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Bag antraknozu (Elsinoe ampelina) ve kursuni kiif (Botrytis cinerea), iilkemizde yaygin olarak goriilen bag hastaliklari
arasindadir. Bu hastaliklar tiim yesil aksami etkilemekle beraber; &zellikle iiziim tanesinde ciddi hasarlara yol
acmaktadirlar. Ayrica silkme gibi baz1 fizyolojik bozukluklara da neden olabilmekte, omcanin kurumasina bile sebep
olmaktadir. Bu hastaliklara kars1 kiiltiirel ve kimyasal miicadele yontemleri gelistirilmistir, ancak genetik dayaniklilik
veren genlerin bulunmasi en etkin yontem olarak kabul edilmektedir. Dayaniklilik kaynaginin belirlenmesi ve aktarilmasi
ile ilgili 1slah ¢aligmalar1 uzun soluklu ve maliyetli ¢alismalardir. Buna ragmen uzun vadede kimyasal miicadeleye gore
ekonomik ve cevresel etkilerinin daha az oldugu bilinmektedir. Klasik 1slah dayaniklilik 1slahinda melezleme ya da
seleksiyon gibi uzun zaman gerektiren yontemlerden faydalanilmaktadir. Giiniimiizde ise genetik calismalarda kaydedilen
ilerlemeler, 6zellikle Vitis sp. gibi detayli ¢alisilmig tiirlerde, dayaniklilik saglayan genlerin iyi taninmasini, bu genlerin
tespitine yarayan molekiiler belirteclerin gelistirilmesini ve 1slah siireclerinin hizlanmasini saglamistir. Bu aragtirmada
bagciligin antik zamanlardan beri neredeyse kesintisiz devam ettigi Ganos Daglar1 dogal florasindan toplanan Vitis
tirlerinde molekiiler belirtegler yardimiyla bag antraknozu ve kursuni kiif hastaliklarina dayanikli genotipler
arastirilmistir. Calismada toplam 43 genotip incelenmis, tekli dominant bir gen tarafindan idare edilen bag antraknozuna
dayaniklilik ile iliskili bir SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) belirteci ve kursuni kiife dayaniklilik ile
iligkilendirilmis bir SSR (Simple Sequence Repeats) belirteci kullanilmistir. Caligma sonucunda bag antraknozuna
dayaniklilik geni ile iliskilendirilmis bolgeyi tasiyan 6 genotip, kursuni kiif dayaniklilik ile iliskilendirilmis bdlgeyi
tagiyan 2 genotip tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Elsinoe ampelina, Botrytis cinerea, SCAR, SSR, Ganos Daglar1

DETERMINATION OF THE RESISTANCE TO VINEYARD ANTHRACNOSE (Elsinoe ampelina) AND GRAY
MOLD (Botrytis cinerea) DISEASES VIA MOLECULAR MARKERS ON Vitis SPECIES COLLECTED FROM
THE NATURAL FLORA OF THE GANOS MOUNTAINS

ABSTRACT

Anthracnose of grape (Elsinoe ampelina) and gray mold (Botrytis cinerea) are among the common vineyard diseases in
Turkey. Although these diseases affect all green parts of plants; they cause serious damage especially to grapes. In
addition, these can cause some physiological disorders such as flower or fruit shedding and even cause the vine to dry
out. Cultural and chemical control methods have been developed against these diseases but finding genetic resistance
genes is considered the most effective method. Breeding studies related to determining the source of resistance and
transferring the resistance are long-term and costly studies. Despite this, it is known that its economic and environmental
effects are less than chemical control in the long term. In classical breeding, long-term methods such as hybridization or
selection are used in resistance breeding. Today, advances in genetic studies have enabled the well-recognition of genes
that provide resistance, the development of molecular markers for the detection of these genes, and the acceleration of
breeding processes, especially in species that have been studied in detail, such as Vitis sp. In this research, genotypes
resistant to anthracnose of grape and gray mold diseases were investigated via molecular markers in Vitis species collected
from the natural flora of Ganos Mountains, where viticulture has been continuing almost uninterruptedly since ancient
times. A total of 43 genotypes were examined in the study, and a SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
marker associated with resistance to bond anthracnose administered by a single dominant gene and a SSR (Simple
Sequence Repeats) marker associated with gray mold resistance were used. As a result of the study, 6 genotypes carrying
the region associated with the vine anthracnose resistance gene and 2 genotypes carrying the region associated with gray
mold resistance were determined.

Keywords: Elsinoe ampelina, Botrytis cinerea, SCAR, SSR, Ganos Mountains

*Sorumlu yazar / Corresponding author: nihansahin@nku.edu.tr

350



N. SAHIN, S. CANDAR, E. BAHAR, I. KORKUTAL, D. KOK / BAHCE 52 (Ozel Sayi 1): 350-354 (2023)

GIRIS
Bagcilik  ¢aligmalarinda gen  kaynaklarmin
tanimlanmasi ve korunmasi caligsmalarina

bakildiginda temel olarak; dogal gen kaynaklarmin
kullanimi son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. Diger bir
yoniiyle hibrit bitkiler elde edilmeden Once, ebeveyn
olarak kullanilmas1 diisiiniilen dogal gen kaynagi olan
bitkilerin daha iistiin 6zelliklere sahip olup olmadigi
genetik olarak karakterize edilmelidir. Yeni cesitlerin
tamimlanmasi; dogru melezleme kombinasyonunun
kontrolii ve bu cesitlerin ¢ogaltimi asamasinda,
1slah¢1 arastiricilarin, kurumlarin ve hatta {ilkelerin
haklarinin korunmasi agisindan da biiyiik 6nem
tagimaktadir [1].

Son yillarda, asmada hastaliklara karsi direnci
arastirmak icin ¢esitli molekiiler yaklagimlar
kullanilmaktadir. Bu sayede konukgu-patojen
etkilesimlerinde yer alan mekanizmalar hakkindaki
bilgiler artmustir [2]. Elsinoe ampelina’nin yol actigi
bag antraknozu ve Botrytis cinera’nin yol actigl
kursuni kiif bunlardan bazilaridir.

Elsinoe ampelina kaynakli bag antraknozu
ozellikle diinyanin nemli bolgelerinde olmak {iizere
yikict etkilere sebep olmaktadir. E.ampelina
sirglinlerde esas olmak {izere meyveler ve geng
dokularda hasara yol acar, bitkinin canliligimi ve
verimi etkiler. Hastalik dongiistinde patojen-konukgu
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamis olsa da
E.ampelina’nin son genom dizisi verileri, evrimini,
patojenite mekanizmalarimt ve efektdr repertuarim
anlamak icin daha ileri c¢aligmalara temel
olusturmaktadir [3, 4]. Mortensen [5], V.vinifera ve
V.labrusca’da yaptig1 caligmada bag antraknozuna
dayanikliligin 3 bagimsiz genin kontrolii altinda
oldugunu bildirmistir. Teoriye gére Anl ve An2
dominant genlerinin duyarliliga sebep oldugunu An3
tekli dominant geninin ise dayamiklilik kaynag:
oldugu One slrmiistir. Bag antraknozuna
dayanikliligin  kalitiminin olduk¢a yiiksek oldugu
farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir [6-11].
Wang vd. [12] OPJ13-300 RAPD belirteci ile bag
antraknozuna dayaniklilik geninin iliskili oldugunu
bildirmislerdir. Fakat daha sonra yedi farkli melez
kombinasyonuyla yapilan baska bir ¢aligmada
dayaniklilik geni ile RAPD belirteci arasinda bir iliski

kurulamamustir [13]. Daha sonra Kim vd. [14]
tarafindan gelistirilen SCAR belirtecinin
(SCAR15/0OPB151247) antraknoza dayaniklilik

lokusuyla iligkili oldugunu bildirilmistir ve daha
sonra cesitli arastirmalarda dogrulanmistir [15-17].
Birgok meyvede ve sebzede hasara yol agan Botrytis
cinerea asmada da salkim ¢iirikligliniin etmeni
olmakla beraber nemli kosullarda bitkinin diger
kisimlarinda da kismi zararlara yol agabilmektedir

[18]. Hasat sonrasi ciddi oranda kalite kayiplarina yol
acan kursuni kiife dayaniklilik mekanizmasi tam
olarak a¢iklanmamis olsa da bazi Kitinaz ve B-1,3-
glukanaz gibi PR (patojen iligkili) proteinleri [19] ve
fenilpropanoid yolagr gibi sekonder metabolit
aktiviteleri  [20]  B.cinera  dayaniklihigi ile
iligkilendirilmistir. Di Gaspero ve Cipriani [2] PR
proteinlerinden faydalanarak rgVrip064 belirtecini
kursuni kiife dayaniklilikla iliskilendirmislerdir.

Bu calisgma kapsaminda Ganos Daglar1 dogal
florasindan toplanan 43 asma Ornegi Elsinoe
ampelina ve Botrytis cinerea dayanikliliklari
acisindan ~ molekiiler  belirtegler  yardimiyla
taranmistir.

MATERYAL VE METOT

Caligma kapsaminda daha dnce Korkutal vd. [21]
ve Bahar vd. [22] tarafindan bildirilen cografi
konumlarda yapilan survey caligmasi sonucunda
belirlenen 43 asmadan toplanan yaprak ornekleri
materyal olarak kullanilmistir. DNA eldesi i¢in
toplanan taze yaprak 6rnekleri par¢alanarak Doyle ve
Doyle [23]’a gore gergeklestirilmistir. Elde edilen
DNA’larin kalite ve miktarlar1 %1 TBE (Tris-Borat-
EDTA) agaroz jelde (w/v) yiriitillerek incelenmis,
daha sonra ornekler 1/10 oraninda TE (Tris-EDTA)
tamponu ile seyreltilerek kullanilmigtir. Calismada
bag antraknozuna dayaniklilik ile iliskilendirilmis
Kim vd. [14] tarafindan gelistirilen SCAR15 SCAR
belirteci ve kursuni kiife dayamiklilik ile
iligskilendirilmis Di Gaspero ve Cipriani [2] tarafindan
gelistirilen  rgVrip064  SSR  belirteglerinden
faydalanilmigtir. PCR islemleri i¢in ~10pg ornek
DNA, 1,25U Taq polimeraz enzimi (DreamTaq,
Thermo Fisher), 1X reaksiyon tamponu (DreamTaq
Buffer, Thermo Fisher), her niikleotitten 0.2 uM
olmak tlizere dNTPmix (dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP), ve her iki yonden 1uM olmak iizere primer ve
ddH2O kullanilarak hazirlanan reaksiyon karigimi
kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1 5 dakika 94°C ilk
denatiirasyon sonrasinda 94°C’de 45 saniye
denatiirasyon, 60°C (SCAR15) ve 58°C (rgVrip064)
sicakliklarinda 45 saniye baglanma ve 72°C’de 1
dakika 15 saniye uzatma olacak sekilde 40 dongii
olarak gerceklestirilmis, tiim dongiiler sonunda
72°C’de 15 dakika son uzatma islemi icin
tutulmustur. PCR iglemleri sonrasinda elde edilen
SCARI1S5 belirtecinin triinleri yatay elektroforezde
%3 TBE agaroz jelde 10 V/cm olacak sekilde 1.5 saat
yuriitiilmistiir. rgVrip064 belirtecinin iriinleri ise
dikey elektroforezde %6 poliakrilamit jelde 15 V/em
olacak sekilde 3 saat ylriitiilmiistiir. Elektoforez
sonrasinda agaroz jeller RedSafe boya ile boyanarak,
poliakrilamit jeller giimiis boyama yontemi ile
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boyanarak goriintillenmis ve fotograflanmigtir.
SCARI1S5 belirteci igin ~1247 bg bant gosteren,
rgVrip064 belirteci i¢in ise ~650 bg¢ bant gdsteren
genotipler tespit edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bag antraknozuna dayaniklilikla ilgili SCAR
belirteci Kim vd. [14] tarafindan gelistirilmistir.
SCARI1S5 belirtecinin 1247 bg bantinin dayaniklilikla
ilgili oldugu bildirilmistir. Caligmamizda incelenen
genotipler arasinda 6, 14, 16, 21, 35 ve 36 numarali
genotiplerin bu banti tasidigi tespit edilmistir (Sekil
1).

Zini vd. [24] ve Raffeiner vd. [25] ¢alismalarinda
bag antraknozuna dayanikliligin tespitinde SCAR15
belirtecinden faydalanmis ve sonuglarin iligkili
oldugunu bildirmiglerdir. Di Gaspero ve Cipriani [2]
calismalarinda kursuni kiif hastaligina dayanikliligin
tespiti i¢in rgVrip064 belirtecinin etkili bir sekilde
kullanilabilecegini  bildirmislerdir. Calismamizda

incelenen genotipler bu belirte¢ ile taranmis ve
dayaniklilik ile iligkilendirilmis ~650 b¢ bandina 3 ve
12 numaral genotiplerde rastlanmistir (Sekil 2).

1. SCARIS belirteci kullanilarak elde edilen
PCR fiiriinlerinin poliakrilamit jel goriintiisii

Figure 1. Polyacrylamide gel image of PCR products
obtained using the SCAR15 marker

Seki

o ]

Sekil 2. rgVrip064 belirteci kullanilarak elde edile
PCR fiiriinlerinin poliakrilamit jel goriintiisii

Figure 2. Polyacrylamide gel image of PCR products
obtained using the rgVrip064 marker

Di Gaspero vd. [26], Welter vd. [27] ve Di
Gaspero ve Cipriani [2] caligmalarinda rgVrip064
belirtecinin  kursuni  kiif ile iliskili oldugunu
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bildirmistir. Bunun yaninda Welter vd.
rgVrip064 belirtecinin  kiilleme ile de
olabilecegini Gnermistir.

Caligma kapsaminda toplanan ve incelenen
belirteclerin ilgili bantlarinin gézlendigi genotipler 3,
6, 12, 14, 16, 21, 35 ve 36. genotiplerin toplandigi
alanlar ve ylikseklikler harita {izerinde Sekil 3’te

[27]
iligkili

gosterilmistir.
Toplanan orneklerin 23 metreden 262 metreye
kadar farkli yiiksekliklerden almmis olmasi

dayaniklilik kaynagi agisindan yiikseklik iligkisiz
goriilmiistiir. Fakat 6rneklerin tamamu dere igleri gibi
su bulunan nemli alanlardan toplanmustir.

@ 5o

Sekil 3. Calismada incelenen genotiplerin toplandigi
alanlar ve bulunduklar1 rakimlar

Figure 3. The areas where the genotypes examined in
the study were collected and their altitudes

SONUC

Dogal asma germplazmi benzersiz alleller
acisindan hem sofralik hem de saraplik {iziim 1slahi
acisindan Onemli kaynaklardir [28]. Daha Onceki
¢alismalar sonucunda [22, 29, 30] timitvar olarak
belirlenen bu genotiplerin 1slah programlarina dahil
edilmeden Once birbirleriyle ve bdlgede yaygin
olarak kiiltiirii yapilan gesitlerle genetik iliskilerinin
detayli olarak tespit edilmesi, Onemli tarimsal
ozellikleri ve hastalik-zararlilara dayaniklilik ile
iligkili ~ genetik  potansiyellerinin  anlasilmasi
gerekmektedir.  Ozellikle patojen dayaniklilig
genlerine sahip, dogal floradan elde edilen dioik Vitis
genetik materyallerin Vitis vinifera tabanli yeni
varyetelerin  elde edilmesi amaglanan 1slah
programlarinda kullanilmasinda dollenme
biyolojisinin molekiiler belirteclerle tespit edilmesi
1slah siiresinin kisalmasi ve maliyetinin azalmasinda
onemli avantaj saglayabilir [31].

Bu calismada elde edilen sonuglar ile incelenen
genotiplerin ilgili 6zelliklerinin 1slah ¢aligmalari
kapsaminda degerlendirilmesi miimkiin olabilir.
Calisma  kapsaminda  incelenen  genotiplerin
bazilarinin tagidiklar bag antraknozu ve kursuni kiif
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hastaliklarina dayaniklilikla iligkilendirilmis allelleri
tasidiklar1 belirlenmistir.
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