAGTCAAATCAAACATCCC
496 UW084364 CGGACGTTTTAGAGATTTTGC AAGTACTCCATGAGGGGGAAA
497 SSR05271 GGTACAATAGGGAGGCCCAT AGTGGGGGATGTAATGAAGG
498 Uwo085071 GGACTGAAATGCTATTTTCCA CAAGTGTTGTGTGATTATGAAGC
499 SSR05682 TGAAGGTTTTTCTCCAGCGT ATTCGCTCACTTCCGAAAAG
500 SSR20063 CCCACATTGGTCTCAACAAG GCAGTTATATTTTGAGGGGAGA
501 SSR17062 AGCTAGCCACGTAACACCGT CACTCTCAAAATTTAGCCACACA
502 UWSTS012 TTGGCTAATTTATGGTTGGTATG TCAAACTTCCTACCTCAACATTCA
503 UW084662 CACGGCTCTTATCGGTTAGT CACTAGGTCGTTCAAAGCAA
504 51-6CAPS CACACTCCTAAATTACGAAGTTGAAA AGATTTTCAGCCTTCATTCCA
505 UW062953 ACCAAATCGCTTCTGAGGTT GGCATGAAAGAAACACCGTT
506 51-14CAPS CGTGAACTCAACAAATAAAAAGACG AAACTGGGCAGCTAGAAAACA
507 UW084680 TGAGGCTTGATGGTTGTGTT CTTTATGCTGGATGATCCCC
508 UW084975 CAATCCTCGTTCATCGACAC GCCAACATCCACTTGTCAAC
509 CKX-indel GAAACGGTTCCAGGTAAGCA TCCCATTTCTTTATTTACTTCAGC
510 UW084979 CCTCACTGCCATTCTCTTCA CATTGGCCATTGTGAAAAAG
511 UW084686 AAACACCTTCTTGGTCCTACG GGACCCCTACCTAATGCTCA
512 Uwo084870 TTAATTTGGATTCGGCCTTC AAAATGGGGTGAGTGAGGAG
513 Uwo084875 CAAAACTCCCAAGGGAAAAA CATTCTTCTCGTCCCTCCAT
514 SSR18551 GATGTGCATGTGATCCAACAG TGAATCTACTTGGGTTCGTTGTT
515 Uwo084189 GAATCATGGAAGATTGGAGA TTTGGAAACACACAGATTCA
516 UW084033 GATATTTTTCCAACCTTCCC TGTGTGATTTTCATTGCTGT

Ek-1 devam. Hiyar SSR markirlari ve primer sekans bilgileri
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No Markir Adi fleri Primer Sekanst Geri Primer Sekansi

517 UW084716 GATCCATTCCCCTTTCTTCA GAAAAGCATAGGACACGTCG
518 EC11 TCTTCGCAGTCACCATTTC CCTTCCTCTGTTTCTGTTCC
519 EC12 TATTCTTCTTTGCTACCCAT TAAGTTTATTTTCTGCTGTCTA
520 EC13 GCAATGAATCATGACCTCCA CTGAGAATTGGGAAGGGACA
521 EC15 ACCAAAAACAGACCCCTATG GAAAGGGAAAACAAACGAGG
522 EC18 TGCCATTTCATCGACTCTTC GCATTTCTGCTGTGGCTTAG
523 EC19 TTTCTCTCCAACTCACCCTG TACATCGGCTTTGCTCATCT
524 EC20 AAAGTTGCTCTTGTTTGTCC GAGGTGAATGGTGGTGGCT
525 EC22 CAGCAGAGAAACTCAATCCA CTGTTTACGGCTGCATTGGT
526 EC24 ACAACACAACCGCTTCTCGT TGAGCCCAAGCACATAACAG
527 EC27 GTTGGAAGGCACACAAAGTC CGAGATGATTGGAGGATGATG
528 EC28 CTGAGTTATGGGGAAAGCAA TGTTAGTGATGTTGTTGGACC
529 EC31 CTAACCAGCAGAACCCAATG GTATCCTGTTTCCAGCGAGA
530 EC34 GATCCCCATCATAATCACCC CAAAGGGCTACAATAACAAAC
531 EC35 ATCCACAACACAAAAACCAC AAGAAGAACAGCCAAGAATG
532 EC39 CCAAGTTTAAGTTATTTAGGAG GAAGAGGACGATAAAGATGA
533 EC41 AGCATGTGGAGGAGAAAGCA TTCATCATCGAGTGGGTCTG
534 EC47 CGATCTTTGTCATCCGACCT AGAACGAGCACGTTTTGAGC
535 EC49 CGTGTTTTCTCAGATTTCCCA CACTTCCCTTATCAACCCCA
536 EC50 GGAACAGGGAAATCCACCAT TCGCTTCATCTCCCTCCTCC
537 EC52 TCAAACACGAACCCGAAACG CAAGAAATTGCCAGGACGAG
538 EC56 TTTTTGGGGGTTTTTGAGAG AGCTTTGTTCCCTATCTTCC
539 CMO1 TTGGAGGAGACAAAGGCATC TGCTTCAACCTCTTCTTCTGG
540 CM04 CATGGCGATGTTTTCTTTCA AAGGGAAAATTTTGGAAGTGG
541 CMO05 TCCAACGAAATCCCACTGTT AGCCGTTCTTCCGGATAGTT
542 CMO07 TTTCCCGCATTGATTTTCTC GAGAAACGCTTCCCACAAAC
543 CMO09 GTCAAAAGCATCAGCAGCAA CAAGTTAGGCAAACCCCAAA
544 CM15 ACCATCCTCCCTTCCAAATC CAGAGAAGCAAGTGCAGCAG
545 CM16 TGCCTGTTGTGATTGAGGAG TTCTTCTTACCTCCGCCAAA
546 CM17 CCTTCATCATCATCATCGTCA GACCGGCAGTGGACATAGTT
547 CM21 CGGGGAATTTGTGCTCTATG CCCAAACAAAGCCAAAAGAA
548 CM22 AAGGATTTGGTGGTGCTGAC TTTCCATCTTGGGCTCCAAAC
549 CM23 TTCTTCATTTAGGGGCACTG AAAGGGGGCTCAACATTTTT
550 CM26 CCCTCGAGAAACCAGCAGTA CACCTCCGTTTTTCATCACC
551 CM28 GCCGCTGTAACGAATAATGG GAAGAAAACAGGGCATCCAA
552 CM30 TCAAACCTAAACCCTAAACCTAACC AGGATGATCGGGGAAGAAAT
553 CM33 TTGGCTTTTGGCTAATCTCC TGAAGGGGTAAAAAGGTTAAAAA

Ek-1 devam. Hiyar SSR markirlari ve primer sekans bilgileri
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No Markir Adi fleri Primer Sekanst Geri Primer Sekansi

554 CM38 TAGCATCTGATCGGAAAACC CAACCTCATCCGCCAAGAAT
555 CM39 GATTTCCCCTCCGAACTCTC TTGCCCTAAAACCCTCACAC
556 CM43 CTCTTCCAATCACCGCCTCT AAGGAGGAGCATGAGGGAAT
557 CM46 GCTCCGGCAAACCTTTTTAT GTGGACACGGTGATCACAAA
558 CM49 CCCCATCAGAAAGATGATGAA TCTTTGTTTCTTCAATGGGGTA
559 CM53 CTGCCGTGAAGGAGAAGAAC AGCCTCAATCCCCAATCTCT
560 CM55 CCTCTCTCTTTCCCCACCTC GAAACAGAAGGAGCCACAGC
561 CMAGN33 CTGTCTGCTATTCTCCACTTGG TGTATGCCACGTAGCGAAAC
562 CMAGN45 CCCACAAGAGAGAGAGAGAG GTGTGACAGGTAGATTGTTGG
563 CMAGNS52 CCACCAACATAACACACAAC CTCTCACACTGTTGGGAAGA
564 CMAGNG61 GGAGACACAAGGAATATGTG ATAACAAAGGGGCATAACAC
565 CMAGNG8 GGAAGGAAATTAGCATGCAC GCCACTCTGTCTTTCTTCC
566 CMAGNT73 ATCCAACTCGACCAAGAAAC CAGCTCTACAACAACATCTC
567 CMAGNT75 TGGGTTTTCTTCTACTACTG TGCTTTTACTCTCATTCAAC
568 CMAGNT79 CTTCACTAAAACTACAAGAG TTCCAACTTATTCATCCCAC
569 CMAT141 AAGCACACCACCACCCGTAA GTGAATGGTATGTTATCCTTG
570 CMAT35 GTGGGTCATCATTATTGTTA GCTTTTAGCCTATTAAGTTGC
571 CMATN101 GCTTGTCTTTGTGTTTGC GAGAACAAGACTCCTTAATCC
572 CMATN22 CGGCAATCATCTTATCTTTC AAGATTGAAGTGGGAAAATG
573 CMATNBS9 CACTACCTTAAAACAGAATTG GGACAATTTAGGGAGGATC
574 CMBR1 AGATGACCAAACCAAACCCA CAACGTTATGGGGATGAAGG
575 CMBR10 CCGTTTGGATTCAGGCTAGA ACCGGTTATCAAGGGTCCAT
576 CMBR100 GGACCAAACCAAACCCATTA ATGGGGATGAAGGGAGAAAG
577 CMBR101 GGTATTATTTGCCCCCACCT CAAAAGGAAAAGATAGGCCC
578 CMBR102 GGGAGCCCCTCATTTTCTC TTTTCAACCAACATCCACCC
579 CMBR103 TGGTTGAGGAAGACTACCATCC TCCACTAAAGTTTCCTTATGTTAT
580 CMBR104 CAAAAGGAAAAGAAAAAGACCAAA GGTATTATTTGCCCCCACCT
581 CMBR105 TGGTAAGCATTTTGAAATCACTTTT TTTGTATGGTTGGAGGGGAA
582 CMBR106 GTACCTCCGCCGTTGATCT TGAGATAATAAGAAATCCAACCC
583 CMBR107 TATGAAGCGCGCATAAACAG CGAATGTGAAATCTCTTCTCCC
584 CMBR108 TGTATTGCCACCGTGTCC GGCAAAGAAGAAGGAAGAGTGA
585 CMBR109 TGGAATGTACCGTGATGGGT ATACAGCAGATCCACAGGGG
586 CMBRO011 CGTCAAAGATGAACATGGGA CCGCCAAGTTATTTTAGGTG

Ek-2. SRAP primer kombinasyonlar1 ve sekans bilgileri
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Primer No Primer Ad1 Primer Sekansi Primer No Primer Ad1 Primer Sekans1
1 ME1 TGAGTCCAAACCGGATA 1 EM1 GACTGCGTACGAATTAAT
2 ME2 TGAGTCCAAACCGGAGC 2 EM2 GACTGCGTACGAATTTGC
3 ME3 TGAGTCCAAACCGGAAT 3 EM3 GACTGCGTACGAATTGAC
4 ME4 TGAGTCCAAACCGGACC 4 EM4 GACTGCGTACGAATTTGA
5 ME5 TGAGTCCAAACCGGAAG 5 EM6 GACTGCGTACGAATTGCA
6 ME6 TGAGTCCTTTCCGGTAA 6 EM8 GACTGCGTACGAATTCTG
7 ME7 TGAGTCCTTTCCGGTCC 7 EM9 GACTGCGTACGAATTGAT
8 MES8 TGAGTCCTTTCCGGTGC 8 EM14 GACTGCGTACGAATTCAG
9 ME9 TGAGTCCAAACCGGAGG 9 EM18 GACTGCGTACGAATTCCT
10 ME10 TGAGTCCAAACCGGAAA 10 EM20 GACTGCGTACGAAATTCTT
11 ME11 TGAGTCCAAACCGGAAC
12 ME12 TGAGTCCAAACCGGTAG
13 ME13 TGAGTCCAAACCGGCAT
14 ME14 TGAGTCCAAACCGGTCT
15 ME21 TGAGTCGTATCCGGTCT
16 ME22 TGAGTCGTATCCGGAGT
17 ME23 TGAGTCGTCTACGGTAG

Ek-3. InDel primer sekans bilgileri

No Markir Adi fleri Primer Sekanst Geri Primer Sekansi
1 AB032936_2 TCTCAACCATTCCTAAGACGG GTTGTGAGTTATGAGGAGATTG
2 CM1.15 ATTTCTTTTTCCTAATATTTAAC GAGAACTAATTCGTATGGTTTA
3 CM1.41 TTCATTTCAGATCTGGCTCTCTG AACAGCCTGAAAGTGAACCT
4 CM2.20 GATGATGGTTGAAGTTGGAGA TCATCACCAAAATGTTCATTAAGC
5 EAACMCAC391-395STS GAATTCAACCAAAAACCATAATCA ATATCAGGTCAAATCTATAATCCC
6 EAAGMCAG154STS GAATTCAAGGGCAGTGGTGCAAC TTAACAGAGTCTCCTCACCCTGATTT
7 EAAGMCAT280-282STS AACACTCCTGCTTTAACAGCATC AATGTAATCGTCATTCAGCAGTGT
8 EAAGMCTG171-179STS GAATTCAAGGTTATTTTCTCATCA TTAACTGGCAAGCGTTCTTCTAAG
9 L18-2H19A CCATCATAGTCAAATAAGAAATGA GGTAGATATGTGTGCGCTATTTTG
10 MC224 GCTTGCTACTTAACGTTTG GACATGCATAATGTGAGAAG
11 N6-1IRTRANS TCTATGATTTTCAACAATTGGAAG GGTTTTCTTAAATAGAAGAACACC

Ek-4. 308 adet AFLP primer kombinasyonlar:
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M-[M-TM-TM-T o M- [M-TM-[M-TM-[M-TM-[M-TM- M- T T T T T
CAlcA|cafcc| arlceT|cefca|ce|cec|cT|cT|cs|ce|cT| Gl ec|er|celen
clelAalA cloefT|AalT|c|[T|Cc|lGc]|A

E-

AC| X | x [ x| x| x | x| x|x|[x|x]x]|x]|x]x X [ x| x X

A

E-

A X X x| x| x [ x| x| x|[x|x]x]|x]|x]x X [ x| x X

c

E-

AA X [ X [ x| x| X X X | x| x|x

G

E-

AC| X [ x [ x| x| x X X | x| x|x

c

E-

AC X [ x| x| x X X

c

E-

AA X | x| x]x X X

G

TEA X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

1'_56 X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

(':EC X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

cET X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

E% X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

E-

Al XX XX x [ x x| x| x [ x[x]|x]|x]|x[|x

CEG X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

CEA X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

AE(; X[ x| x| x| x | x|x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

TET X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

TEc X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x]|[x]x]x

Eé X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x]|[x]x]x

CEG X[ x| x| x| x | x|x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

gT X[ x| x| x| x | x|x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

GEC X[ x| x| x| x | x|x|[x|[x]x]|x|[x|[x]x]x

EA X[ x| x| x| x | x| x|[x|[x]x]|x|[x]|[x]x]x

Ek-5. DAS-ELISA testleri sonucu elde edilen F; populasyonu ZYMV dayanmikhihk
sonuclar
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Negatif | Pozitif
TEST SIRASI | BITKi NUMARASI 4|sle|7]s9]10

ANA EBEVEYN 10 0

BABAEBEVEYN [P [P [P [P [P [P|P[P [P 0 10 [P
1 F211 P | 7 3 [NP
2 F2 1.2 1 9 [P
3 F2 1.3 3 7 [NP
4 F2 1.4 8 2
5 F2 1.5 8 2
6 F2 1.6 0 1
7 F2 1.7 6 4 NP
8 F2 1.8 1 9 |p
9 F2.1.9 1 9 |p
10 F2 1 10 7 3 |[NP
11 F2 1 11 1 9 |p
12 F2 112 4 6 |NP
13 F2 1 13 8 2
14 F2 1 14 2 7 |p
15 F2 1 15 3 7 |NP
16 F2 1 16 6 4 NP
17 F2 1 17 4 6 [NP
18 F2 1 18 0 10 [P
19 F2 1 19 3 6 [NP
20 F2 1 20 3 7 |NP
21 F2 121 4 6 |NP
22 F2 122 3 6 [NP
23 F2 1 23 4 6 [NP
24 F2 1 24 5 4 [NP
25 F2 1 25 3 7 |NP
26 F2 1 26 3 6 |NP
27 F2 1 27 0 9 |p
28 F2 1 28 8 1
29 F2 1 29 5 5 |NP
30 F2_1 30 8 2
31 F2 131 5 4 NP
32 F2 1 32 9 1
33 F2 1 33 | | 8 0

Ek-5 devam. DAS-ELISA testleri sonucu elde edilen F, populasyonu ZYMV
dayanikhilik sonuc¢lar
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Negatif | Pozitif

BITKi NUMARASI| 1 2 45678910
34 F2_1 34 p 9 I-
35 F13s| P [N P N P (P[P | P | 4 [6]np
36 2 BE OB B 5 | 4]|NpP
37 F2 1 37 BEEREER
38 F2_1 38 P P P P 6 |4 ][NP
39 Fe13[pP[pP[P]|P P P| P o [10|P
40 F2140| P[P P Pplrp| P o [s]|P
41 F2141| P |P JRE PlP| P 0 |10
42 F2 142| P Plp Pl P 5 |5 [nP
43 F2_143| P PlP| P 3 |7 [nP
44 144l P[P ﬂﬂ PlP| P o [10]P
45 F2 1 45| P E PlP| P 3 |7 [nP
46 F2 1 46| P B 3 |6 |NP
47 F2 1 47 5 |5 [nP
48 F2_1 48 8 |2
49 F2_1 49 9 |1
50 F2_1 50 10 |0
51 ZEEE 2B B B 5 |4
52 F2 1 52 2 |o
53 F2_1 53 8 |o
54 F2_1 54 7 |1
55 F2_1 55 9 |1
56 F2_1 56 8 |2
57 F2 157 x [PNBIPRERRER 6 |1
58 F2_1 58 3 |3
59 F2_1 59 5 |4
60 F2.1.60| P | 3 |4
61 F2_1 61 9 |1
62 F2 1 62 3 |7
63 F2 1 63 4 |2
64 F2_1 64 10 |0
65 F2_1 65 9 |1
66 F2 1 66 P | 5 |5
67 F2 1 67 [PNINE o PRI « (PRI 8 |1
68 F2_1 68 9 |[o

Ek-5 devam. DAS-ELISA testleri sonucu elde edilen F, populasyonu ZYMV

dayanikhilik sonuc¢lar
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Negatif | Pozitif
BITKi NUMARASI| 1 23lals]s 10

69 rrie|prlr|[r|rP]P]|P P o |10

70 rio|lplr|[r|r|rP]|P P 10

71 rinn|plp[r[r]P 3 [ 7 [npP
72 F2 1 72 w0 o [l
73 F2_1 73 3 |7 ][NP
74 F2 1 74 TERE
75 F2 175 3 [ 7 [np
76 F2176| P | o [w|Pp
77 F2 1 77 8 |o

78 F2 178 2 [s|p
79 F2.1 79 4 |6 |nP
80 F2_1 80 5 [5[nP
81 F2 181 o |9

82 F2 182 o |9

83 F2 1 83 5 |4 ][NP
84 F2 1 84 8 Z!
85 F2_1 85 P 5 [3[npP
86 F2_1 86 P o [s]P
87 F2 1 87 P 2 [s]P
88 F2 1 88 P 1 |8

89 F2 1 89 | 2 |4

90 F2.1 90 | o |7

91 F2.1 91 | s |2

92 F2 1 92 P | 2 |7
93 F2 1 93 P NG
94 F2 1 94 P P plp| P 1 |sfp
95 FR195| P[P [P P plp| P o [w0]P
96 F219 | P|P|P P plp| P o [o]Pp
97 rrior|pPp|pP|P P plp| P o [o]P
98 rri1o|p|pP|P P plp| P o [o]P
99 210 |P|P|P P A 0 |9o]P
100 F21100|lP|P|P P PP P o [w0]P
101 P EEAE I P PP P o [w0]P
102 Frr1a|lp P[P P PP o [o]P
103 1103l P P[P P PP o [o]P

Ek-5 devam. DAS-ELISA

dayanikhilik sonuc¢lar

testleri sonucu elde edilen F, populasyonu ZYMV
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Negatif | Pozitif
BITKI NUMARASI | 1 2 4
104 F2.1 104| P P o |7
105 F2 1 105| P p o |9
106 F2 1 106| P p 1 |8
107 F2_1.107| P P 3 |7 [np
108 F2 1 108 P p o [P
109 F2_1 109 p 3 |4 NP
110 F2 1 110| P P x| rp|pr[x 2 |5 [np
111 F2 1 111 4 |6 [N
112 F2 1 112 3 |5 [N
113 F2.1 113 P | 2 |5 [np
114 F2_1 114 2 |6 NP
115 F2 1 115 3 |7 [np
116 F2 1 116 8 Z-
117 F2_1 117 2 |3 |np
118 F2_1 118 2 |8 [N
119 F2 1 119 10 I-
120 F2_1 120 o [7]|p
121 F2_1 121 3 |7 [np
122 F2 1 122 5 |5 |nP
123 F2 1 123 5 |3 ][NP
124 F2_1 124 3 |7 [np
125 F2_1 125 3 |7 [np
126 F2_1 126 3 |7 [np
127 F2_1 127 4 |4
128 F2 1 12c R x | x| x [ x x| x| x| 2 |o
129 F2_1 129 5 |4
130 F2_1 130 7 |2
131 F2_1 131 7 |1
132 F2 1 132 P 8 |2
133 F21133[ P[P |P| 4 |6
134 F2 1 134 Ba 8 |2
135 F21135| P P[P NN P | P 4 |6
136 F2 1 136 B B BE 5 |5 [NP
137 F2 1 137| P 9 |1

Ek-5 devam. DAS-ELISA testleri sonucu elde edilen F, populasyonu ZYMV
dayamklilik sonuclari
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Negatif | Pozitif
BITKi NUMARASI| 1

139 F2_1 139 4 |6 NP
140 F2_1 140 3 |7 [np
141 F2 1 141 3 |7 np
142 F2 1 142 5 |5 |np
143 F2 1 143 5 |3 ][NP
144 F2_1 144 3 |6 ][NP
145 F2_1 145| P 3 |7 NP
146 F2_1 146| P 3 |7 np
147 F2 1 147 4 | a|np
148 F2 1 148 2 |o

149 F2_1 149 9 |1

150 F2_1 150 THERE
151 F2_1 151 4 |6 NP
152 F2_1 152 8 |2

153 F2_1 153 2 |6

154 F2_1 154 9 |1

155 F2_1 155 9 |1

156 F2_1 156 3 |3 [N
157 F2_1 157 6 | 4[N
158 F2.1.158| P | P 1 [ofP
159 F2_1 159 1 [9]p
160 F2_ 1 160 s |2 [N
161 F2_1 161 THERE
162 F2 1 162 4 |6 NP
163 F2 1 163 2 8P
164 F2_1 164 5 |4]|np
165 F2_1 165 6 4 |NP
166 F2_1 166 5 |3

167 F2_1 167 1 |5

168 F2 1 168 3 |7

169 F2_1.169] P | 1 [sfP
170 F2_1 170 2 Z-
171 F2 1 171 o |7 ][NP
172 F2 1 172 8 [2|nN
173 F2 1 173 3 |6 NP

Ek-5 devam. DAS-ELISA testleri sonucu elde edilen F, populasyonu ZYMV
dayanikhilik sonuc¢lar
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Negatif | Pozitif

BITKi NUMARASI| 1
174 F2 1 174 4 |5 [N
175 F2_1 175 1 (8P
176 F2_1.176| P | 3 |7 [N
177 F2 1 177 IR 5 |5 NP
178 F2 1 178 5 |3 ][NP
179 F2 1 179 ERE
180 F2_1 180 3 |7 NP
181 F2 1 181 3 |7 np
182 F2 1 182 4 | a|np
183 F2_1 183 2 |o
184 F2 1 184 5 |4
185 F2 1 185 8 |2
186 F2 1 186 1 |9
187 F2 1 187 4 |6 [N
188 F2 1 188 8 Z.
189 F2_1 189 ERE
190 F2_1 190 3 |7 |np
191 F2 1 101 9 |1
192 F2.1192| P | P 4 |6
193 F2 1 193 8 |2
194 F2 1 194 5 |3
195 F2 1 195 1 |s
196 F2 1 196 2 [s|p
197 F2_1107| p [N P R
198 F2 1 198 2 |4
199 F2 1 199 P 0o |9
200 F2_1 200| P 8 |2

Ek-6. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F; bireylerinin DNA miktar ve kaliteleri

| Numara | Bitki Kodu | dsDNA | Birim | 260/280 | 260/230 | A230 | A260 | A280 | A340 |
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1 BTL_HTP_1-1 56,6 pg/mL 1,130 0,990 0,114 0,113 0,100 0,066
2 BTL HTP. 12 | 1199 pg/mL 1,170 1,040 0,231 0,240 0,205 0,149
3 BTL_HTP_1-3 74,0 pg/mL 1,380 1,250 0,118 0,148 0,107 0,041
4 BTL_HTP_1-4 30,3 pg/mL 1,760 1,980 0,031 0,061 0,034 0,000
5 BTL_HTP_1-5 64,2 pg/mL 1,360 1,190 0,108 0,128 0,094 0,043
6 BTL_HTP_1-6 60,2 pg/mL 1,370 1,270 0,095 0,120 0,088 0,041
7 BTL HTP_1-7 | 2906 pg/mL 1,130 1,000 0,581 0,581 0515 0,403
8 BTL HTP_1-8 | 2468 pg/mL 1,090 0,970 0,507 0,494 0,454 0,376
9 BTL HTP_1-9 | 3258 pg/mL 1,160 1,010 0,643 0,652 0,562 0,402
10 |BTL_HTP 1-10| 69,9 pg/mL 1,300 1,060 0,132 0,140 0,108 0,057
11 BTL HTP_ 1-11| 3326 pg/mL 1,160 1,060 0,629 0,665 0574 0,431
12 BTL HTP_1-12| 115 pg/mL 1,370 1,340 0,017 0,023 0,017 0,007
13 |BTL_HTP 1-13| 578 pg/mL 1,350 1,090 0,106 0,116 0,086 0,041
14 |BTL_HTP 1-14| 3239 pg/mL 1,160 0,840 NaN 0,648 0,557 0,389
15 |BTL_HTP 1-15| 1671 pg/mL 1,350 1,160 0,289 0,334 0,248 0121
16 |BTL_HTP 1-16| 1491 pg/mL 1,330 1,230 0,242 0,298 0,224 0,120
17 BTL HTP_1-17| 2685 pg/mL 1,170 1,000 0,539 0,537 0,460 0,339
18 |BTL_HTP 1-18| 2967 pg/mL 1,190 0,900 0,659 0,593 0,498 0,336
19 BTL HTP_1-19| 1121 pg/mL 1,380 1,000 0,224 0,224 0,162 0,072
20 |BTL_HTP 1-20| 1865 pg/mL 1,260 0,960 0,388 0373 0,297 0,174
21 BTL HTP_1-21| 2655 pg/mL 1,190 0,970 0,549 0,531 0,447 0,300
22 BTL HTP_1-22| 4721 pg/mL 1,060 1,000 0,940 0,944 0,888 0,781
23 |BTL_HTP 1-23| 226,1 pg/mL 1,220 1,000 0,452 0,452 0,370 0,235
24 |BTL_HTP 1-24| 1275 pg/mL 1,210 0,960 0,267 0,255 0210 0,140
25 |BTLHTP 1-25| 633 pg/mL 1,330 0,960 0,132 0,127 0,095 0,048
26 |BTL_HTP 1-26| 15572 pg/mL 1,250 1,130 0,274 0,310 0,248 0,166
27 BTL HTP_1-27| 67,6 pg/mL 1,450 1,260 0,108 0,135 0,093 0,039
28 |BTL_HTP 1-28| 873 pg/mL 1,350 1,320 0,132 0175 0,130 0,071
29 BTL HTP_1-29| 1686 pg/mL 1,320 0,980 0,344 0,337 0,255 0,132
30 [BTL HTP 1-30| 3358 pg/mL 1,100 1,010 0,666 0,672 0613 0,514
31 BTL HTP 1-31| 1957 pg/mL 1,370 1,140 0,342 0,391 0,286 0,137
32 BTL HTP_1-32| 1627 pg/mL 1,290 0,870 0375 0,325 0,252 0,130
33 |BTLHTP 1-33| 1477 pg/mL 1,250 1,010 0,293 0,295 0,236 0,139
34 |BTLHTP 1-34| 1041 pg/mL 1,330 1,130 0,185 0,208 0,157 0,080
35 [BTL HTP 1-35| 1593 pg/mL 1,200 0,890 0,357 0,319 0,265 0,176
36 [BTLHTP 1-36| 1045 pg/mL 1,120 1,010 0,207 0,209 0,186 0,145
37 BTL HTP_1-37| 524 pg/mL 1,240 1,060 0,099 0,105 0,085 0,044

Ek-6 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin DNA miktar ve
kaliteleri
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Numara | Bitki Kodu dsDNA | Birim | 260/280 | 260/230 | A230 A260 A280 A340
38 BTL_HTP_1-38| 1786 pg/mL 1,150 0,940 0,379 0,357 0,312 0,223
39 BTL_HTP_1-39| 179, pg/mL 1,150 NaN 0,387 0,358 0,312 NaN
40 BTL_HTP_1-40| 1093 pg/mL 1,180 1,000 0,219 0,219 0,185 0,127
4 BTL_HTP_1-41| 256 pg/mL 1,270 0,980 0,052 0,051 0,040 0,021
42 BTL_HTP 1-42| 1404 pg/mL 1,180 0,940 0,297 0,281 0,237 0,160
43 BTL_HTP_1-43| 40,3 pg/mL 1,530 1,250 0,064 0,081 0,053 0,013
44 BTL_HTP_1-44| 1124 pg/mL 1,230 1,080 0,209 0,225 0,183 0,115
45 BTL_HTP_1-45| 1444 pg/mL 1,230 1,000 0,288 0,289 0,235 0,152
46 BTL_HTP_1-46| 7857 pg/mL 1,020 0,990 1,580 1571 1,534 1,439
47 BTL_HTP 1-47| 3474 pg/mL 1,090 1,010 0,689 0,695 0,635 0,555
48 BTL_HTP_1-48| 43,0 pg/mL 1,120 0,940 0,092 0,086 0,077 0,056
49 BTL_HTP_1-49| 109,9 pg/mL 1,150 0,950 0,232 0,220 0,191 0,136
50 BTL_HTP_1-50| 90,8 pg/mL 1,060 1,000 0,182 0,182 0,172 0,149
51 BTL_HTP 1-51| 127,9 pg/mL NaN NaN NaN NaN NaN NaN
52 BTL_HTP_1-52| 98,0 pg/mL 1,150 1,040 0,189 0,196 0171 0,130
53 BTL_HTP_1-53| 155,2 pg/mL 1,180 1,120 0278 0,310 0,264 0,186
54 BTL_HTP_1-54| 985 pg/mL 1,280 1,120 0,176 0,197 0,154 0,092
55 BTL_HTP_1-55| 1078 pg/mL 1,250 1,070 0,201 0,216 0173 0,110
56 BTL_HTP_1-56| 166,4 pg/mL 1,200 1,010 0,329 0,333 0278 0,185
57 BTL_HTP_1-57| 1264 pg/mL 1,160 1,050 0,241 0,253 0217 0,161
58 BTL_HTP_1-58| 28,1 pg/mL 1,530 1,420 0,040 0,056 0,037 0,010
59 BTL_HTP_1-59| 436 pg/mL 1,480 NaN 0,059 0,087 0,059 NaN
60 BTL_HTP_1-60| 123,7 pg/mL 1,250 1,070 0,232 0,247 0,197 0,117
61 BTL_HTP 1-61| 7153 pg/mL 1,040 1,010 1,414 1,431 1,376 1,228
62 BTL_HTP_1-62| 1051 pg/mL 1,290 1,040 0,203 0,210 0,162 0,086
63 BTL_HTP_1-63| 12679 | pg/mL 1,040 NaN NaN 2,536 2,431 2,289
64 BTL_HTP 1-64| 81,9 pg/mL 1,420 1,250 0,131 0,164 0,115 0,049
65 BTL_HTP_1-65| 1693 pg/mL 1,440 1,320 0,257 0,339 0,236 0,088
66 BTL_HTP_1-66| 282,9 pg/mL 1,220 1,050 0,537 0,566 0,465 0,301
67 BTL_HTP_1-67| 4565 pg/mL 1,140 1,030 0,886 0,913 0,803 0,606
68 BTL_HTP_1-68| 1713 pg/mL 1,230 1,030 0,333 0,343 0,278 0,173
69 BTL_HTP_1-69| 281,7 pg/mL 1,180 1,040 0,540 0,563 0477 0,335
70 BTL_HTP_1-70| 200,6 pg/mL 1,190 0,990 0,405 0,401 0,338 0,233
71 BTL_HTP 1-71| 1068 pg/mL 1,300 1,060 0,202 0,214 0,164 0,091
72 BTL_HTP 1-72| 1494 pg/mL 1,310 1,060 0,281 0,299 0,228 0,125
73 BTL_HTP_1-73| 2441 pg/mL 1,220 0,890 0,549 0,488 0,399 0,245

Ek-6 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin DNA miktar ve
kaliteleri
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Numara Bitki Kodu dsDNA | Birim | 260280 | 260/230 | A230 A260 A280 A340
74 |BTL_HTP.1-74 | 4319 pg/mL 1,060 1,040 0,832 0,864 0,818 0,714
75 |BTLHTP.1-75 | 2795 pg/mL 1,250 0,950 NaN 0,559 0,446 0,265
76 |BTL_HTP_1-76 | 7517 pg/mL 1,080 1,000 1511 1,503 1,388 1,169
77 BTL_HTP_1-77 70,1 pg/mL 1,720 1,570 0,090 0,140 0,082 0,007
78 | BTL_HTP_1-78 84,8 pg/mL 1,560 1,390 0,122 0,170 0,109 0,030
79 BTL HTP_1-79 | 2179 pg/mL 1,290 1,040 0,420 0,436 0,337 0,189
80 [BTL_HTP_1-80 71,0 pg/mL 1,560 1,420 0,100 0,142 0,091 0,025
81 BTL_HTP_1-81 | 3311 pg/mL 1,220 0,910 0731 0,662 0,544 0,342
82 BTL_HTP_1-82 88,5 pg/mL 1,300 1,220 0,145 0177 0,136 0,064
83 [BTL.HTP 1-83 | 1498 pg/mL 1,240 1,100 0,271 0,300 0,242 0,158
84 |BTL_HTP 1-84 93,6 pg/mL 1,260 1,060 0,177 0,187 0,149 0,092
85 [BTL_HTP 1-85 | 7712 pg/mL 1,080 0,960 1,606 1,542 1,432 1,196
86 [BTL_HTP 1-86 88,3 pg/mL 1,090 0,870 0,202 0177 0,162 0,136
87 BTL_HTP_1-87 54,1 pg/mL 1,600 1,210 0,089 NaN 0,068 0,013
88 |BTL_HTP 1-88 | 2868 pg/mL 1,160 0,960 0,596 0574 0,496 0,362
89 BTL_HTP 1-89 | 1783 pg/mL 1,300 1,090 0,328 0,357 0275 0,162
90 [BTL_HTP 1-90 | 2844 pg/mL 1,330 1,040 0,548 0,569 0,429 0,223
91 BTL HTP_1-91 | 1918 pg/mL 1,300 1,080 0,354 0,384 0,296 0,167
92 BTL HTP_1-92 | 3420 pg/mL 1,190 0,960 0,710 0,684 0575 0,393
93  [BTL.HTP 193 | 1791 pg/mL 1,200 1,020 0,351 0,358 0,298 0,199
94  [BTL_HTP 1-94 | 2689 pg/mL 1,220 0,950 0,566 0,538 0,439 0,282
95  [BTL_HTP 1-95 | 4728 pg/mL 1,110 0,970 0,973 0,946 0,850 0,679
96 [BTL_HTP 1-9 53,1 pg/mL 1,560 1,390 0,076 0,106 0,068 0,020
97 BTL_HTP_1-97 354 pg/mL 1,250 1,020 0,070 0,071 0,057 0,036
98 |BTL_HTP 1-98 | 1986 pg/mL 1,210 0,970 0411 0,397 0,330 0218
99 BTL_HTP 1-99 | 1141 pg/mL 1,090 0,940 0,243 0,228 0,209 0,177
100 | BTL_HTP_1-100| 1959 pg/mL 1,090 1,030 0,380 0,392 0,361 0317
101 | BTL_HTP_1-101| 2777 pg/mL 1,100 1,050 0,527 0,555 0,506 0,419
102 | BTL _HTP_1-102| 294,2 pg/mL 1,080 1,020 0577 0,588 0,543 0,474
103 | BTL HTP_1-103| 277,9 pg/mL 1,110 0,970 0574 0,556 0,500 0413
104 | BTL_HTP_1-104| 3342 pg/mL 1,160 1,030 0,648 0,668 0576 0,436
105 | BTL_HTP_1-105| 2075 pg/mL 1,150 1,060 0,393 0415 0,361 0,278
106 |BTL HTP_1-106 | 588 pg/mL 1,530 1,370 0,086 0,118 0,077 0,027
107 | BTL_HTP_1-107| 1708 pg/mL 1,170 1,040 0,328 0,342 0,293 0213
108 |BTL_HTP 1-108| 351 pg/mL 1,640 1,180 0,060 0,070 0,043 0,006
109 |BTL HTP_1-109| 583 pg/mL 1,240 0,990 0,118 0,117 0,094 0,061

Ek-6 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin DNA miktar ve
kaliteleri
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Numara Bitki Kodu dsDNA | Birim | 260/280 | 260/230 | A230 A260 A280 A340
110 | BTL_HTP_1-110| 1010 pg/mL 1,360 1,060 0,191 0,202 0,148 0,079
111 |BTL_HTP 1-111| 2629 pg/mL 1,210 0,940 0,557 0,526 0,436 0,290
112 |BTL_HTP_1-112| 638 pg/mL 1,430 0,980 0,131 0,128 0,089 0,038
113 |BTL_HTP_1-113| 1804 pg/mL 1,270 1,000 0,360 0,361 0,284 0,179
114 |BTL_HTP 1-114| 2184 pg/mL 1,210 1,020 0,427 0,437 0,360 0,252
115  |BTL_HTP_1-115| 2498 pg/mL 1,170 1,010 0,495 0,500 0,429 0,322
116  |BTL_HTP_1-116| 267.6 pg/mL 1,150 0,940 0,571 0,535 0,466 0,354
117 | BTL_HTP_1-117| 2028 pg/mL 1,260 0,960 0,424 0,406 0,323 0,197
118 | BTL_HTP_1-118| 1396 pg/mL 1,230 1,010 0,276 0,279 0,228 0,160
119 | BTL_HTP_1-119| 1569 pg/mL 1,230 1,000 0,313 0,314 0,256 0,171
120 |BTL_HTP 1-120| 1118 pg/mL 1,220 1,050 0,214 0,224 0,184 0,125
121 |BTL_HTP_1-121| 2015 pg/mL 1,160 0,980 0,411 0,403 0,348 0,269
122 |BTL_HTP_1-122| 3403 pg/mL 1,080 1,020 0,664 0,681 0,630 0,534
123 |BTL_HTP_1-123| 685 pg/mL 1,610 1,200 0,114 0,137 0,085 0,019
124 |BTL_HTP 1-124| 1912 pg/mL 1,140 1,000 0,384 0,382 0,336 0,265
125 |BTL_HTP 1-125| 1515 pg/mL 1,270 1,000 0,304 0,303 0,239 0,147
126 |BTL_HTP_1-126| 1200 pg/mL 1,380 1,150 0,208 0,240 0,174 0,086
127 | BTL_HTP_1-127| 1366 pg/mL 1,370 1,100 0,249 0,273 0,199 0,102
128 |BTL_HTP 1-128| 595 pg/mL 1,640 1,260 0,095 0,119 0,072 0,020
129 |BTL_HTP 1-129| 1383 pg/mL 1,380 1,190 0,233 0,277 0,201 0,103
130 |BTL HTP 1-130| 5634 pg/mL 1,060 1,000 1,130 1,127 1,062 0,929
131 |BTL_HTP_1-131| 7987 pg/mL 1,030 1,040 1,541 1,597 1,554 1,449
132 |BTL_HTP 1-132| 3778 pg/mL 1,060 1,010 0,747 0,756 0,710 0,624
133 |BTL_HTP 1-133| 1556 pg/mL 1,270 1,010 0,309 0,311 0,246 0,153
134 |BTL_HTP 1-134| 99,5 pg/mL 1,250 0,970 0,206 0,199 0,160 0,110
135 |BTL_HTP 1-135| 1306 pg/mL 1,200 1,050 0,249 0,261 0,218 0,150
136 |BTL_HTP_1-136| 3859 pg/mL 1,050 1,020 0,760 0772 0,732 0,644
137 | BTL_HTP_1-137| 1280 pg/mL 1,230 1,040 0,246 0,256 0,208 0,138
138 | BTL_HTP 1-138| 1492 pg/mL 1,200 0,990 0,300 0,298 0,250 0,181
139 |BTL_HTP 1-139| 746 pg/mL 1,370 1,130 0,132 0,149 0,109 0,058
140 |BTL_HTP_1-140| 11228 | pg/mL 1,020 1,030 2,186 2,246 2,195 2,129
141 |BTL_HTP 1-141| 1198 pg/mL 1,230 1,010 0,238 0,240 0,195 0,133
142 |BTL_HTP 1-142| 84,2 pg/mL 1,260 1,050 0,160 0,168 0,134 0,088
143 | BTL_HTP 1-143| 1761 pg/mL 1,150 1,000 0,354 0,352 0,307 0,238
144  |BTL_HTP 1-144| 89,6 pg/mL 1,150 1,220 0,127 0,155 0,110 0,051
145 |BTL_HTP 1-145| 194 pg/mL 1,410 0,980 0,039 0,039 0,028 0,015

Ek-6 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin DNA miktar ve
kaliteleri
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Numara Bitki Kodu dsDNA | Birim | 260280 | 260/230 | A230 A260 A280 A340
146 | BTL HTP_1-146 | 30,6 pg/mL 1,670 1,080 0,057 0,061 0,037 0,003
147 | BTL_HTP_1-147| 1977 pg/mL 1,190 0,910 0,434 0,395 0,331 0,243
148 | BTL_HTP_1-148| 188 pg/mL 4,700 1,100 0,034 0,038 0,008 -0,022
149 | BTL_HTP_1-149| 525 pg/mL NaN 1,370 0,008 NaN 0,011 | -0,029
150 | BTL HTP_1-150| 1183 pg/mL 3,270 1,240 0,030 0,037 0,011 -0,008
151 | BTL HTP_1-151| 1191 pg/mL NaN NaN -0,013 0,018 0,011 [ -0,037
152 |BTL_HTP_1-152| 74,9 pg/mL 1,320 0,990 0,151 0,150 0,114 0,071
153 | BTL_HTP_1-153| 77,7 pg/mL 1,410 1,220 0,127 0,155 0,110 0,051
154 | BTL_HTP_1-154| 60,6 pg/mL 1,900 1,790 0,068 0121 0,064 0,000
155 |BTL_HTP_1-155| 725 pg/mL NaN NaN -0,009 0,005 NaN NaN
156  |BTL_HTP_1-156| 1205 pg/mL NaN NaN -0,013 0,001 0,015 [ -0,030
157 |BTL_HTP_1-157| 354 pg/mL 1,520 1,030 0,069 0,071 0,047 0,021
158 | BTL_HTP_1-158 | 34,9 pg/mL 2,780 1,960 0,036 0,070 0,025 -0,020
159 | BTL_HTP_1-159| 31,7 pg/mL 1,850 1,030 0,061 0,063 0,034 0,001
160 |BTL_HTP 1-160| 46,8 pg/mL 1,820 1,540 0,060 0,092 0,051 0,007
161 |BTL HTP_1-161| 668 pg/mL 1,570 1,210 0,110 0,134 0,085 0,036
162 |BTL_HTP_1-162| 463 pg/mL 2,980 1,900 0,049 0,093 0,031 -0,030
163 |BTL_HTP_1-163| 253 pg/mL 2,570 1,210 0,042 0,051 0,020 -0,011
164 |BTL_HTP 1-164| 359 pg/mL 1,980 1,550 0,046 0,072 0,036 0,000
165 |BTL_HTP 1-165| 1468 pg/mL 1,130 1,110 0,265 0,294 0,259 0,229
166 |BTL_HTP 1-166| 22,0 pg/mL 8,810 NaN 0,000 0,044 0,005 -0,030
167 |BTL_HTP_1-167| 316 pg/mL 2,030 1,790 0,035 0,063 0,031 0,000
168 | BTL _HTP_1-168| 1204 pg/mL NaN NaN -0,021 0,000 0,024 | -0,043
169 | BTL HTP 1-169| 1114 pg/mL NaN 0,730 0,031 0,023 0,009 | -0,040
170 | BTL_HTP_1-170| 1222 pgmL | 22,100 5,540 0,008 0,044 0,002 -0,032
171 |BTL HTP_1-171| 586 pg/mL NaN NaN NaN NaN NaN NaN
172 |BTL_HTP_1-172| 798 pg/mL 1,770 1,620 0,099 0,160 0,090 0,017
173 |BTL_HTP_1-173| 359 pg/mL 3,780 1,030 0,070 0,072 0,019 -0,036
174 | BTL HTP_1-174| 67,9 pg/mL 2,460 1,500 0,090 0,136 0,055 -0,030
175 |BTL HTP_1-175| 528 pg/mL 3,170 2,200 0,048 0,106 0,033 -0,043
176 |BTL_HTP_1-176 | 96,6 pg/mL 1,340 1,300 0,149 0,193 0,144 0,095
177 |BTL_HTP 1177 421 pg/mL 3,440 4,150 0,020 0,084 0,024 -0,039
178 | BTL_HTP_1-178| 30,2 pg/mL 2,700 4,000 0,015 0,060 0,022 -0,016
179 | BTL_HTP 1-179| 281 pg/mL 8,030 28,000 0,002 0,056 0,007 -0,040
180 | BTL_HTP 1-180| 1305 pg/mL NaN NaN 0,012 | -0001 | -0027 | -0,046
181 |BTL HTP 1-181| 59,7 pg/mL 1,880 1,310 0,091 0,119 0,064 0,000

Ek-6 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin DNA miktar ve
kaliteleri
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Numara Bitki Kodu dsDNA | Birim | 260/280 | 260/230 | A230 A260 A280 A340
182 |BTL_HTP 1-182| 27,0 pg/mL 2,870 1,210 0,044 0,054 0,019 -0,015
183 |BTL_HTP 1-183| 34,9 pg/mL 3,780 1,300 0,054 0,070 0,018 -0,033
184 |BTL_HTP_1-184| 694 pg/mL 1,730 0,910 0,153 0,139 0,080 0,006
185 |BTL_HTP_1-185| 624 pg/mL 1,840 1,480 0,085 0,125 0,068 0,001
186 |BTL HTP 1-186| 68,1 pg/mL 1,690 1,120 0,121 0,136 0,080 0,017
187 | BTL_HTP 1-187| 345 pg/mL 2,150 1,020 0,067 0,069 0,032 -0,007
188 |BTL_HTP_1-188| 94,1 pg/mL 1,520 1,160 0,162 0,188 0,124 0,043
189 |BTL_HTP_1-189| 2119 pg/mL 1,410 1,120 0,377 0,424 0,300 0,124
190 |BTL_HTP_1-190| 1083 pg/mL 1,660 1,350 0,161 0,217 0,130 0,025
191 |BTL_HTP 1-101| 99,3 pg/mL 1,460 1,120 0,177 NaN 0,136 0,052
192 | BTL_HTP 1-192| 2018 pg/mL 1,160 1,030 0,393 0,404 0,347 0,281
193  |BTL_HTP_1-193| 448 pg/mL NaN NaN 0,077 0,090 NaN NaN
194 |BTL_HTP_1-194| 89,1 pg/mL 1,970 1,690 0,105 NaN 0,090 -0,012
195 |BTL_HTP_1-195| 885 pg/mL 1,620 NaN 0,162 0,177 0,109 NaN
196 |BTL HTP 1-196| 1294 pg/mL 1,670 1,460 0,177 0,259 0,155 0,033
197 | BTL_HTP 1-107| 1727 pg/mL 1,240 0,640 0,543 0,345 0,279 0,119
198 |BTL_HTP_1-198| 505 pg/mL 1,320 1,010 0,100 0,101 0,076 0,046
199 |BTL_HTP_1-199| 765 pg/mL 1,680 1,240 0,123 0,153 0,091 0,014
200 |BTL HTP 1-200| 1719 pg/mL 1,190 1,020 0,339 0,344 0,289 0,205

Ek-7. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin fenotipik ve genotipik
karakterizasyon kiyaslamasa.

| | | Fenotipik Karakterizasyon | Genotipik Karekterizasyon |
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Negatif Pozitif
TEST BITKI
SIRASI NUMARASI

1 ANA EBEVEYN 10 0 N 0
2 BABA EBEVEYN 0 10 P 1
3 F2.1.1 7 3 NP 1
4 F2_1.2 1 9 P 0
5 F2_13 3 7 NP 1
6 F2_1 4 8 2 N 0
7 F2.15 8 2 N 0
8 F2_1.6 0 1

9 F2.1.7 6 4 NP 1
10 F2_1.8 1 9 P 1
11 F2_1.9 1 9 P 1
12 F2_1 10 7 3 NP 1
13 F2_1 11 1 9 P 1
14 F2.1 12 4 6 NP 0
15 F2_113 8 2 N 0
16 F2_1 14 2 7 P 1
17 F2_1 15 3 7 NP 1
18 F2_1 16 6 4 NP 1
19 F2 1 17 4 6 NP 1
20 F2_1 18 0 10 P 1
21 F2_119 3 6 NP 1
22 F2_1 20 3 7 NP 1
23 F2.1.21 4 6 NP 0
24 F2.1.22 3 6 NP 1
25 F2_1.23 4 6 NP 1
26 F2_1 24 5 4 NP 1
27 F2_1.25 3 7 NP 1
28 F2_1 26 3 6 NP 1
29 F2 127 0 9 P 1
30 F2_1 28 8 1 N 1
31 F2_1 29 5 5 NP 1
32 F2_1 30 8 2 N 0
33 F2_1 31 5 4 NP 1
34 F2_1 32 9 1 N 0
35 F2_1 33 8 0 N 0
36 F2_1 34 9 1 N 0
37 F2_1.35 4 6 NP 1
38 F2_1 36 5 4 NP 1
39 F2_1 37 8 2 N 0
40 F2_1 38 6 4 NP 1

Ek-7 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin fenotipik ve

genotipik karakterizasyon kiyaslamasi.
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Fenotipik Karakterizasyon Genotipik Karekterizasyon
Negatif Pozitif
TEST BITKI
SIRASI NUMARASI

41 F2_1_39 0 10 1
42 F2_1_40 0 8 1
43 F2_1 41 0 10 1
44 F2_1 42 5 5 NP 1
45 F2_1 43 3 7 NP 1
46 F2_1 44 0 10 P 1
47 F2_1 45 3 7 NP 1
48 F2 1 46 3 6 NP 1
49 F2_1 47 5 5 NP 1
50 F2_1 48 8 2 N 0
51 F2_1 49 9 1 N 1
52 F2_1 50 10 0 N 0
53 F2 1 51 5 4 NP 0
54 F2 1 52 2 0

55 F2_1 53 8 0 N 0
56 F2_1 54 7 1 N 0
57 F2 155 9 1 N 0
58 F2_1 56 8 2 N 0
59 F2_1 57 6 1 N 0
60 F2_1 58 3 3

61 F2_1 59 5 4 NP 1
62 F2_1 60 3 4

63 F2_1 61 9 1 N 0
64 F2_1_62 3 7 NP 1
65 F2_1 63 4 2

66 F2_1 64 10 0 N 0
67 F2_1 65 9 1 N 0
68 F2_1 66 5 5 NP 1
69 F2_1 67 8 1 N 0
70 F2_1 68 9 0 N 0
71 F2. 1 69 0 10 P 1
72 F2.1.70 0 10 P 1
73 F2.171 3 7 NP 1
74 F2_1.72 10 0 N 0

Ek-7 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin fenotipik ve

genotipik karakterizasyon kiyaslamasi.

93



Fenotipik Karakterizasyon Genotipik Karekterizasyon
Negatif Pozitif
TEST BITKI
SIRASI NUMARASI

75 F2_1.73 3 7 NP 1
76 F2_1.74 1 9 P 1
77 F2_1 75 3 7 NP 1
78 F2_1 76 0 10 P 0
79 F2_1_77 8 0 0
80 F2_1.78 2 8 P 1
81 F2_1 79 4 6 NP 1
82 F2_1 80 5 5 NP 1
83 F2_1 81 0 9 1
84 F2_1.82 0 9 1
85 F2_1.83 5 4 NP 1
86 F2_1 84 8 2 N 0
87 F2_1 85 5 3 NP 1
88 F2_1 86 0 8 P 1
89 F2_1_87 2 8 P 1
90 F2_1.88 1 8 P 0
91 F2_1 89 2 4

92 F2_1 90 0 7 P 1
93 F2_1 91 8 2 N 0
94 F2_1.92 2 7 NP 1
95 F2_1.93 4 5 NP 1
96 F2_1 94 1 8 P 1
97 F2_1 95 0 10 P 1
98 F2_1 96 0 9 P 1
99 F2_197 0 9 P 1
100 F2_1.98 0 9 P 1
101 F2_1 99 0 9 P 1
102 F2_1 100 0 10 P 1
103 F2_1 101 0 10 P 1
104 F2_1_102 0 9 P 1
105 F2_1 103 0 9 P 1
106 F2_1 104 0 7 P 1
107 F2_1 105 0 9 P 0
108 F2_1_106 1 8 P 1

Ek-7 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve
genotipik karakterizasyon kiyaslamasi.
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F, bireylerinin fenotipik ve



Fenotipik Karakterizasyon

Genotipik Karekterizasyon

Negatif Pozitif
TEST BITKI
SIRASI NUMARASI

109 F2_1 107 3 7 NP 1
110 F2_1 108 0 10 P 0
111 F2_1 109 3 4 NP 1
112 F2_1 110 2 5 NP 1
113 F2_1 111 4 6 NP 1
114 F2_1 112 3 5 NP 1
115 F2_1 113 2 5 NP 1
116 F2_ 1 114 2 6 NP 1
117 F2_1 115 3 7 NP 1
118 F2_1 116 8 2 N 0
119 F2_1 117 2 3 NP 1
120 F2_1 118 2 8 NP 1
121 F2_1 119 10 0 N 0
122 F2_1 120 0 7 P 1
123 F2_1 121 3 7 NP 0
124 F2_1 122 5 5 NP 1
125 F2 1 123 5 3 NP 1
126 F2_1 124 3 7 NP 1
127 F2_1 125 3 7 NP 0
128 F2_1 126 3 7 NP 1
129 F2_1 127 4 4 NP 1
130 F2 1 128 2 0

131 F2_1 129 5 4 NP 1
132 F2_1 130 7 2 N 0
133 F2_1 131 7 1 N 0
134 F2_1 132 8 2 N 0
135 F2_ 1 133 4 6 NP 1
136 F2_ 1 134 8 2 N 0
137 F2_1 135 4 6 NP 1
138 F2_1 136 5 5 NP 1
139 F2_1 137 9 1 N 0
140 F2_ 1 138 4 6 NP 1
141 F2_1 139 4 6 NP 1
142 F2_1 140 3 7 NP 1

Ek-7 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin fenotipik ve

genotipik karakterizasyon kiyaslamasi.
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Fenotipik Karakterizasyon Genotipik Karekterizasyon
Negatif Pozitif
TEST BITKI
SIRASI NUMARASI

143 F2_1_141 3 7 NP 1
144 F2_1_142 5 5 NP 1
145 F2_1 143 5 3 NP 1
146 F2_1 144 3 6 NP 1
147 F2_1_145 3 7 NP 1
148 F2_1_146 3 7 NP 1
149 F2_1 147 4 4 NP 1
150 F2 1 148 2 0

151 F2 1 149 9 1 0
152 F2_1_150 1 9 P 0
153 F2_1 151 4 6 NP 1
154 F2 1 152 8 2 N 0
155 F2 1 153 2 6

156 F2 1 154 9 1 N 0
157 F2_1_155 9 1 N 0
158 F2_1_156 3 3 NP 1
159 F2 1 157 6 4 NP 1
160 F2 1 158 1 9 P 1
161 F2_1_159 1 9 P 1
162 F2_1_160 8 2 N 0
163 F2_1 161 1 9 P 1
164 F2 1 162 4 6 NP 1
165 F2_1_163 2 8 P 1
166 F2_1_164 5 4 NP 0
167 F2_1_165 6 4 NP 1
168 F2_1_166 5 3 NP 1
169 F2 1 167 1 5

170 F2 1 168 3 7 NP 1
171 F2_1_169 1 8 P 1
172 F2_1_170 2 4

173 F2. 1171 0 7 NP 1
174 F2.1 172 8 2 N 0
175 F2 1173 3 6 NP 1
176 F2_1 174 4 5 NP 1

Ek-7 devam. Ana ebeveyn, baba ebeveyn, F; ve F, bireylerinin fenotipik ve

genotipik karakterizasyon kiyaslamasi.
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Fenotipik Karakterizasyon

Genotipik Karekterizasyon

Negatif Pozitif
TEST BITKI
SIRASI NUMARASI

177 F2_1 175 1 8 P 1
178 F2_1 176 3 7 NP 1
179 F2_1 177 5 5 NP 1
180 F2_1 178 5 3 NP 1
181 F2_1 179 2 8 P 1
182 F2_1 180 3 7 NP 1
183 F2_1 181 3 7 NP 1
184 F2 1 182 4 4 NP 1
185 F2_1 183 2 0

186 F2_1 184 5 4 NP 1
187 F2_1 185 8 2 N 0
188 F2 1 186 1 9 P 1
189 F2 1 187 4 6 NP 1
190 F2 1 188 8 2 N 0
191 F2_1 189 2 8 P 1
192 F2_1 190 3 7 NP 1
193 F2 1 191 9 1 N 0
194 F2 1 192 4 6 NP 1
195 F2_1 193 8 2 N 0
196 F2_1 194 5 3 NP 1
197 F2_1 195 1 5

198 F2_1 196 2 8 P 1
199 F2 1 197 1 8 P 1
200 F2_1 198 2 4

201 F2_1 199 0 9 P 1
202 F2_1 200 8 2 N 0
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