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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ANKARA ve CANKIRI ILLERI ASMA GEN KAYNAKLARININ SSRs (SIMPLE
SEQUENCE REPEATS)’a DAYALI GENETIK KARAKTERIZASYONU

Funda YILDIRIM

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Bahg¢e Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Gokhan SOYLEMEZOGLU

Ankara ve Cankir1 illeri iklimi birinci derecede saraplik iiziim c¢esitlerinin
yetistirilmesine uygun olmakla birlikte, son yillarda gelisen sulama olanaklar1 ile
sofralik lizim yetistiriciligine kars1 ilginin de giderek arttig1 bir yetistirme alanidir. Bu
caligmada, Ankara ve Cankiri illerinden Tekirdag Milli Koleksiyon Bagi’na aktarilan 49
cesit ile 2 referans ¢esit olmak tlizere toplam 51 {izlim c¢esidinin (Vitis vinifera L.) 15
mikrosatelit markor (VVMDS, VMC2C3, VIZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD28,
VVS2, VrZAG62, VVIB01, VMC2H4, VVMD7, VVIH54 VVMD31, VrZAGS3,
VRGI) kullanilarak genetik kimlikleri belirlenmistir. Kullanilan 14 lokusda yeterli
genetik bulgulara ulasilirken, VRG1 lokusu sahte (null) allel gostermesi nedeni ile
incelenen genetik parametrelere dahil edilmemistir. Lokuslarda gézlenen allel sayis1 13
ile 4 arasinda degismistir. Genotipler arasinda 2 ayni genotip, 4 sinonim ve 5 homonim
duruma rastlanmistir. SSR markoérler kullanilarak elde edilen bu arastirma sonuglari
hem Ankara ve Cankiri illeri hem de I¢ Anadolu Bélgesi iiziim gen kaynaklarinin SSR

teknigi kullanilarak tanimlanmasi yoniinde bir ilk niteligindedir.

Temmuz 2008, 67 sayfa
Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., Uziim, Molekiiler Tanimlama, Asma Gen

Kaynagi, SSR, Tiirkiye



ABSTRACT

Master Thesis

GENETIC CHARACTERIZATION OF ANKARA AND CANKIRI GRAPEVINE
GERMPLASM BASED ON SSR MARKERS

Funda YILDIRIM

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

Supervisor: Prof. Dr. Gokhan SOYLEMEZOGLU

Ankara and Cankir1 provinces are suitable for good quality wine grape cultivation, also
this region is being popular for table grape cultivation due to improved irrigation
systems in recent years. In this research, a total of 49 grape cultivars (Vitis vinifera L.)
from Tekirdag Viticulture Research Institute in National Germplasm Repository
Vineyard with 2 reference cultivars were genetically characterized using 15 SSR
markers (VVMDS5, VMC2C3, VrZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD28, VVS2,
VrZAG62, VVIB01, VMC2H4, VVMD7, VVIH54 VVMD31, VrZAG83, VRGI) and
genetic relationships among them were investigated. Genetic data obtained from 14 loci
analysed successfully charecterised the grapevine cultivars however, locus VRGI1 was
eliminated due to the high frequency of null allele. Number of alleles per locus ranged
from 4 to 13. Within genotypes analysed 2 identical, 4 synonym, 5 homonym cases
were observed. The results obtained in the present study using SSR markers are
important first steps towards better characterization of Ankara and Cankir1 grape

genotypes and would aid future germplasm management and breeding efforts.

July 2008, 67 pages
Key Words: Vitis vinifera L., Grape, Molecular Identification, Grapevine germplasm,
SSR, Turkey
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1. GIRIS

Asma, kokeni ¢ok eski yillar 6ncesine uzanan énemli bitki tiirlerinden birisidir. Diinya
tizerinde 11° - 53° kuzey enlem dereceleri ile giiney yarim kiirede 20° - 40° giiney enlem
dereceleri arasinda yetistiriciligi yapilan asmanin, en 6nemli tiirli ise Vitis vinifera L.
tiirii olup, diinya iiziim {iretiminin tamamima yakimini karsilamaktadir. Ulkemizde ise;
bagcilik 550 000 ha alan ve 4 000 000 ton iiziim iiretimi ile tarim potansiyelimiz
igerisinde énemli bir paya sahiptir. Bu potansiyeli ile Tiirkiye, alan yoniinden ispanya,
Fransa ve Italya’nin arkasindan 4. sirada yer alirken, {iretim ydniinden ise italya, Fransa,

Ispanya, ABD ve Cin’in ardindan 6. sirada yer almaktadir (FAO, 2006).

Ulkemiz bagcilik alanlari, tarim bolgeleri bazinda dikkate alindiginda, 1. Bolgede (Orta
Kuzey Tarim Boélgesi) yer alan Orta Anadolu Bolgesi, 6zellikle sahip oldugu iklim
kosullar1 ile Bati ve Dogu boélgeleri arasinda bir gegit kusagi olusturmaktadir. Ankara,
Konya, Eskisehir, Kirikkale, Nevsehir, Cankiri, Kirsehir, Konya, Aksaray, Sivas,
Kayseri, Yozgat illerini kapsayan bdlgede sofralik {iziim yetistiriciligi yapilmakla
birlikte, ekolojik kosullar birinci derecede saraplik liziim ¢esitlerinin yetistiriciligine
uygundur. Bodlgede; Saraplik iiziim yetistiriciliginin 6n plana c¢ikmasinda ise,
olgunlagsma doneminde goriilen ve tanede asit orani ile kabukta renklenmeyi artiran

gece-giindiiz sicaklik farkliliklaridir.

Tirkiye bagcilik potansiyelinin yaninda, zaman igersinde ortaya ¢ikmis cesit, tip ve
klondan olusan zengin bir genetik c¢esitlilige sahiptir. Son yapilan arastirma bulgular1 da
Anadolu’nun V. Vinifera L. tiirliniin ¢esitlilik merkezi oldugunu kanitlanmistir (Arroyo-

Garcia et al. 2006, Ergiil et al. 20006).

Genetik cesitliligin en iyi sekilde degerlendirilmesi diger bir ifade ile mevcut gen
kaynaklarimin bilinmesi ise bagcilifin iiretim agamalarinda biiylik 6énem tasimaktadir.
Gen kaynaklarinin degerlendirilme asamalar: ise seleksiyon, koleksiyon, tanimlama,
iistiin Ozellikli bireyleri segme ve degisik amagl kullanma asamalarindan olusmaktadir.

Giliniimlize kadar viiriitilen c¢alismalarda gerek seleksiyon gerek koleksiyon



calismalarinda 6nemli agsamalar kaydedilirken, tanimlama calismalari ise agirlikli olarak
ampelografik tanimlamalar diizeyinde tamamlanmistir. Ancak, diinyada oldugu gibi
iilkemizde de, genetik karakterizasyondaki eksiklikler ve farkli adlandirmalar, tarimin
bircok sektoriinde materyallerin ismine dogrulugu konusunda 6nemli kuskular
yaratmaktadir. Bu karisikligt en dogru sekilde c¢ozebilmek ise ancak polimorfizm
gosteren DNA markorlerin - yardimiyla genetik  tanimlamalarin  yapilmasiyla

gergeklestirilmektedir.

Diinya asma gen kaynaklarmin tanimlanmasina yonelik son yillarda yapilan
calismalarda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP ( Amplified
Fragment Length Polymorphisms) ve SSRs (Simple Sequence Repeats) molekiiler
markdrlerin kullanimi agirlik kazanmistir. Genomda 2-4 baz uzunlugundaki motiflerin
cesitliligine dayanan SSRs (Simple Sequence Repeats) veya mikrosatelit markdrler;
sonuglarinin paylasima agik olmasi, tekrarlanabilir olmasi, etkin tanimlama saglayarak
yiiksek derecede polimorfiklik gostermesi gibi dnemli avantajlar1 nedeniyle 6n plana

¢ikmaktadir.

“Milli Koleksiyon Bagi”nda gerceklestirilen ampelografik ¢aligmalara karsin, asma gen
potansiyelimizi gosteren bu koleksiyonun DNA diizeyinde SSR teknigi ile
tanimlanmalarina yonelik arastirmalarin sayisi1 ¢ok azdir (Ergiil 2000, Ergiil et al. 2006,

Vouillamoz et al. 2006, Selli et al. 2007).

Ulusal asma gen kaynaklarimizin SSR markédrler diizeyinde tanimlanmasinin
(Ulkemizde Ekonomik Oneme Sahip Baz1 Meyve Tiirleri ile Asma Gen Kaynaklarinin
High-throuhput Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi Projesi) bir bdliimii olarak
gerceklestirilen bu tezde; Orta kuzey tarim bdlgesinde yer alan Ankara ve Cankir
illerine ait 49 iiziim cesidi ile 2 adet referans gesit olmak {izere toplam 51 {iziim
cesidinin kimlik tanilar1 yapilirken, cesitler arast homonim, sinonim genotipler

belirlenerek genetik iliskiler ortaya konulmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

Yiiksek bitkilerden olan ve diinyanin en eski bitki tlirlerinin yer aldig1 Vitis cinsi; 60
kadar Asya tiiriinii, yaklasik 25 Kuzey Amerika ve tek bir Avrupa tiiriinii (Vitis vinifera
L.) kapsar. Vitis cinsi diizeyinde gerek genetik, gerek ekolojik anlamda &nemli bir
acilim s6z konusudur. Bu tiirlerin en 6nemlisi olan Vitis vinifera L. tiirii olduk¢a genis
cesit zenginligine sahiptir. Alleweldt and Possingham (1988)’a gore diinyada en az
30.000 civarinda isimlendirilmis ¢esidin bulundugu bu saymin ise; yaklasik yarisinin
genotipik olarak farkli olabilecegi bildirilmektedir. Diger taraftan ampelografik
tanimlamalardaki yetersizliklerin ortadan kaldirilarak, gen kaynaklarinin kesin
sayilarinin belirlenmesi, yanlis isimlendirmelerin ortadan kaldirilarak bu potansiyelin
korunmaya alinmasi ve kullanilmasi, diinya bagcilifinda temel arastirma konulari
arasinda yerini almigtir. Bu amagla gen kaynaklarin1 dogru ve hizli tanimlamaya olanak
saglayan DNA markérler kullanilmis, hatta Fransa, ABD, Italya gibi bircok iilkede gen

kaynaklar1 veri bankalarinin olusturulmasi tamamlanmaistir.

Bu amagcla kullanilan DNA markérler temelde PCR (Polymerase Chain Reaction)’a
dayali olarak kullanilmakla birlikte, giincelligini kaybedip tanimlamada kullanilmayan

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) gibi markérlerde bulunmaktadir.
2.1 DNA Markorler

Protein markdrlerde ortaya cikan yetersizliklere karsin, DNA markorler, ayn1 DNA
bolgesinin bireyler arasindaki bulunup bulunmamasi, bulunmasi halinde ise o bdlgenin

ayni biiyiikliikte olup olmamasini tespit eden molekiiler ayraglardir.

DNA markorlerin en onemli 6zellikleri, degisik hiicresel kosullardan etkilenmemeleri

ve tekrarlanabilme 6zelliklerinin yiiksek olmasidir.

Tanimlama c¢alismalarinda daha dogru ve kesin sonuglar veren ve Bahge Bitkileri

1slahinda genetik caligmalarin simirlarini genisleten DNA markdrler kendi igerisinde



genel olarak Hibridizasyona dayali DNA markorler ve PCR (Polymerase Chain

Reaction)’a dayali DNA markérler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

2.1.1 Hibridizasyona (iki DNA parc¢asinin birlestirilmesi) dayali DNA markorler

Bu grupta yer alan markdrlerin en 6nemlisi RFLP (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism) (kesilmis parcalarin uzunluk polimorfizmi) yontemidir.

2.1.1.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Molekiiler markor tekniklerinden, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
tekniginin kullanimi bir¢ok bitki tiiriinde oldugu gibi asmalarda da ; tiirler aras1 ve Vitis
vinifera L. tiirline ait cesitler ile anaglarin genetik benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmast,
hibrit analizi, baglant1 gruplarinin olusturulmasi ve genom haritalamas: gibi alanlarda

yogunlasmistir (Ergiil 2000).

RFLP teknigi farkli ¢evre kosullarinda 6nemli bir avantaj saglar ve yiiksek seviyede
polimorfizm gosterir. Bununla birlikte, bu yontemde karisik bant 6rnekleri sonuglarin
degerlendirilmesinde zorluklara neden olabilir. Ayrica yontemin; yliksek kalite ve
miktarda DNA’ya ihtiyag duymasi, problarin ilk gelistirilmesinin zaman almasi ve

pahal1 olmas1 gibi 6nemli dezavantajlar1 mevcuttur (Sefc et al. 2001).

2.1.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali DNA markorler

PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali DNA markdrlerden bagcilikta en yaygin
kullanilanlar;; RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSRs (Simple Sequence Repeats) markorlerdir.



2.1.2.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD yontemi (DNA {izerinde dizisi bilinmeyen bdlgelerin taranmasi), 9-10 baz
uzunlugundaki rastgele primerlerin, kalip (template) DNA’nin iki iplik¢igi iizerinde,
birbirine karsit iki farkli noktada tamamlayicilarini (komplementerlerini) bularak, bu ara
bolgenin ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) esas alan polimorfizmden olugmaktadir

(Welsh and McClelland,1990).

PCR (Polymerase Chain Reaction) teknolojisi sayesinde, RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) analizi, organizmalar arasinda genetik farklilig1 belirlemede ucuz,
kolay ve hizli bir metoddur. Asma ve ana¢ ¢esitlerinde polimorfizm orani yiiksek
bulunmakla birlikte ( This et al. 1997, Ye et al. 1998, Ergiil et al. 2002a) teknigin en

biiyiik dezavantaji, sonuglarinin tekrar edilebilirliginin diisiik olmasidir.

2.1.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

AFLP teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarini gidermek iizere gelistirilmis bir teknik
olup, temel olarak asagidaki sekilde uygulanmaktadir:
» DNA’nin spesifik restriksiyon enzimleri ile (ECoR1/Mse 1) kesimi ve bu bolgelere

adaptorlerin takilmasi,
» Adaptor takilan bu bolgelerin 6n selektifi

» Degisik sekillerde (radyoaktif veya biotin vb) isaretlenmis primerlerle DNA
bolgelerinin ¢ogaltimmin (amplifikasyonunun) saglanmasi yani selektif asamasi

(Vos et al. 1995).

AFLP tekniginde hedef alinan DNA bolgesi kismen bilinir ve 06zellikle klon
ayrimlarinda polimorfizm orani ¢ok yiiksek olan bir tekniktir. Genomda olduk¢a genis
bir bolgeyi tarayan teknik, parmak izi analizlerinden daha ¢ok genetik iliskilerin ortaya

konulmasi amaci ile kullanilir (S6ylemezoglu vd. 2005).



AFLP uygulamalarinda teknik bilgi birikimi ve iyi laboratuvar alt yapisi isteyen

teknigin en 6nemli dezavantaji dominant markor 6zelliginde olmasidir.

Gerek AFLP gerekse RAPD markorlerin tam anlami ile kimlik tanisi 6zelliklerini
tastyamamasi, daha etkin kullanima sahip mikrosatelit markorlerin gelistirilmesini ve

kullanimini tegvik etmistir (Sefc et al. 2001).

2.1.2.3 Mikrosatelitler (SSRs, Simple Sequence Repeats)

SSR markdrler, bitki DNA’sinda bulunan 2-4 baz uzunlugundaki (TG)n, (AC)n,(TA)n,
(GAC)n, (TTC)n ve (TATA)n gibi ¢ekirdek motiflerini iceren 100 bp den kiiciik tekrar
tinitelerindeki farkliliklar1 igerir. Genomda tespit edilen tekrar motiflerinin, kenar
dizilerine olusturulan primerlerle amplifikasyonu baz alan teknik insan ve hayvan
tanilarindan sonra, basta ticari 6nemi olan bitki tiirleri olmak {lizere hemen hemen tim
canlilarda yaygin kullanima girmistir. Teknigin tanimlamalardaki 6neminden dolay1
SSR lokuslar1 tespit edilmis tiirlerde her gecen giin bu lokuslarin sayisi artirilirken,
endemik tiirler basta olmak {izere daha az ticari 6dnemi olan tiirlerde de lokus tespit

calismalar1 gilincel konular arasindadir.

Genotipleme arastirmalarinin yaninda, kodominatlik avantajindan dolay1 ebeveyn ve
hibrit tanisinda, genomda korunan dizilerin baz almasindan dolay1 ise bitkilerin genetik
evriminde kullanilmaktadir. Ayrica bitkideki ekonomik ozellikleri (tane rengi,
hastaliklara dayaniklilik gibi) kontrol eden genlerin klonlanmasi amaci ile yiiriitiilen
genetik haritalama g¢alismalarinda ve genom projelerinde SSR markorlerin 6nemi her
gecen glin artmaktadir (Fischer et al. 2004, Welter et al. 2007, Akkurt et al. 2007,
Velasco et al. 2007).

SSR uygulamalarinda temel asamalar allel bolgelerinin PCR’da amplifikasyonu ve
gorlntiilenmesidir. Allel bolgelerinin ¢ogaltilmasinda, PCR optimizasyonu, DNA
polimeraz se¢imi vb. faktorler kritik olmakla birlikte, etkili lokus bdlgelerinin

tanimlamada kullanilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bir tiirde ¢ok sayida lokus tespit



edilmis olmakla birlikte, bunlarin her birinden basarili sonuglar alinamamakta ve arzu
edilmeyen allel (null allel olusumu, diisiik sayida allel elde edilmesi gibi) olusumlari ile
karsilasilmaktadir. Ornegin uluslararast Uziim Konsorsiyumu tarafindan séz konusu
sakincalarin ortadan kaldirilmasi amaci ile, yaklasik 400 lokusdan altis1 iiniversal
tanimlamalarda etkili lokus olarak belirlenmistir (This et al. 2004). Allel bolgelerinin
goriintiilenmesi ise dogru allel biiylikliigiiniin tespiti acgisindan son derece Onem
tasimaktadir. Jel ortamlarma gore daha kesin veri sunan ve kapilleri elektroforez
ortamlarinda gerceklestirilen bu hizli teknolojilerin 6nemi 6zellikle bir tiire ait ¢ok

sayida bireyin tanimlandig1 arastirmalarda daha da artmaktadir.

Cizelge 2.1°de SSR allel bolgelerinin genom iizerinde dagilimi ve PCR amplifikasyonu
sonucu olusturacagi durumlar agsagida 6zetlenmistir. Buna gore; diploid genom yapisina
sahip bir bitkinin DNA {izerinde bir SSR lokusuna ait 2 alleli bulunmaktadir. Allel
sayist doku veya hiicrenin poliploid olmasiyla artabilmekte, liziimde oldugu gibi
organin dokular1 (6rnegin {iziim diploid bir yapiya sahip olmakla birlikte yaprak
tabakalar1 arasinda mutasyondan kaynaklanan triploit allelleri olusturabilmektedir)

arasindaki farkli kromozom sayilarindan da kaynaklanabilmektedir.

SSR lokusuna ait heterozigot veya homozigot allellerin tespiti allel biiyiikliiklerin ayn1
olup olmamasi ile agiklanirken, genotipler arasindaki polimorfizm ise; her bir genotipe

ait allellerin ayn1 anda iki bireyde bulunup bulunmamasina dayanmaktadir.



Cizelge 2.1 “AT’’ tekrarlarina ait 3 farkl allelin genom boyunca dagilimi ve goriiniimii

A) Genomda allel dagilim

*o o ATATATATATATAUDn............ * . ATATATATATATATAT(A ...
Allel 1 Allel 2
------------------------------------------------ **a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.a-.u'**
e F ATATATATATATAA D). ........
Allel 3
k%

Primer ileri:*
Primer geri:**

B) Genom yapisi, allel goriiniimii ve sayisi

Genom yapist Allel gériintimii

Allel sayist

Diploid homozigot Allel 1 ve Allel 2 aym
uzunlukta PCR {irlinii
olusturur (tek bant, tek
pik).

Allel 1 ve Allel 2 farkh
uzunlukta PCR {irlinii

olusturur (¢ift bant, ¢ift
pik).

Diploid heterozigot

1

Allel 1, Allel 2 ve Allel 3
farkli uzunlukta PCR
tirlinii olusturur (iki veya
daha fazla bant, iki veya
daha fazla pik).

Triploid veya poliploidi

SSR  markorlerin - yukarida agiklanan uygulamalarma ek olarak,

2’den fazla

en Onemli

asamalarindan biriside allelere ait verilerin yorumlanmasidir. Bu amagcla izlenen genel

yaklasim: bant veya pik biyiikliiklerinin belirlenmesi, referans ¢alismalar ve cesitler

dikkate alinarak allel verilerinin olusturulmasi, her bir lokusun ayrim giiciinii ifade eden

tanimlama olasiliklarin tespit edilmesi, populasyon cesitliligi ve lokus etkilesmesini

gosteren heterozigotluk oranlarinin tespiti, allelerin sahte (null) allel baglantilarinin

belirlenmesi ve ebeveyn ile genetik iliskilerin olusturulmasi seklinde siralanabilir.



2.1.2.3.1 SSR Tekniginin bagcilikta kullanim alanlar

SSR markorler asma 1slahinda;

1) Vitis cinsinde evrimsel gelisimin molekiiler analizi,

2) Vitis vinifera L. ve diger tiirlere ait gen kaynaklarmin (Cesit, ekotip, klon vb.)
tanimlanmasi,

3) Mutasyon (Somaklonal varyasyon vb) tanilari,

4) Sinonim ve homonimlerin tespit edilmesi,

5) Melezleme 1slahinda hibrit bitki tanisi,

6) Genetik haritalama ve markor yardimi ile seleksiyon

7) Genom projesi ve gen klonlama ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

2.2 Asma Mikrosatellit Arastirmalari

Mikrosatellit (SSR) markoérler kullanilarak iiziim ¢esit ve klonlarinda yapilan
arastirmalar incelendiginde: Asma mikrosatelit caligmalarinin ilki Thomas ve Scott
(1993) tarafindan 5 adet SSR lokusu (VVS1,VVS2,VVS3,VVS4,VVS5) kullanilarak,
26 Vitis vinifera L. gesidi ve 6 Vitis tirii ile Vitis rotindifolia’da Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organisation (CSIRO) Bitki Endiistrisi’nde

(Avustralya), gerceklestirilmistir.

Thomas et al. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada ise SA Teleki ve 5 BB anaglarinin
ayni DNA profiline sahip oldugu belirtilmistir.

Vignani et al. (1996), Vitis vinifera’ya ait eski bir Italyan saraplik cesit olan
Sangiovese’nin 12 klonunda, 7 mikrosatelit lokusunda (VVMDS5, VVMD6, VVMD7,
VVMDS, VVMS2, VVMS4 ve VVMS29) allelik polimorfizm analiz edilmistir. 7
lokusta da 11 klon ayni bulunmus fakat SG 8T klonu 4 lokusun herbirinde bir allel

tarafindan digerlerinden ayrilmistir.

SSR markdrlerin bagcilik agisindan 6nemli sonuglarindan birisi ise, Miiller-Thurgau

cesidine ait ebeveyn kombinasyonunun Rheinriesling x Chasselas de Courtillier



oldugunun ortaya ¢ikarilmasidir (Sefc et al. 1997). Ancak ayn1 markorler kullanilarak
yiirlitiilen ¢aligmalarin sonuncusunda ise, bu c¢esidin melezleme kombinasyonunun
"Riesling x Madeleine Royal" oldugu one siiriilmiistiir (Dettweiller et al. 2000). Yine
Sefc et al. (1997) tarafindan SSR markorler kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada
Cabernet Sauvignon ¢esidinin ebeveynlerinin Cabernet franc ve Sauvignon blanc
cesitleri oldugu tespit edilirken, Bowers and Meredith (1997) bu ceside ait melezleme

kombinasyonunun Cabernet franc x Sauvignon blanc oldugunu kesinlestirmislerdir.

Avusturya gen kaynagi koleksiyonundan alinan toplam 66 {iziim ¢esidi ve anagta 10
mikrosatelit lokusu kullanilarak yiiriitiilen bir ¢alismada cesitler aras1 genetik farklilik
degerleri, 0.53-0.87 arasinda; anaglar aras1 genetik farklilik degerleri ise 0.29 ile 0.96

arasinda bulunmustur (Sefc ef al. 1998a).

Sefc et al. (1998b), hasattan sonra iiziim ve iiziim {rilinlerinde dogru ¢esit kullanilip
kullanilmadigini belirlemek i¢in 11 mikrosatelit markér kullanmistir. Bu amagla ticari
oneme sahip 18 sofralik iiziim ¢esidi Avusturya marketlerinden toplanmis 11’inin ise

referansa uygun oldugu belirlenmistir.

Lin and Walker (1998), 7 SSR lokusu kullanarak ve 6zellikle kambiyium dokularindan
DNA izole edilerek, 58 adet asma anacinin dinlenme dénemlerinde genetik acidan

basariyla tanimlanabilecegini belirtmislerdir.

Sanchez et al. (1999), tarafindan 43 sofralik iiziim (Vitis vinifera L.) ¢esidinde SSR
markdrlerle yapilan denemenin sonucunda belirlenen allel sayisi, 2 (VVS3) ile 8 (VVS2
ve VVMD7) arasinda, beklenen heterozigotluk degeri ise %38(VVS1) ile
%80(VVMDS5) arasinda degistigi tespit edilmistir. 14 cesit allel biiytkliikleri
bakimindan ayni bulunmus ayrica SSR metodunun farkli laboratuvarlarda tekrar
edilebilir oldugu ve kullanilan 8 lokusun allelik kombinasyonlariyla 43 asma ¢esidine

ait kimlik tespitinin net olarak yapildig1 belirtilmistir.

Maletic et al. (1999) tarafindan 22 Hirvat iliziim c¢esidinde yapilan genetik

karakterizasyon ve komsu bolgelerdeki sinonim ¢esitlerin belirlenmesi ¢alismasinda, 9
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SSR lokusu incelenmistir. Ikisi de “Croatian girl” anlamma geldiginden, Hrvatica
olarak isimlendirilen Hirvat ¢esidi ile ayn1 oldugu zannedilen Italyan cesit Croatina

cogu lokusta farklilik géstermis ve bu yiizden iki farkl ¢esidi olduklari tespit edilmistir.

Arroyo-Garcia and Martinez-Zapater (2000) 9 yeni SSR lokusu (VMC6GS8, VMC6D12,
VMC6BI11, VMC6F11, VMC6G10, VMC6A8, VMC6C7, VMC6C10 ve VMC6E10)
tespit ederlerken, bu lokuslar1 kullanarak analiz ettikleri {iztim c¢esitlerinde allel

bliytikliiklerini 220-301 bp arasinda allel sayilarini ise 8-10 arasinda bulmuslardir.

Faria et al. (2000), cesit siralarinin ismine dogrulugunu mikrosatelit markorlerle
arastirmiglardir. En 6nemli 5 porto sarabi g¢esidi (Tinta Roriz, Tinto Cao, Touriga
Francesa, Touriga Nacional ve Tinta Barroca) ile 4 mikrosatelit lokusunda calisan
arastiricilar, mikrosatelit teknigi ile tek ve karisik siranin tanimlanmasinda basarili

sonuclar almislardir.

Merdinoglu et al. (2000) tarafindan yapilan c¢alismada, li¢ farklt molekiiler markor
teknigi (RAPD, AFLP, SSR) Vitis vinifera’nin 12 ¢esidine ait 21 klonun testinde
kullanilmistir. Her ¢esidin kendine 6zgii bantlar1 ile 1ayrimi saglanmis ve bir dendogram
olusturulmustur. Bu dendogramda 7 grup belirlenmistir. Sonug olarak, her bir klon i¢in

polimorfizm belirlenmistir.

Perret et al. (2000) tarafindan, Orta Avrupa’daki yabani (Vitis vinifera subsp. silvestris)
asmalar ile kiiltiir asmalar1 arasindaki genetik farkliligi belirlemek ve yine bunlar
arasindaki iliskiyi degerlendirmek amaciyla toplam 44 genotipte yapilan ¢alismada, 10
mikrosatelit lokus analizi neticesinde 49 allel tespit edilmis ve bu allellerden 17’si
sadece kiiltiir, 7°si ise sadece yabani genotiplerde gozlenmistir. Ayrica olusturulan
dendogram degerlendirildiginde yabani ve kiiltiir asma genotiplerinin agik bir sekilde
ayirt edildigi gozlenmistir. Yabani asmalarda 6zel allelerin bulunmasi Vitis vinifera
subsp. silvestris’ in orijinalitesini destekler nitelikte olmustur. Yabani ve kiiltiir asmalari

arasindaki genetik farkliliktan dolayi, denemedeki c¢esitlerin, Riesling, Sylvaner ve
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Griiner Veltliner gibi lokal cesitler dahil, yabani asma orijinli olmadig1 sonucuna

varilmgtir.

Regner et al. (2000a)’ nin yaptig1 calismada, Beyaz Riesling ¢esidinin 10 farkli
klonunda genetik polimorfizmi incelemek i¢in RAPD, SSR ve ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) markorler kullanilmistir. SSR ve ISSR  markdrlerin, farkl
laboratuvarlarda yiiksek stabilite gosterdikleri, klonal materyalin tanimlanmasinda

uygun metotlar olarak goriilmiistiir.

Regner et al. (2000b)’ nin yaptig1 ¢aligmada ise 300’den fazla asma ¢esidinin ve Vitis
silvestris’in 20 farkli genotipinin SSR analizi neticesinde, V. silvestris ve V. vinifera

arasinda ¢ok acik bir farklilik olmadigini belirlemislerdir.

Diger bir ¢alismada “Schiave” grubuna ait 10 {iziim ¢esidinde homonim ve sinonimleri
belirlemek i¢cin AFLP ve SSR kombine olarak kullanilmis ve AFLP ile SSR’in esit
sekilde etkili oldugu belirlenmistir (Fossati et al. 2001).

Crespan and Milani (2001) tarafindan 64 misket genotipinde yapilan calismada 2
izoenzim ve 25 mikrosatelit lokus incelenmis, 44 sinonim ve Moscato bianco grubunda
kirmizi ve pembe taneli {ic mutant ayirt edilmistir. Ayrica, Moscato bianco ve

Iskenderiye Misketi’nin Misket ailesinin atas1 olabilecegi belirtilmistir.

Regner et al. (2001) tarafindan cesitli Vitis tiirlerinden alinan 1200 asma genotipinin
belirlenmesi; SSR, ISSR, AFLP ve RAPD gibi ¢esitli molekiiler markor teknikleri
kullanilarak yapilmistir. En ¢ok polimorfik 6 SSR lokusu ile tiim genotiplerin
ayrilabildigini belirten arastiricilar, bazi iizim c¢esitlerinin orijinini belirlemelerinin

yaninda, ayrica Veltliner ve Pinot klonlarinin kimlik tespitini de yapmislardir.
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Riaz et al. (2001), 22 Pinot noir ve 22 Chardonnay klonunu tanimlamak amaci ile 92
mikrosatelit markoér kullanmiglar; 92 markérden 8’i Pinot noir klonlar1 ile

Chardonnay’in 4 klonunda polimorfik bulunmustur.

Schneider et al. (2001), tarafindan yapilan arastirmada Fransa ve Italya’nin kuzey
batisindan alman ve sinonim oldugu diisiiniilen 31 ¢esitte RAPD ve SSR analizleri
yapilmis, neticede 16 tanesinin sinonim oldugu goriilmiistiir. Buna gore, Fransa’nin
“Verddese” ¢esidinin Italya’nin “Bianver” ile, yine Fransa’nin “Chatus” cesidinin
Italya’nin  “Neiret” cesidi ile ve Fransa’min “Gouais blanc” ¢esidinin Italya’nin

“Preveiral” ve “Liseiret” ¢esitleri ile sinonim oldugu belirlenmistir.

Diger bir aragtirmada ise, 10 primerden secilen 3 kloroplast mikrosatelit lokusu
kullanilarak, saraplik ve sofralik 500°den fazla cesit ve yabani asma populasyonlari
analiz edilmis, sonug olarak, saraplik ve sofralik liziim ¢esitleri arasindaki farkliliklari
gosteren haplotip frekanslar karsilastirildiktan sonra iiziimiin kullanimina bagli olarak

farkli dagilim gosterdikleri belirtilmistir(Arroyo Garcia et al. 2002).

Reale et al. (2002) ise; “Tintilia” ve “Bovale” ¢esitleri arasindaki sinonim iligkisini
arastirmiglardir. 14 SSR lokusu kullanan arastiricilar iki ¢esit igerisinde benzerliklere

rastlarken, ¢esitler arasi birbirinin sinonimi olan genotipler tespit edememislerdir.

Ulanovsky et al. (2002), tarafindan aralarinda sinonim ve homonim oldugu diisiiniilen
genotipleri de igeren 39 genotip lizerinde 66 RAPD ve 23 genotip lizerinde 4
mikrosatelit lokusu (VVMD7,VVS2,VVS5 ve VVS29) incelenmistir. Neticede,
Moristell ile Monastel g¢esitlerinden biri olan; Moturana ile Ribadavia; Concejon ile

Monastel’in biri ve ¢alisilan Muscat ¢esitlerinden ¢ogu sinonim olarak belirlenmistir.
Vignani et al. (2002) 8 mikrosatelit lokus kullanarak “Sangiovese” nin farkli klonlarini

ayirt etmiglerdir. Ayrica, arastiricilar AFLP teknigi ile mikrosatelit sonuglarinin

ortiistiigiinii belirtmislerdir.
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Aradhya et al. (2003) tarafindan 222 kiiltiir (Vitis vinifera) ve 22 yabani (V. vinifera ssp.
sylvestris) asma ¢esidinin, 8 mikrosatelit lokusta genetik karakterizasyonu yapilmis,
toplam 94 allel tespit edilmistir. Cesitler arasinda cesitli akrabaliklar ortaya ¢ikmus,

sofralik ve saraplik iiziim ¢esitleri arasinda, farklilik bulunmustur.

Crespan et al. (2003), yerel Italyan asma genotiplerini tanimlamuslar ve farkli cografik

bolgelerde yetistirilen ¢esitlerin sinonimlerini ortaya ¢ikarmislardir.

Fatahi et al. (2003) iran ve ABD’den alinan 62 asma (Vitis spp.) genotipini, fluoresan
primer kullanarak yiiksek diizeyde polimorfik 9 mikrosatelit lokusta, ayirt etmislerdir.
[ran sofralik {iziim cesitleri arasinda sinonim ve homonimleri ortaya c¢ikartan

arastiricilar, 3 klonal grubu (Askari, Bidane ve Yaghoti) da acikca gostermistir.

Ibanez et al. (2003) yaptig1 calismada, daha 6nce morfolojik ve izoenzimatik olarak
ayirt edilen 111 adet Ispanyol Vitis vinifera L. gesidi, 13 mikrosatelit lokus (VVMDS5,
VVMD7, VVMD27, VVMD28, VVS2, VVS5, VVS29, ssrVrZAG29, ssrVrZAG62,
sstVIZAG67, sstVIZAGS83, sstVIZAG79 ve sstVIZAG112) ile analiz etmis ve 96 farkli
genotip gozlemistir. Her lokustaki toplam allel sayilart 4 (VVS29 ve sstVrZAG29)-16
(VVS5) arasinda degismistir. Allel sayisi ortalamasi 9,85 bulunmustur.

Giircistan, Ermenistan ve Tiirkiye’den toplanan kiiltiir ve yabani asmalar1 igeren toplam
268 c¢esit, 6 mikrosatelit markér (VVMDS5, VVMD7, VVMD27, ssrVrZAG62,
sstVIZAG79 ve VVS2) ile analiz edilmistir. Sinonimler ¢ogunlukla ayni cografik alan
icinde goriilmiistiir. Ayn1 populasyon i¢indeki yabani asmalarda (Vitis vinifera ssp.
silvestris), Turkiye’de 1, Giircistan’da 3 ve Ermenistan’da 9 durumda, sinonim

bulunmustur (Vouillamoz et al. 2003).
Lefort et al. (2003), 103 V. Vinifera ve 6 Vitis cinsinde 12 SSR lokusu kullanmiglar ve

ozellikle sstVVUHC12, ssrVvVUHC29 lokuslarinin allel verme (30°ar allel) sayisi

bakimindan oldukga polimorfik oldugunu tespit etmislerdir.
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Italya ve Fransa’da yetisen 30 iiziim cesidinde, morfolojik &zellikler, ampelografik
tanimlamalar, agronomik gozlemler ve sarap yapilarina dayanan daha Onceki
calismalarda sinonim olduklar1 belirtilen 22 ¢esidin, RAPD ve mikrosatelit markorlerle
analizi yapilmis ve Italyan ve Alp’lerin batisindaki Fransiz cesitlerinin sinonim

olduklar1 ortaya ¢ikartilmistir (Schneider et al. 2003).

This et al. (2004), farkli laboratuvarlarda elde edilmis mikrosatelit profillerin
karsilastirilmasin1 yapmak amaciyla, 7 iilkeden 10 arastirici ile 46 {iziim ¢esidini 6
lokusta (VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VVS2, VIZAG62 ve VrZAG79) incelemistir.
Yaygin olarak ve ayrica bu calismada kullanilan 6 markoriin, gelecekteki asma c¢esit
analizi i¢in asgari standart markor seti olarak kabul edilmesi Onerilmis ve diger

cesitlerin, burada sunulan kodlu referans allellerle tanimlanabilecegi belirtilmistir.

Costantini et al. (2005) tarafindan yapilan calismada Giiney Italya - Campania
bolgesinden alinan 69 yerel asma cesidine tekabiil eden toplam 114 genotip 8
mikrosatelit markor ile (VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD31,
VrZAG62, VrZAG79) genetik analizler gerceklestirilmigtir. Campania {iziim
cesitlerinin ¢ok cesitli eko cografik bolgelerden gelmis olabilecegi ifade edilmistir.

Goto-Yamamoto et al. (2006), 9 yeni mikrosatelit markor gelistirmistir. Bu markorler
ve 8 bilinen mikrosatelit markorle 2 adet Vitis labrusca cesidi, Vitis riparia ve Vitis
rotundifolia ile birlikte Japon ve Cin ¢esitlerini (Vitis vinifera L.) de kapsayan 8 adet
dogu c¢esidini, 7 adet bati ¢esidiyle karsilastirmistir. Dendogramda, Vitis tiirleriyle
birlikte dogu ve bati ¢esitleri birbirinden ayrilmistir.

Kafkasya gecis bolgesi ve Anadolu’dan alinan ¢esitlerin mikrosatelit tanimlamasi ve bu
zengin ampelografik mirasin gen bankasi olusturma yolundaki ilk adimi olan bir
calismada, 12 mikrosatelit markdér (VVMDS5S, VVMD7, VVMD24, VVMD28,
VVMD31, VVMD32, VIZAG62, ViZAG79, VVS2, VMC2C3, VMC2H4, VMCS5A1)
kullanilmistir (Vouillamoz et al. 2006). Tiirk cesitlerinden Dimigki, Luvanek, Morek,

Sungurlu ve Vilki gesitlerinde 3 allelli durum gdzlenmistir.
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Arroyo-Garcia et al. (2006), arastirmada toplam 1201 asma genotipi (513 Vitis vinifera
ssp. sativa, 688 Vitis vinifera ssp. sylvestris) kullanilirken 6rnekler 130 lokasyondan
toplanmistir (Tirkiye 25 yerli c¢esit; Antalya, Anamur, Fethiye ve Gokceada
bolgesinden 132 Vitis vinifera ssp. sylvestris). 9 primerle gergeklestirilen molekiiler
analizlerin yanisira, arastirmanin degisik asamalarinda ileri diizeyde istatistikler
kullanilmistir. Kiiltiir ve yabani ¢esitlerde kloroplast SSR (kSSR) ile yapilan bu
calismada {iziimiin iki orjininden birinin Anadolu digerinin ise Ispanya (saraplik

cesitler) oldugu tespit edilmistir.

Karaaga¢ (2006), tarafindan Gaziantep iline ait toplam 48 {iziim c¢esidinin (Vitis
Vinifera L.) 17 mikrosatelit markér (VVS2-VVMDS5-VVMD7-VVMD24-VVMD?25-
VVMD27-VVMD28-VVMD31-VVMD34-ViZAG62-VrZAG79-VVIB23-VMC3B10-
VMC6F1-VMC2C3-VMC2H4-VMCS5A1) kullanilarak genetik tanimlamalar1 yapilmis
ve aralarindaki genetik benzerlik arastirilmistir. Lokuslarda allel sayis1 13 ila 4 arasinda
(VVS2-VMC6F1) degismistir. Beklenen ve gozlenen heterozigotluk orani ortalama
sirastyla 0.720 ve 0.689 olarak bulunmustur. Dendogram i¢cin UPGMA ydntemi
uygulanmis ve dendogramda 2 ana grup ortaya ¢ikmustir. Genotiplerin bilylik kismini
iceren birinci grup icinde cok sayida alt grup gozlenmistir. Genotipler arasinda

Gaziantep ilinden alinan Dusuzu ile Dimigki ¢esidi sinonim bulunmustur.

Selli vd. (2007) tarafindan, genetik karakterizasyona dayali bir ¢aligma yapilmistir.
Dimrit ve Gemre iziim cesitleri iilkede yaygin yetistiriciligi yapilan ve genotip
cesitliligine sahip 6nemli gen kaynaklari igerisinde yer almaktadir. Bu calismada,
Dimrit ve Gemre ¢esit grubuna ait 31 genotip ve 2 referans ¢esidinden 76 allel elde
edilmistir. Her lokustaki allel sayisi ise; 7,6 allel ortalamasi ile 5’den 9’a kadar
degisiklik gostermistir. Bu cesitlerin 8 SSR (VVS2-VVMDS5-VVMD7-VVMD24-
VVMD27-VVMD28-ViZAG62-VZAG79) lokusu ile genetik analizleri
gergeklestirilmistir. Bu calismada genotiplere 6zgii allel biiyiikliikleri, gruplar i¢i ve
gruplar aras1 genetik benzerlikler, sinonim ve homonim cesitliligi belirlenerek, soy
analizleri arastirilmig ve genetik benzerlik-eko cografik dagilimlar iliskilendirilmistir.

Arastirmada en fazla allel veren VVS2 lokusu olmustur. VVMD24 ise Vouillamoz et al.
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(2006) benzer sekilde diisiik allel vermistir. Sonug¢ olarak; benzerlik oranlar1 ve
dendogram dagilimlar1 gézoniine alindiginda, Dimrit ve Gemre genotiplerinin genel
olarak farkli birer grupsal dagilim gosterdigi, ¢esitlerin ekocografik dagilim ve genetik
benzerliklerinin ise tamamen birbirinden bagimsiz oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar,
sinonim azlig1 ve homonim ¢oklugu bu iki grubun Tiirkiye’de zengin bir populasyon

gosterdigini kanitlamaktadir.

Karatas vd. (2007) arastirmada 6 polimorfik mikrosatellit lokusu (VVS2, VVMDS5,
VVMD7, VVMD27, VrZAG62, VrZAG79) kullanilarak farkli bolgelerden alinan
homonim ¢esitler arasindaki iliskileri belirlenmeye g¢aligilmistir. Sonug olarak, bircok
homonim ¢esit arasinda yiiksek oranda genetik cesitlilik tespit edilmistir. Dendogramda,
Sergi karasi (Sanliurfa ve Gaziantep), Yediveren (Sanlurfa, Gaziantep ve Tekirdag
Bagcilik Arastirma Enstitiisii ‘Milli Koleksiyon Bag1’) ve Serpenekiran (Sanliurfa ve

Gaziantep) ¢esitleri birbirlerine ¢ok yakin bir dagilim gostermislerdir.

Dilli (2008), bu arasgtirmada, Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii tarafindan klon
seleksiyonu sonucu secilmis Sultani Cekirdeksiz {iziim ¢esidine ait 5 tip, Pembe Gemre,
Osmanca, Ipek iiziim gesitlerine ait 9 klon ve Ege Bolgesi icin 6nemli olan 15 yerel
cesit ile 2 referans gesit olmak iizere toplam 31 iiziim cesidinin (Vitis vinifera L.)
SSR’a dayali genetik analizleri 16 mikrosatelit markor kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sonug olarak arastirici, klonal diizeyde polimorfiklik yakaladiklarini bildirmistir.
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3. 3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 2006-2008 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Béliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuvari ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitlisli laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1 Materyal

Arastirmada, Ankara ve Cankiri illeri merkez ve ilgelerinden, Tekirdag’daki Milli
Koleksiyon Bagi’na aktarilan 49 ¢esit ve 2 adet referans ¢esit olmak iizere toplam 51
tiziim ¢esidi kullanilmistir. Calisilan tiziim ¢esitlerinin isimleri ve liziim ¢esitlerine ait
baz1 ampelografik 6zellikler Cizelge 3.1°de verilmistir. Arastirmada kullanilan 49 {iziim
cesidi ile referans c¢esitlere ait bitkisel materyaller ‘Tekirdag Bagcilik Arastirma

Enstitiisi  bilinyesindeki ~ ‘Milli  Koleksiyon = Bagi’ndan temin  edilmistir.
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Ankara ve Cankir1 illeri liziim ¢esitlerine ait baz1 ampelografik 6zellikler

No | DNA | Bag il Cesit Ad1 Sinonimi Salkim Tane Tane Tad1 | Kabuk | Tane Cek. Mabhsul
No Sira Kodu Sekli Sekli Rengi ici Adedi | Olgunlugu
No
1 420 36 6 Balball1 Balbal Konik Yuvarlak Beyaz Tath Orta Gevrek 2 -
Kendi Biyen
2 702 551 6 Erolan - - - Beyaz - - - - -
3 606 490 6 Gelin Parmag Gelin Silindirik Elips Acik Pembe | Tath Ince Gevrek 3-4 Eylil Sonu
Uziimii
4 590 435 6 Kara Gevrek Ayas - Bobrek Siyah Tath Orta Etli 1 Agustos
Uziimii Uziimii Ortasi
5 596 437 6 Sobii Kara - Silindirik Sobii Ucu Siyah Tath Orta Gevrek 2 Ekim Bas1
Sivri
6 386 398 6 Sungurlu Hasan Dede Konik Yuvarlak Beyaz Cok Orta Sulu 2 Eylil Sonu
Kinali Tath
7 633 443 6 Yediveren - - Yumurta Beyaz Tath Ince Sulu 2 Agustos
Ortasi
8 409 399 6 Zirge - Orta Iri Elips Beyaz Tath Orta Etli 1 Temmuz
Sonu
9 725 826 6 Akbiizgiili Akpiiskiil Konik Uzun Elips Beyaz Tath Orta Gevrek 2-4 Eylil Sonu
10 634 494 6 Alo Aloglu Iri Konik | Uzun Elips Pembe Tatlhh | Kalin | Gevrek 1-2 Eylil Sonu
Beyaz
11 883 1105 6 Amasya - - - - - - - - -
12 895 1102 6 Bulut (Buludu) - - - - - - - - -
13 410 400 6 Cirt Uziimii - - Yuvarlak Beyaz Cok Ince Sulu 1-2 Eyliil Ortas1
Kinali Tath
14 891 1126 6 Degirmenci - - - - - - - - -
15 890 1104 6 Engiirti Erolam - - - - - - - - -
16 882 1127 6 Erkek Uziim - - - - - - - - -
17 48 612 6 Fesleken - - - - - - - - -
18 | 892 | 1148 6 Gelin Uziimii - - - - - - - - -

-: Bilgi bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Ankara ve Cankir1 illeri liziim gesitlerine ait baz1 ampelografik 6zellikler (devam)

No | DNA | Bag il Cesit Ad1 Sinonimi Salkim Tane Tane Tad1 | Kabuk | Tane Cek. Mabhsul
No Sira | Kodu Sekli Sekli Rengi ici Adedi Olgunlugu
No
19 887 1037 6 Gidiil - - - - - - - - -
20 | 881 | 1149 6 Giil Uziimii - - - - - - - - -
21 894 | 1125 6 Inek Memesi - - - - - - - - -
22 40 611 6 Kadm Parmag: Tilki
Kuyrugu - - - - - - - -
23 764 993 6 Kalecik Karasi - - - - - - - - -
24 717 501 6 Su Uziimii - Konik Elips Siyah Orta Ince Sulu 2 Eylil Sonu
25 889 1082 6 Tombak Ayas - - - - - - - - -
26 971 1023 6 - - - - - - - - - -
27 897 1059 6 - - - - - - - - - -
28 385 397 6 Isimsiz - Silindirik Yuvarlak Beyaz Kinali | Tath Orta Sulu 2 Eyliil Sonu
29 1034 190 6 Amasya - Silindirik Sobii Beyaz Orta | Kalin Etli 2 Eyliil Ortas1
30 1051 191 6 Buludu - Silindirik Elips Eflatun Tath Orta | Gevrek 1-2 Eyliil Ortas1
31 1041 154 6 Degirmenci Bozbag Konik Elips Siyah Tath Orta | Gevrek 1-2 Eylil Sonu
32 1016 164 6 Deve Gozii - - Sobii Beyaz Tath | Kalin Etli 3 Agustos
Sonu
33 1052 320 6 Erkek Uziim - - Yuvarlak Siyah - - - - Eyliil Ortas1
34 1047 192 6 Giil Uziimii - Konik Elips Pembe — Cok Orta | Gevrek 1-2 Temmuz
Pembe (Kizil) | Tath Sonu.-Ekim
Basi
35 1055 294 6 Tombak Ayas Biizgiilu Silindirik Yuvarlak Siyah Tath Orta Etli 1-3 Eyliil Ortas1
Sulu
36 1014 155 6 - - - - - - - - - -
37 | 362A | 396 6 Ince Kabuklu - Silindirik | Uzun Elips Beyaz Orta Orta Sulu 1 Eylil Sonu
Beyaz Saydamsi
38 176 626 6 Kalecik Karasi - - - - - - - - -
39 888 1060 6 Deve Gozii - - - - - - - - -

-: Bilgi bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Ankara ve Cankir1 illeri liziim gesitlerine ait baz1 ampelografik 6zellikler (devam)

No | DNA | Bag il Cesit Ad1 Sinonimi Salkim Tane Tane Tad1 Kabuk | Tane Cek. Mahsul
No Sira | Kodu Sekli Sekli Rengi ici Adedi | Olgunlugu
No
40 283 390 6 Cakarak Pekmez - Yuvarlak Beyaz Tath Ince Sulu 2 Eyliil Sonu
Uziimii (Kmali)
41 846 961 18 Ayas Uziimii - Silindirik Elips Siyah Tath Orta Etli 2-4 Eyliil Sonu
Sulu
42 965 1135 18 Beyaz Memeli - - - - - - - - -
43 837 958 18 Cavus - - - - - - - - -
44 843 960 18 Keskin Uziimii - Konik Yuvarlak Beyaz Tatl Ince Etli 2-3 Eyliil
Sulu Ortasi
45 840 959 18 Merzi Yerli Dalli Elips Beyaz Tath Kalin Etli 2 Eyliil Sonu
Uziim Konik Sulu
46 847 962 18 Merzi Zirgesi - Konik Uzun Beyaz Tath Ince Etli 1 Eyliil
Elipsoid Sulu Ortasi
47 845 941 18 Parmak - Konik Uzun Beyaz Tath Orta Etli 2-3 Eyliil Sonu
Silindirik Sulu
48 841 979 18 Siyah Parmak - Konik Uzun Siyah Tath Kalin Etli 1-2 Eyliil
Silindirik Ortasi
49 844 980 18 - - - - - - - - - -
50 C.S - - Cabernet - Uzun Yuvarlak Mavi gri Otsutad | Kalin - 1-3 Eyliil sonu
Sauvignon Konik - siyah
Silindirik
51 M - - Merlot - Piramidal- | Yuvarlak Mavi-Siyah Hafif - - 2-3 Agustos
Silindirik Aromal1 ortast

-: Bilgi bulunmamaktadir.
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3.2 Yontem

Mikrosatellitler aracilifiyla genotipin belirlenmesi temelde dort basamaktan

olusmaktadir. Saglikli ve giivenilir veri elde edilebilmesi bakimindan her basamak

tizerinde titizlikle durulmasi gerekmektedir. Bu basamaklar su sekilde siralanabilir;

1. DNA izolasyonu

2. SSR allel bolgelerinin PCR aracilig1 ile gogaltilmasi

3. PCR f{iriinlerinin kapiller elektroforezi ve allel verilerinin gériintiilenmesi

4. Genetik analizler

3.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu siirgiin ucu ve geng¢ yapraklardan Lefort ef al. (1998) yontemine gore

gerceklestirilmistir. Her bir 6rnege ait 3 DNA oOl¢limii gerceklestirilirken, DNA miktar

ve safliklarini belirlemek amaci ile %]1°lik agaroz jel ve Nanodrop ND-1000

spektrofotometre kullanilmistir. Arastirmamizda uygulanan DNA izolasyon yonteminin

asamalar1 agagida belirtilmistir. Buna gore;

9]

o L Q&

Geng yaprak veya siirglin ucu havana konulup sivi azotla havanda iyice ezildi,
100mg 6rnek 2 ul ependorf tiipe aktarilds,

Yaprak ornekleri iizerine, | ml DNA ekstraksiyon sollisyonu (6rnek basina 10 ul
2-Merkaptoethanol igerir) eklendi,

Tiipler 65 °C’de 15 dakika bekletildi,

Uzerine 0,5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) karisimi eklenerek, 30 dakika buz
tizerinde bekletildi,

Ornekler 14.000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi,

Ust s1vilar yeni bir ependorf tiipe aktarilds,

Uzerine 0,8 ml soguk isopropanol eklendi,

Gece boyu -20°C’ de bekletildikten sonra, 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi,
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10 Ust s1v1 uzaklastirilarak, alt kat1 (pellete) % 70°lik ethanol ile yikandh,
11 DNA, 50-100 pl H,O (nuclease free)’da ¢oziilerek {izerine, her 100 pl soliisyon
icin 1 pl RNase-A eklenerek, 37 °C’de 15 dakika bekletildi.

DNA ekstraksiyon soliisyonunun igerigi(50ml i¢in): 2 ml TRIS (50 mM, pH 8§,0), 4 ml
EDTA (50 mM, pH 8,0), 10 ml LiCl (4M), 1 g CTAP (% 1), 2 g PVP (% 2), 0.5 ml
TWEEN 20 (%0,5), Kloroform/isoamil alkol (24:1) (hacim:hacim), RNase-A
(Applichem); 100mg/ml

3.2.2 SSR allel bolgelerinin PCR aracihigi ile cogaltilmasi

DNA c¢ogaltimi i¢in Biometra ve MJ Research Thermocycler cihazlar1 kullanilmis ve
PCR optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. PCR’da kullanilan reaktifler ; 15-200 ng
DNA , 5 pmol ileri (forward) primer, 5 pmol fluoresan isaretlemis ters (revers) primer,
0.5 mM toplam dNTP, 0.5 unit Go Taq DNA Polymerase (Promega) (1,5 Mm MgCl,
icermekte), 1 pl buffer 10x buffer olacak sekilde toplam 10ul PCR karisimi

hazirlanmstir.

DNA cogaltimi icin kullanilan PCR programi:
1. 94 °C’ de 3 dk. (1dongii)
2.94 °C’ de 1 dk. (35 dongii)

3.48 - 66 °C’de 1 dk. (Primerin baglanma derecesine bagli olarak degismektedir)
4.72 °C’ de 2 dk.

5.72°C’ de 10 dk. (1dongii)

6. 10 °C’de sabit tutulmustur

2.- 4. basamaklar toplamda 35 dongii olacak sekilde uygulanmistir.
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3.2.2.1 Calismada kullanilan SSR primerleri

Calismada, GENRES 081 Avrupa Birligi Arastirma Projesince, Avrupa’daki asma gesit
koleksiyonlar1 i¢in kullanilan ve artik tiim diinya tarafindan minimum standart set
olarak kabul goren VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62 ve VrZAG79
mikrosatelit lokuslart da dahil olmak iizere toplam 15 SSR primeri kullanilmigtir. Her
lokusa ait ileri (forward) primer D4 (mavi), D3 (yesil) ve D2 (siyah) renklerde fluoresan
isaretlenmis olup primerlere ait baz dizileri, kullanilan fluoresan boya ve Tm(°C)

degerleri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan primerlere ait bilgiler

Lokus ad1 Primer dizileri (5°...3%) Isaretleme | Tm
boyasi O

1 | ViZAG79F** agattgtggaggagggaacaaaccg D3(Yesil) 66
VIZAG79-R tgcececcattttcaaactcecttee

2 | VVIH54 F** ccgeacttgtgttgaatttcag D2(Siyah) |55
VVIH54 R caaaccgtttttacaccagcag

3 | VVMD24-F** gtggatgatggagtagtcacgc D4(Mavi) 55
VVMD24-R gattttaggttcatgttggteaagg

4 | VVMD7-F** agagttgcggagaacaggat D3(Yesil) 55
VVMD7-R cgaaccttcacacgcttgat

5 | VVMD28-F** aacaattcaatgaaaagagagagagaga D3(Yesil) 55

VVMD28-R tcatcaatttcgtatctctatttgetg

6 | VVMD27-F** gtaccagatctgaatacatccgtaagt D2(Siyah) | 55
VVMD27-R acgggtatagagcaaacggtgt

7 | VMC2H4 F** accaggtgtgcctataagaatc D3(Yesil) 50
VMC2H4 R tetetggaacatccaatcaac

8 | VVIBO1 F** tgaccctcgaccttaaaatett D4(Mavi) 55
VVIBO1 R tggtgagtgcaatgatagtaga
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Cizelge 3.2 Kullanilan primerlere ait bilgiler (devam)

Lokus ad1 Primer dizileri (5°...3%) Isaretleme Tm
boyasi C)

9 | ZAG 83 F** ggcggaggcggtagatgagagggcg D4(Mavi) 66
ZAG 83 R acgcaacggctagtaaatacaacgg

10 | VVS2-F** cagcccgtaaatgtatccatc D4(Mavi) 55
VVS2-R aaattcaaaattctaattcaactgg

11 | VVMDS5-F** ctagagctacgccaatccaa D2(Siyah) 55
VVMDS-R tataccaaaaatcatattcctaaa

12 | ViZAG62-F** ggtgaaatgggcaccgaacacacgc D4(Mavi) 55
VrZAG62-R ccatgtctctcctcagettctcage

13 | VVMD31-F** cagtggtttttcttaaagtttcaagg D2(Siyah) 55
VVMD31-R ctctgtgaaagaggaagagacgc

14 | VMC2C3 F** tgcaatcccattattatctett D2(Siyah) 48
VMC2C3 R aatatttgtagaatggtgctttt

15 | VRGI1 F** aaggtttcctgccggegataace D2(Siyah) 55
VRGI R ccattggtaaataaagtccc

ok

3.2.3 PCR iiriinlerinin kapiller elektroforezi ve allel verilerinin goriintiilenmesi

SSR allellerin goriintiilenmesi ve ayriminda kullanilan kapiller elektroforez yontemi;
jellere gore daha iyi ayrim giicli, zaman ve is giiciinden tasarruf, az miktar PCR {iriinii
kullanma, ¢ok sayida ornekle calisilabilmeye olanak saglamasi, DNA polimeraz’dan
kaynaklanan ve starter pikler (bant) olarak adlandirilan PCR amplifikasyonu sirasinda
yanlis baglanimlarin kolaylikla belirlenmesi,
tespit edilmesi ve yanlis okumalarin ortadan kaldirilmasi gibi 6nemli avantajlara
sahiptir. S6z konusu avantajlara sahip sistemlerin kullanildigi metot kisminda kapilleri

elektroforez amaciyla Beckman CEQ™ 8800 ve CEQ™ 8000 Genetik Analiz Sistemi

kullanilmustir.

: Florasan isaretli, D: Dye
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CEQ™ 8800 cihazinda aym anda 2 adet 96’lik plate ile ¢alisiima olanagi mevcutken,
CEQ™ 8000 cihazinda 1 adet 96’lik plate ile calisilabilmistir. Lokuslara ait PCR
triinleri % 2’lik agaroz jelde kosturulduktan sonra, isaretlemede kullanilan fluoresan
(Proligo,wellred isaretli primerler, Fransa) boyalara gore (6rnegin;D4,D3,D2) 6rnekler
degisik oranlarda (1:5, 1:10 gibi) 20 pl SLS (Sample Loading Solution) ile
seyreltilmistir. Ornek ve SLS karisimlar iizerine 0,4 pl size standart-400 eklendikten
sonra karsim vortekslenerek karistirilmis sonra santrifiij edilerek {izerine bir damla
mineral yag damlatilmistir. Daha sonra plate CEQ™ 8800 veya CEQ™ 8000 Genetik

Analiz Sistemi’nde elektroforez edilmistir.

Arastirmada Cabernet Sauvignon ve Merlot gesitleri referans ¢esit olarak kullanilirken,
verilerin dogrulugundan emin olmak i¢in reaksiyonlar en az iki kez tekrar edilmistir.
Elektroforez sonunda her bir lokusa ait pikler; tipleri ve renkleri géz oniine alinarak

heterozigot ve homozigot olarak goriintiilenmistir.

SSR kapilleri elektroforez yonteminde uygulama asamalarinin genel goriiniimii, Sekil

3.1’de gosterilmistir.
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Beckman CEQ 8800 Genetik Analiz sistemi

Sekil 3.1 SSR kapilleri elektroforez yonteminde uygulama asamalarinin genel goriintimii,

a. DNA izolasyonu ve 6l¢iimleri,

b. PCR reaksiyonlariin hazirlanmasi ve PCR,
c. Kapilleri elektroforez,

d. Allel goriintiilerinin alinmast,

e. Genetik analizler.
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3.2.4 Genetik analizler

Aragtirmada, genetik parametreler olarak; allel sayisi (n), allel frekansi, beklenen (H.)
ve gbzlenen heterozigotluk (H,), tahmin edilen sessiz allel (null) frekans1 (r) ve tespit

olasilig1 (PI, Probability of Identity) degerleri belirlenmistir.

Beklenen heterozigotluk 1-Zp;® seklinde hesaplanarak genetik farklihk 6lciimil
yapilmistir. Buradaki p; degeri, calisilan Ornekteki ‘1>’ ninci allelin frekansim
gostermektedir (Nei 1987). Gozlenen heterozigotluk ise, heterozigot genotiplerle analiz
edilen toplam genotip arasindaki orandir. Null allel varliginin tahmini, (He- H,)/(1+ He)
seklinde hesaplanmistir (Brookfield 1996). Tespit olasiligi (PI) (Paetkau et al. 1995) iki
rastgele secilmis bireylerin ayn1 SSR profiline sahip olma olasiligini ifade etmektedir.

€9 3L
1

Bu deger, Zp* + Z 2(2pipj)2 seklinde hesaplanir. Burada p; ve pj, sirasiyla ve %
allellerinin frekansim1 gostermektedir. Daha sonra benzerlik indeksleri belirlenerek,
genetik iliski dendogrami olusturulmustur. Incelenen parametrelere gore kullanilan

programlar ise su sekilde siralanabilir:

e Genetik parametreler: Her lokusa ait allel sayisi, allel frekansi, beklenen ve
gbzlenen heterozigotluk orani, sessiz (null) allel frekans1 ve tespit olasiligt (PL,
Probability of Identity) IDENTITY 1.0 programi ile (Wagner and Sefc 1999),

e Benzerlik oram indeksi: Microsat programi ile (Minch ef al. 1995),

e Dendogram: UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
means) yontemi  kullanilarak NTSYS (versiyon 2.02g, Exeter Software,
Setauket, NY) programi ile,

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.
5. 4.1 DNA izolasyonu

DNA’lar, oncelikli olarak %]1’°lik agaroz jelde kontrol edilmis (Sekil 4.1) daha sonra
saflik ve miktar degerlerinin belirlenmesi i¢in NanoDrop ND-1000 spektrofotometrede

Olciilmistiir (Cizelge 4.1)

S e B g B ) g

Sekil 4.1 Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin %1°lik agaroz jel elektroforez
gorunimu
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri

Genotip No Miktar A260 A280 Saflik

No ng/pl 260/280
1 420 873.85 17.477 | 9.002 1.94
420 883.12 17.662 | 9.138 1.93
420 890.88 17.818 | 9.234 1.93
2 702 2450.48 49.01 25.85 1.90
702 2483.01 49.66 | 26.196 1.90
702 2453.59 49.072 | 25.9 1.89
3 606 2875.98 57.52 | 29.478 1.95
606 3061.62 61.232 | 31.612 1.94
606 3139.47 62.789 | 32.396 1.94
4 590 1582.13 31.643 | 16.756 1.89
590 1571.72 31.434 | 16.648 1.89
590 1581.67 31.633 | 16.753 1.89
5 596 1131.38 22.628 | 11.961 1.89
596 1143.55 22.871 | 12.186 1.88
596 1117.02 2234 | 11.846 1.89
6 386 2617.64 52.353 | 27.529 1.90
386 2644.57 52.891 | 27.778 1.90
386 2650.25 53.005 | 27.893 1.90
7 633 1636.96 32.739 | 16.167 2.03
633 1629.39 32.588 | 16.03 2.03
633 1623.66 32.473 16 2.03
8 409 3075.58 61.512 | 32.133 1.91
409 3055.62 61.112 | 31.993 1.91
409 3063.99 61.28 | 32.128 1.91
9 725 1405.41 28.108 | 14.305 1.96
725 1458.29 29.166 | 14.905 1.96
725 1444.68 28.894 | 14.746 1.96
10 634 1142.39 22.848 | 11.216 2.04
634 1286.35 25727 | 12.967 1.98
634 1131.98 22.64 | 11.054 2.05
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

Miktar Safhik
No Genotip No ng/pl A260 | A280 260/280
11 883 1602.67 32.053 | 16.481 1.94
883 1584.72 31.694 | 16.204 1.96
883 1606.99 32.14 16.466 1.95
12 895 2783.11 55.662 | 28.442 1.96
895 2937.51 58.75 | 30.029 1.96
895 2785.86 55.717 | 28.41 1.96
13 410 3412.67 68.253 36.54 1.87
410 3483.95 69.679 | 37.396 1.86
410 3468.99 69.38 | 37.309 1.86
14 891 1952.42 39.048 19.61 1.99
891 1960.32 39.206 | 19.684 1.99
891 1942.43 38.849 | 19.525 1.99
15 890 3717.95 74.359 | 39.252 1.89
890 3738.88 74.778 | 39.417 1.90
890 3696.87 73.937 | 39.018 1.89
16 882 3554.05 71.081 | 36.286 1.96
882 3489.21 69.784 | 35.495 1.97
882 3463.02 69.26 | 35.299 1.96
17 48 1972.49 39.45 18.916 2.09
48 2239.86 44.797 | 22.308 2.01
48 1872.3 37.446 | 18.294 2.05
18 892 1181.61 23.632 | 11.962 1.98
892 1316.55 26.331 | 13.509 1.95
892 1306.63 26.133 | 13.381 1.95
19 887 2522.53 50.451 | 25.926 1.95
887 2771.94 55.439 | 28.686 1.93
887 2770.34 55.344 | 28.15 1.93
20 881 3724.3 74486 | 38.854 1.92
881 3830.71 76.614 | 40.179 1.91
881 3753.35 75.067 | 39.211 1.91
21 894 2126.67 42.533 | 22.612 1.88
894 2127.84 42.557 | 22.643 1.88
894 2272.1 45.442 | 24.231 1.88
22 40 1667.12 33.342 | 17.277 1.93
40 1684.71 33.694 | 17.486 1.93
40 1646.52 32.93 17.053 1.93
23 764 322.75 6.455 3.558 1.81
764 324.01 6.48 3.581 1.81
764 324.80 6.496 3.572 1.82
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

Miktar Safhik
No Genotip No ng/pl A260 A280 260/280
24 717 868.40 17.368 9.221 1.88
717 892.44 17.849 9.509 1.88
717 899.02 17.98 9.602 1.87
25 889 2341.19 46.824 | 23.996 1.95
889 2367.31 47.346 24.31 1.95
889 2379.33 47.587 | 24.424 1.95
26 971 3627.82 72.556 | 38.262 1.90
971 3537.11 70.742 | 37.104 1.91
971 3548.77 70.975 | 37.212 1.91
27 897 3408.35 68.167 | 36.139 1.89
897 3386.60 67.732 | 35.824 1.89
897 3365.21 67.304 | 35.599 1.89
28 385 2992.94 59.859 | 30.691 1.95
385 3016.40 60.328 | 31.062 1.94
385 2979.30 59.586 | 30.532 1.95
29 1034 2445 .81 48.916 | 24.908 1.96
1034 2534.52 50.69 25.586 1.98
1034 2451.99 49.04 24.782 1.98
30 1051 2701.19 54.024 | 28.191 1.92
1051 2603.8 52.076 | 27.218 1.91
1051 2636.7 52.734 | 27.518 1.92
31 1041 930.87 18.617 9.736 1.91
1041 927.23 18.545 9.758 1.90
1041 925.50 18.51 9.763 1.90
32 1016 1106.10 22.122 | 10.856 2.04
1016 1100.51 22.01 10.858 2.03
1016 1106.75 22.135 10.894 2.03
33 1052 3878.22 77.564 | 40.791 1.90
1052 3842.48 76.85 40.469 1.90
1052 3796.84 75.937 | 39.887 1.90
34 1047 1868.75 37.375 | 20.546 1.82
1047 1809.94 36.199 | 19.845 1.82
1047 1786.29 35.726 | 19.552 1.83
35 1055 1848.77 36.975 | 20.151 1.83
1055 1867.44 37.349 | 20.437 1.83
1055 1834.41 36.688 | 20.038 1.83
36 1014 499.18 9.984 5.21 1.92
1014 493.31 9.866 5.161 1.91
1014 493.79 9.876 5.188 1.90
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

Miktar Saflik

No Genotip No ng/ul A260 A280 260/280
37 362-A 763.46 15269 | 8.003 1.91
362-A 768.51 15.37 8.008 1.92
362-A 734.05 14.681 | 7.486 1.96
38 176 2331.68 46.634 | 25.722 1.81
176 2427.59 48.552 | 26.805 1.81
176 2449 84 48.997 | 27.09 1.81
39 888 2833.51 56.67 | 26.121 2.17
888 2722.99 5446 | 24.765 2.20
888 2703.91 54.078 | 24.497 2.21
40 283 1244.41 24.888 | 13.01 1.91
283 1245.93 24919 | 13.016 1.91
283 1209.46 24.189 | 12.561 1.93
41 846 3005.61 60.112 | 30.964 1.94
846 3044.50 60.89 | 31.301 1.95
846 2996.82 59.936 | 30.682 1.95
42 965 4115.77 82.315 | 43.663 1.89
965 4110.54 82.211 | 43.469 1.89
965 4065.93 81.319 | 43.039 1.89
43 837 1329.05 26.581 | 12.97 2.05
837 1383.27 27.665 | 13.562 2.04
837 1337.39 26.748 | 13.016 2.05
44 843 2808.10 56.162 | 29.078 1.93
843 2724.41 54.488 | 28.179 1.93
843 2667.01 53.34 | 27.558 1.94
45 840 2769.16 55383 | 28.867 1.92
840 2755.31 55.106 | 28.716 1.92
840 2762.52 5525 | 28.733 1.92
46 847 1463.21 29.264 | 14.903 1.96
847 1444.38 28.888 | 14.732 1.96
847 1454.34 29.087 | 14.788 1.97
47 845 1490.18 29.804 | 15.921 1.87
845 1493.58 29.872 | 15.954 1.87
845 1503.83 30.077 | 16.058 1.87
48 841 2154.48 43.09 | 21.566 2.00
841 2255.24 45.105 | 22.749 1.98
841 2318.57 46.371 | 23.487 1.97
49 844 1754.71 35.094 | 18.495 1.90
844 1832.33 36.647 | 19.524 1.88
844 1754.90 35.098 | 18.561 1.89
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

Miktar Saflik

No Genotip No ng/ul A260 A280 260/280
Cabernet 1263,02 25,690 | 13,156 1,92
50 Sauvignon 1282,97 24,650 | 13,414 1,91
1225,23 24,505 | 12,814 1,91
1419,69 28,394 | 15,838 1,79
51 Merlot 1438,82 28,776 | 16,185 1,78
1430,68 28,614 | 16,177 1,77

Izole edilen DNA’larin agaroz jel goriintiileri (DNA’lar bant halinde, kirik kalintilar ve
RNA kalintilar1 icermemektedir) izolasyonlarin basarili bir sekilde gerceklestirildigini
gostermektedir. Diger taraftan spektrofotometre degerlerine bakildiginda ise DNA
miktarlarimin yeterli oldugu ve saflik siirlarinin genel olarak kullanilabilir DNA’larda

olmas1 gereken 1.81 — 2.1 degerleri arasinda bulundugu goriilmektedir.

4.2 Kapiller elektroforez yontemi ile elde edilen allel biiyiikliikleri

Caligilan lokusta pargacik ¢ogaltimi olup olmadigini anlamak i¢in o lokusu temsil eden
tim PCR iirlinleri metot boliimiinde de belirtildigi lizere; once % 2'lik agaroz jelde
kontrol edilmis (Sekil 4.2 - 4.3) sonrada CEQ™ 8800 veya CEQ™ 8000 Genetik
Analiz Sistemi’nde elektroforez edilmistir. Her lokustaki allel biiyiikliikleri pik verisi

olarak sistemin fragment analiz programu ile belirlenmistir.
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DNA ladder

(uzunluk olger,
hn=hc )

NK: Negatif

Sekil 4.2 PCR ({irliniiniin agaroz jel iizerindeki goriinlimii
kontrol

Sekil 4.3 PCR iiriiniliniin agaroz jel iizerindeki goriinimi

Sekil 4.4 - 4.8’de baz1 SSR lokuslarma ( bir lokus,iki,li¢ lokus birlikte) ait allel

bliytikliiklerini gosteren piklerden 6rnekler goriilmektedir.
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Sekil 4.5 Kapiller elektroforezde bir SSR lokusuna ait heterozigot allel biiytikligii
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Sekil 4.7 Kapiller elektroforezde {i¢ SSR lokusuna ait iki homozigot ve bir heterozigot
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Sekil 4.9 Kapiller elektroforezde coklu allel biiyiikliikleri
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Gerek PCR jellerinin tek bant olusturmalart gerekse pik goriintiilerinin yeterli oranda
yiikseklik olusturmasi (Dye signal orani: 50000 ve fiizeri, Sekil 4.4 - 4.9) iyi
optimizasyonlarin gostergesi olup, tiim lokuslardaki allel tiplerinin (homozigot ve

heterozigot) ve bliyiikliiklerinin basarili bir sekilde tespit edildigini gostermektedir.

4.3 Genetik Bulgular

Primerler itibari ile ¢esitlerde tespit edilen her bir lokusa ait allel biiyiikligii baz ¢ifti
(bp, basepair) olarak Cizelge 4.2°de sunulmustur. Analiz edilen mikrosatelit markdrler
arasinda, asma ¢esit analizi i¢in This et al. (2004) tarafindan minimum standart
mikrosatelit markor seti olarak kabul edilen markorler (VVMDS, VVMD7, VVMD27,
VVS2, ViZAG62 ve VrZAG79) de bulunmaktadir. Ayrica iki Fransiz cesit Cabernet
Sauvignon ve Merlot gesitleri de referans cesit olarak Orneklerle beraber analiz

edilmistir.

Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 gesitlerinin 15 lokustaki allel bityiikliikleri (bp)'

Mikrosatellit Lokuslar:

NO| Cesitler | VVMDS5 | VVMDS | VMC2C3 | VMC2C3 | VrZAG79 | VrZAGT79
1 420 225 235 167 177 246 248
2 702 225 235 167 177 246 248
3 606 235 235 163 177 250 256
4 590 233 233 167 195 246 250
5 596 233 233 167 195 246 250
6 386 233 237 163 167 246 248
7 633 229 233 163 167 250 250
8 409 229 233 163 167 242 258
9 725 223 233 163 167 238 250
10 634 233 237 167 195 246 254
11 883 233 233 163 167 250 258
12 895 233 263 163 167 250 258
13 410 233 237 163 167 242 258
14 891 229 237 163 163 238 250
15 890 233 237 163 167 246 248
16 882 233 233 167 167 246 248
17 48 233 233 167 195 242 246
18 892 233 243 163 167 246 258
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Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel bityiikliikleri (bp)' (devam)

Mikrosatellit Lokuslar:
No| Cesitler | yyMps | VWMDS | VMC2C3 | VMC2C3 | VIZAG79 | VIZAG79
19 887 233 243 163 167 246 258
20 881 233 237 163 167 250 258
21 894 221 231 163 177 248 250
22 40 231 231 163 195 246 250
23 764 233 237 163 163 248 248
24 717 223 233 163 195 238 250
25 889 229 233 167 167 238 242
26 971 229 229 163 167 238 250
27 897 235 243 163 177 248 250
28 385 223 223 163 167 242 250
29 | 1034 233 233 163 167 250 258
30 | 1051 225 229 163 167 250 258
31| 1041 225 229 163 167 246 250
32| 1016 231 233 163 167 250 250
33| 1052 233 233 167 167 246 248
34 | 1047 233 237 163 167 250 258
35| 1055 229 233 163 167 238 242
36| 1014 235 243 163 177 248 250
37| 3624 233 233 163 167 250 258
38 176 233 237 163 163 248 250
39 888 231 231 163 167 238 250
40 283 233 237 163 167 250 258
41 846 233 233 167 195 246 250
42 965 225 231 167 177 250 256
43 837 225 235 167 177 246 246
44 843 233 237 163 167 246 248
45 840 229 233 163 195 246 250
46 847 233 233 167 195 246 250
47 845 233 233 163 195 246 250
48 841 231 235 163 195 246 250
49 844 231 231 163 163 250 258
Cabernet
50 | Sauvignon 229 237 163 177 246 246
51 | Merlot 223 233 167 177 258 258

Referans cesitler koyu belirtilmigtir
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Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)'(devam)

Mikrosatellit Lokuslari
NO | Cesitler | VVMD24 | VVMD24 | VVMD27 | VVMD27 | VVMD28 | VVMD28§
1 420 205 217 177 181 257 257
2 702 205 217 177 181 257 257
3 606 207 211 179 193 245 247
4 590 207 207 177 183 233 243
5 596 207 207 177 183 233 243
6 386 207 207 177 183 235 257
7 633 207 207 177 183 243 243
8 409 207 207 179 183 233 257
9 725 207 207 183 183 243 243
10 634 207 209 177 183 233 275
11 883 207 217 179 183 233 243
12 895 201 205 177 183 251 257
13 410 207 207 179 183 235 243
14 891 207 209 177 177 233 257
15 890 207 207 177 183 235 257
16 882 207 207 183 193 257 277
17 48 207 207 177 183 233 257
18 892 207 207 177 179 233 235
19 887 207 207 179 193 233 243
20 881 205 215 179 181 243 247
21 894 211 215 193 193 243 257
22 40 207 217 179 183 233 243
23 764 207 217 177 177 233 235
24 717 207 207 177 183 233 235
25 889 207 207 177 183 257 257
26 971 209 217 177 185 247 257
27 897 211 217 177 177 233 257
28 385 207 217 183 187 247 257
29 1034 207 217 179 183 233 243
30 1051 201 207 177 183 235 257
31 1041 207 217 183 183 233 257
32 1016 207 217 181 193 243 243
33 1052 207 207 183 193 257 277
34 1047 205 215 179 181 243 247
35 1055 207 217 177 183 233 257
36 1014 211 217 177 183 233 257
37 362A 207 207 179 183 233 235
38 176 207 217 177 177 233 235
39 888 207 207 181 193 243 243
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Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)'(devam)

Mikrosatellit Lokuslar:

Cegsitler

NO VVMD24 | VVMD24 | VVMD27 | VVMD27 | VVMD28 | VVMD28
40 283 207 207 179 183 235 247
41 846 207 207 177 183 233 243
42 965 205 217 183 193 233 257
43 837 205 217 177 181 257 257
44 843 207 207 177 183 235 257
45 840 205 207 177 183 233 257
46 847 207 207 177 183 233 243
47 845 207 207 183 183 243 257
48 841 205 207 175 185 233 243
49 844 205 217 177 189 233 243
Cabernet
50 | Sauvignon 207 217 173 187 233 235
51 Merlot 207 211 187 189 227 233
Mikrosatellit Lokuslari
NO | Cegsitler VVS2 VVS2 VrZAG62 | VrZAG62 | VVIBO1 | VVIBO1
1 420 135 151 188 204 292 296
2 702 135 151 188 204 292 296
3 606 151 151 188 204 292 292
4 590 137 143 188 200 292 296
5 596 137 143 188 200 292 296
6 386 143 149 188 188 296 296
7 633 137 145 196 200 292 296
8 409 135 143 188 204 292 296
9 725 143 143 188 200 292 296
10 634 137 143 188 204 292 296
11 883 129 129 188 200 292 292
12 895 141 149 188 200 292 298
13 410 143 143 188 202 292 296
14 891 143 145 188 204 292 308
15 890 143 149 188 188 296 296
16 882 135 145 188 204 292 296
17 48 131 133 188 188 292 296
18 892 135 143 188 204 292 296
19 887 135 143 188 204 292 296
20 881 137 145 188 204 292 292
21 894 147 155 188 196 292 292
22 40 141 141 188 188 292 296

'Referans gesitler koyu belirtilmistir
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Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)'(devam)

Mikrosatellit Lokuslar:
NO | Cesitler VVS2 VVS2 | VrZAG62 | VrZAG62 | VVIBO1 | VVIBO1
23 764 143 149 188 190 296 296
24 717 143 143 188 200 296 296
25 889 143 145 188 200 292 296
26 971 133 135 204 204 292 302
27 897 135 143 188 196 296 296
28 385 143 143 186 188 292 296
29 1034 131 133 188 200 292 292
30 1051 143 145 204 208 296 302
31 1041 137 137 188 200 292 296
32 1016 133 143 188 188 292 296
33 1052 135 145 188 204 292 296
34 1047 137 145 188 204 292 292
35 1055 135 143 188 200 292 296
36 1014 135 143 188 196 296 296
37 362A 143 145 194 200 292 296
38 176 143 149 188 190 296 296
39 888 143 143 188 200 292 296
40 283 143 145 188 194 292 292
41 846 137 143 188 200 292 296
42 965 133 143 200 204 292 296
43 837 143 145 188 194 292 296
44 843 143 149 188 188 296 296
45 840 135 143 200 204 296 296
46 847 137 143 188 200 292 296
47 845 133 133 188 200 292 296
48 841 135 141 188 204 292 296
49 844 137 143 188 196 292 296
Cabernet
50 | Sauvignon 139 151 188 194 292 292
51 Merlot 139 151 194 194 292 296

'Referans gesitler koyu belirtilmistir
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Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)'(devam)

Mikrosatellit Lokuslar:

NO | Cesitler VMC2H4 | VMC2H4 | VVMD7 | VVMD7 | VVIH54 | VVIH54
1 420 202 212 244 246 158 164
2 702 202 212 244 246 158 164
3 606 204 214 244 248 176 176
4 590 214 220 244 244 174 174
5 596 214 220 244 244 174 174
6 386 214 220 246 250 164 174
7 633 214 220 236 246 164 174
8 409 198 214 236 246 164 164
9 725 214 220 236 246 164 174
10 634 214 218 244 244 168 174
11 883 200 216 246 250 164 164
12 895 204 218 230 244 164 174
13 410 214 214 236 246 150 164
14 891 198 206 236 246 164 174
15 890 214 220 246 250 166 174
16 882 218 220 236 244 164 164
17 48 214 220 244 244 150 174
18 892 198 220 240 244 164 164
19 887 198 206 246 246 164 174

20 881 200 214 236 244 164 164
21 894 202 212 240 240 138 138
22 40 200 206 244 250 164 174
23 764 202 220 230 246 166 174
24 717 214 220 236 246 164 174
25 889 214 220 246 246 164 174
27 897 202 214 236 246 164 164
28 385 200 214 236 246 162 162
29 1034 200 216 246 250 164 164
30 1051 204 214 244 246 142 162
31 1041 206 214 246 250 164 174
32 1016 200 206 240 246 150 164
33 1052 218 220 236 244 164 164
34 1047 200 214 236 244 164 164
35 1055 200 214 236 246 164 174
36 1014 202 214 236 246 164 164

Referans cesitler koyu belirtilmigtir
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Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)'(devam)

Mikrosatellit Lokuslar:

NO| Cesitler |[VMC2H4] VMC2H4 | VVMD7 | VVMD7 | VVIH54 | VVIH54
37 362A 200 220 246 246 150 174
38 176 202 220 230 246 166 174
39 888 200 206 240 246 166 174
40 283 200 214 246 246 150 164
41 846 214 220 244 246 174 174
42 965 198 206 244 246 166 166
43 837 202 212 244 244 158 164
44 843 214 220 246 250 164 174
45 840 198 220 240 244 164 174
46 847 214 220 244 246 174 174
47 845 198 220 240 244 164 174
48 841 220 220 244 244 174 174
49 844 196 214 228 236 142 164
Cabernet
50 | Sauvignon 212 220 236 236 164 178
51| Merlot 198 212 236 244 164 164
Mikrosatelit lokuslar
NO| Cesitler |VVMD31| VVMD31 | VrZAGS3 | ViZAGS83| VRGI VRG1
1 420 209 223 185 187 225 231
2 702 209 223 185 187 225 231
3 606 209 213 185 191 199 199
4 590 209 211 185 191 197 197
5 596 209 211 185 191 197 197
6 386 211 211 185 191 197 197
7 633 209 209 191 191 225 225
8 409 203 211 185 191 225 225
9 725 209 211 191 191 203 203
10 634 211 215 185 191 197 197
11 883 209 209 181 191 197 231
12 895 205 209 185 191 215 215
13 410 195 211 185 187 213 213
14 891 209 211 183 183 203 203
15 890 211 211 185 191 197 197

Referans cesitler koyu belirtilmigtir

45




Cizelge 4.2 Ankara ve Cankir1 cesitlerinin 15 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)'(devam)

Mikrosatelit lokuslar
NO | Cesitler |VVMD31[VVMD31]| VrZAGS83 | VrZAG83 | VRGl | VRGI
16 882 211 211 191 191 197 225
17 48 209 209 185 191 203 203
18 892 209 209 185 191 213 213
19 887 209 215 185 191 197 197
20 881 211 211 185 187 203 203
21 894 195 209 191 191 199 199
22 40 209 209 185 191 211 211
23 764 211 211 185 191 197 197
24 717 209 211 191 191 231 231
25 889 209 211 185 191 197 225
26 971 211 223 185 187 211 221
27 897 209 211 185 187 231 231
28 385 203 211 187 187 225 231
29 1034 209 209 191 191 197 231
30 | 1051 209 209 181 185 215 215
31 1041 211 215 185 191 197 203
32| 1016 209 215 185 191 225 225
33 1052 211 211 191 191 197 225
34 1047 211 211 185 187 203 203
35 | 1055 209 215 185 191 197 225
36 1014 209 211 185 191 231 231
37 | 362A 209 209 185 191 213 213
38 176 211 211 185 191 197 197
39 888 209 215 185 191 197 225
40 283 195 209 185 191 213 225
41 846 209 211 185 191 197 197
42 965 211 215 191 191 225 225
43 837 209 223 185 185 225 231
44 843 211 211 185 191 197 197
45 840 209 209 181 185 215 225
46 847 209 211 185 191 197 197
47 845 209 209 185 191 225 225
48 841 209 211 185 191 225 225
49 844 203 209 183 191 197 215
50 éiif;;ﬁﬁ; 205 209 197 197 197 197
51 | Merlot 211 215 191 197 203 203
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Lokuslar itibari ile, allel sayilari, beklenen heterozigotluk(He) ve gozlenen
heterozigotluk(Ho) oranlari, tespit olasiligi degeri ve sessiz (null) allel frekansi Cizelge

4.3’de sunulmustur.

Cizelge 4.3 14 SSR* lokusu itibari ile, allel sayilar1 (N), beklenen heterozigotluk (He)
ve gozlenen heterozigotluk (Ho) oranlari, tespit olasiligi (PI) degeri ve
sessiz (null) allel frekansi (r)

LOKUSLAR | N He Ho PI r
VVMD5 10 0,7650 | 0,666 | 0,115 0,055
VMC2C3 4 0,6576 | 0,8627 | 0,311 20,123
ViZAG79 8 0,7870 | 0,8823 | 0,132 20,053
VVMD24 7 0,5970 | 0,5686 | 0,262 0,017
VVMD27 10 0,7683 | 0,8431 | 0,151 20,042
VVMD28 10 0,7856 | 0,8431 | 0,143 20,032
VVS2 13 0,8264 | 0,8039 | 0,077 0,012
ViZAG62 9 0,6883 | 0,8431 | 0,208 -0,091
VVIBO1 6 0,5470 | 0,6666 | 0,513 0,077
VMC2H4 12 0,8410 | 0,9411 | 0,075 -0,054
VVMD7 9 0,7885 | 0,7450 | 0,132 0,024
VVIH54 11 0,7110 | 0,5882 | 0,204 0,071
VVMD31 8 0,6724 | 0,6274 | 0,273 0,026
ViZAG83 6 0,6474 | 0,7647 | 0,315 0,071
Toplam 123 10,082 | 10,645 | 2,911
Ortalama | 8,7857 | 0,7201 | 0,7604 | 0,207

*VRGI lokusu null allel géstermesi nedeni ile tabloya dahil edilmemistir.

Lokuslarda yiiriitiilen genetik analizlerin sonucu, herbir lokusun genetik analizlerde
kulllanilip kullanilmasina null allel frekanslarina(r) bakilarak karar verilmistir. VRG1
lokusunda r: 0.3 {izerinde bir deger gosterdigi i¢in genetik parametreler cizelgesine
(Cizelge 4.3) dahil edilmemistir. Bu lokusa ait yalnizca allel verileri tezde sonug olarak

sunulmustur.

14 lokus itabari ile degerlendirildiginde; VMC2C3 lokusunda 5 allel’den diisiik
VVMDS, VrZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD28, VrZAG62, VVIB0O1, VVMD?7,
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VVMD31,

lokuslarinda 10 tizeri allel tespit edilmistir.

VrZAG83

lokuslarinda 5-10 allel ve VVS2, VMC2H4, VVIH54

PI degerleri ise 0.077- 0.513 arasinda degismistir. Null allel frekansi VMC2C3,

VrZAG79, VVMD27, VVMD28,

VrZAG62, VVIBOI,

VMC2H4, VrZAG83

lokuslarinda negatif, VVMDS5, VVMD24, VVS2, VVMD7, VVIH54, VVMD3l

lokuslarinda 0-0.077 aras1 deger vermistir. 14 lokusa ait allel frekanslar1 Cizelge 4.4’de

sunulmustur.

Cizelge 4.4 Calisilan lokuslardaki alleller ve frekanslar

N VVMD5 Allel Frekansi VMC2C3 Allel Frekansi ZAGT9 Allel Frekansi
1 221 0.00980 163 0.40196 238 0.06863
2 223 0.04902 167 0.40196 242 0.05882
3 225 0.05882 177 0.09804 246 0.23529
4 229 0.10784 195 0.09804 248 0.12745
5 231 0.09804 250 0.33333
6 233 0.43137 254 0.00980
7 235 0.07843 256 0.01961
8 237 0.11765 258 0.14706
9 243 0.03922

10 263 0.00980

N | VVMD24 | Allel Frekans: VVMD27 Allel Frekans1 | VVMD28 Allel Frekansi
1 201 0.01961 173 0.00980 227 0.00980
2 205 0.09804 175 0.00980 233 0.26471
3 207 0.59804 177 0.30392 235 0.11765
4 209 0.02941 179 0.11765 243 0.22549
5 211 0.04902 181 0.06863 245 0.00980
6 215 0.02941 183 0.33333 247 0.05882
7 217 0.17647 185 0.01961 251 0.00980
8 187 0.02941 257 0.27451
9 189 0.01961 275 0.00980
10 193 0.08824 277 0.01961
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Cizelge 4.4 Calisilan lokuslardaki alleller ve frekanslar1 (devam)

N VVS2 Allel ZAG62 Allel VVIB01 Allel VMC2H4 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi Frekansi
1 129 0.01961 186 0.00980 292 0.47059 196 0.00980
2 131 0.01961 188 0.49020 296 0.48039 198 0.07843
3 133 0.06863 190 0.01961 298 0.00980 200 0.09804
4 135 0.13725 194 0.04902 300 0,00980 202 0.07843
5 137 0.10784 196 0.04902 302 0.01961 204 0.03922
6 139 0.01961 200 0.17647 308 0.00980 206 0.05882
7 141 0.03922 202 0.00980 208 0.01961
8 143 0.34314 204 0.18627 212 0.05882
9 145 0.09804 208 0.00980 214 0.27451
10 147 0.00980 216 0.01961
11 149 0.05882 218 0.03922
12 151 0.06863 220 0.22549
13 155 0.00980
N | VVMD7 Allel VVIH54 Allel VVMD31 Allel ZAG83 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi Frekansi
1 228 0.00980 138 0.01961 195 0.02941 181 0.02941
2 230 0.02941 142 0.01961 203 0.02941 183 0.02941
3 236 0.19608 150 0.04902 205 0.01961 185 0.37255
4 240 0.05882 158 0.02941 209 0.43137 187 0.08824
5 244 0.23529 162 0.04902 211 0.36275 191 0.45098
6 246 0.32353 164 0.43137 213 0.00980 197 0.02941
7 248 0.06863 166 0.05882 215 0.07843
8 250 0.05882 168 0.00980 223 0.03922
9 254 0,01961 174 0.30392
10 176 0.01961
11 178 0.00980

Primerler itibari ile allel frekans biiytikliikleri dikkate alindiginda;

VVMD5’de:233,
VMC2C3’de:163 ve 167, VrZAG79’da: 250, VVMD24’de: 207, VVMD27’de:183,
VVMD28’de:257, VVS2’de:143, VrZAG62’de:188, VVIB01°de:296, VMC2H4’de:
214, VVMD7°de:246, VVIH54’de: 164, VVMD31°de:209 ve VrZAGR83’de 191 allelleri

en cok goriilen alleller olarak tespit edilmistir. 49 iiziim ¢esidinin 14 SSR lokusu ile

analizleri sonucu bulunan sinonim ve homonim genotipler Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5 Analizler sonucunda elde edilen,iller bazinda, ayn1 , sinonim, homonim
cesitler ve genetik benzerlik indeksleri (%)

A(

Aym Cesitler

1 Erkek Uziim 16/ Ankara 100
Erkek Uziim 33/ Ankara

2 Giil Uziimii 20/ Ankara
Giil Uziimii 34/ Ankara 100

Sinonim Cesitler

1 Balballi 1/ Ankara 100
Erolan 2/ Ankara

2 Kara Gevrek 4/ Ankara
Uziimii 100
Sobi Kara 5/ Ankara

3 Sungurlu 6/ Ankara
(Hasandede) 100
Keskin Uziimii 44/ Cankir

4 Ayas Uziimii 41/ Cankir 100
Merzi Zirgesi 46/ Cankiri

Homonim Cesitler

1 Deve Gozii 32/ Ankara 75
Deve Gozi 39/ Ankara

2 Kalecik Karasi 23/ Ankara 96.4
Kalecik Karasi 38/ Ankara '

3 Gelin Uziimii 3/ Ankara
(Gelin Parmagi ) 35.7
Gelin Uziimii 18/ Ankara

4 Tombak Ayas 25/ Ankara
Tombak Ayas 35/ Ankara 75
(Biizgiilii)

5 Amasya 11/ Ankara 257
Amasya 29/ Ankara '
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Cizelge 4.6 Genetik benzerlik indeksi (Cesitlerin numaralandirma siras1 Cizelge 4.1°¢ gore yapilmustir).
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* Cankin cesitlen

Sekil 4.10 Ankara ve Cankir1 illeri asma genotiplerine ait dendogram
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6. 5. TARTISMA VE SONUC

Molekiiler markorlerden mikrosatellitlerin kullanimi; ¢esit tanimlamasi, sinonim ve
homonimlerin belirlenmesinde birgok arastirict tarafindan kullanilmis ve kabul
gormiistiir (Sanchez-Escribano ef al. 1999, Regner et al. 2001, Ibafiez et al. 2003, This
et al. 2004). Bunun disinda ebeveyn analizi (Thomas et al. 1994, Bowers and Meredith
1997, Sefc et al. 1997, Grando et al. 2000), genetik farklilik calismalari, evrimsel
gelisimin molekiiler analizi ve orijin belirleme (Sefc ef al. 2000, Vouillamoz et al. 2003,
Arroyo-Garcia et al. 2004), genetik haritalama (Grando ef al. 2000, Merdinoglu et al.
2003, Riaz et al. 2004, Fischer et al.2004) gibi amaglarla da mikrosatelitler kullanilmig

ve olumlu sonuglar alinmistir.

14 SSR lokusu kullanilarak 51 genotipde elde edilen toplam allel sayis1 123’diir. En
diisiik allel sayis1 4 allel ile VMC2C3 lokusunda tespit edilirken, en yliksek allel sayis1
13 olarak VVS2 lokusunda tespit edilmis, alleller ortalamasi ise 8.785 olarak
bulunmustur. En yiiksek allel veren VVS2 lokusu, sonuglarimizi destekler niteliktedir.
Ayni zamanda bu lokus, Lin and Walker 1998, Lopes et al. 1999, Fatahi et al. 2003,
Ibanez et al. 2003, Vouillamoz et al .2006 ve Selli et al. 2007 gibi arastiricilar
tarafindan da yliksek allel sayis1 veren lokuslar arasinda gosterilmistir. Bunu 12 allel
ile VMC2H4, 11 allel ile VVIHS54, 10 allel ile VVMDS5,VVMD27 ve VVMD?28, 9 allel
ile VIZAG62 ve VVMD7, 8 allel ile VIZAG79 ve VVMD?31, 7 allel ile VVMD24 ve 6
allel ile VrZAG83 ve VVIBO1 lokuslar1 izlemistir. En az alleli ise 4 allel ile VMC2C3
lokusu vermistir. Diger taraftan VMC2H4 lokusu, Goto-Yamamoto et al. 2006 ve
Vouillamoz et al. 2006, VVMDS5 lokusu, Lin and Walker 1998, Labra ef al. 1999, Sefc
et al. 2000, Fatahi et al. 2003, Ibanez et al. 2003, Snoussi et al. 2004, Constantini et al.
2005 ve Vouillamoz et al. 2006, VVMD27 lokusu, Bowers et al. 1999, VVMD28
lokusu, Lin and Walker 1998, Bowers et al. 1999, Ibanez et al. 2003 ve Vouillamoz et

al. 2006 caligmalarinda da yiiksek allel veren lokuslar arasinda yer almaktadir.
Arastirmada, beklenen heterozigotluk (He) ve gozlenen heterozigotluk (Ho) orani

ortalamasi sirastyla 0.72 ve 0.76 olarak bulunmustur. VMC2C3, VrZAG79, VVMD27,
VVMD28, VirZAG62, VVIBO1l, VMC2H4 ve VrZAG83 lokuslarinda gozlenen
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heterozigotluk (Ho) yiiksek bulunurken,VVMDS5, VVMD24, VVS2, VVMD7,VVIH54
ve VVMD31 lokuslarinda ise beklenen heterozigotluk (He) yiiksek bulunmustur. Bu
lokuslarda , null allellerin frekansi (r) pozitif olmakla birlikte degerlerinin diisiik olmasi

nedeni ile null allel varligindan stiphelenilmemektedir (Cizelge 4.3).

Tespit olasiligt (PI) degeri tiim lokuslarda, Sefc et al. (2001)’min belirtigi 0.05
degerinden yiiksek cikmistir. Bu da, bu segilen mikrosatelit markorlerin asmada
gercekten yiiksek derecede polimorfik olduklarini gostermektedir. En diisiik PI degeri
ile VMC2H4 (0.075) ve VVS2 (0.077), markdrleri g¢aligilan mikrosatelit markorler
arasinda en fazla bilgi verici markorler olup arastirmamizdaki genotipleri en iyi sekilde
ayirt etmiglerdir. Bir bagka deyisle; bunlar, en ¢ok ayirma 6zelligine sahip olan lokuslar

olmustur.

Lokuslarda en fazla goriilen allellere bakildiginda, VVMDS5 lokusunda, 0.43137 allel
frekansi ile 233, VMC2C3 lokusunda, 0.40196 allel frekans: ile 163 ve 167, VIZAG79
lokusunda 0.33333 allel frekansi ile 250, VVMD24 lokusunda 0.59804 allel frekansi
ile 207, VVMD?27 lokusunda 0.33333 allel frekans: ile 183, VVMD28 lokusunda
0.27451 allel frekans: ile 257, VVS2 lokusunda 0.34314 allel frekansi ile 143,
VrZAG62 lokusunda 0.49020 allel frekansi ile 188, VVIBO1 lokusunda 0.48039 allel
frekans1 ile 296, VMC2H4 lokusunda 0.27451 allel frekans: ile 214, VVMD7
lokusunda 0.32353 allel frekansi ile 246, VVIH54 lokusunda 0.43137 allel frekansi ile
164, VVMD31 lokusunda 0.43137 allel frekans: ile 209 ve VrZAGS83 lokusunda
0.45098 allel frekansi ile 191 allelleri en fazla frekansi vererek genotipler arasinda en
cok goriilen alleller olmuslardir. VIZAG79 lokusunda en fazla goriilen 250, VVMD27
lokusundaki 177, VVMD28 lokusundaki 257, VVS2 lokusunda 143 ve VMC2H4
lokusunda 214 ve VVMD?7 lokusunda 246 allelleri referans ¢esitlerde goriilmemistir.
Diger taraftan allel biiytikliikleri ile ilgili bir diger dikkat ¢ekici nokta ise; Amasya (11)
ve Amasya (29) cesitleri VVS2 lokusunda 2, VrZAG83 lokusunda sadece 1 allel
tarafindan ayrilmis, diger 120 allelde ayni allel biiyiikliiglinti gostermistir. %96 oraninda
benzerlik gosteren Kalecik Karasi (23) ve Kalecik Karasi (38) cesitleri ise; yalnizca
VVMD24 ve VrZAG79 lokusularinda 1’er allel tarafindan ayrilmis diger 121 allelde
ayni bliyiikligli géstermistir.
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SSR lokuslarmin allel biiyilikliigii acisindan ayni fakat farkli isimlendirilmis cesitleri
sinonim olarak adlandirilirken, ayni isimli fakat allel biiyiikliigii itibari ile farkli olan
cesitler genetik tanimlamalarda homonim olarak adlandirilmakatadir. Asma gen
kaynaklarinin tanimlanmasinda; temel amag¢ kimlik verilerinin ve genetik iliskilerin
ortaya cikarilmasi olmakla birlikte gen kaynaklarinda tam genotip sayisin1 belirlemeye
yonelik homonim/sinonim genotiplerin belirlenmesi biiylik énem tasimaktadir. Son
yillarda SSR markdrlerin bu amagla basari ile kullanildig: (Ibafiez et al. 2003, Martin et
al. 2003, This et al. 2004, Vouillamoz et al. 2006, Selli et al. 2007) bilinmektedir.
Arastirma sonuglar dikkate alindiginda; 2 aynm1 genotip (isim ve allel biiyiikliikleri ayni
olan) tespit edilmistir. Bunlar Erkek Uziim 16 ve 33 ile Giil Uziimii 20 ve 34’diir.
Homonimler ise; Deve Go6zii(32) - Deve Go6zii(39), Kalecik Karasi(23) - Kalecik
Karasi(38), Gelin Uziimii (Gelin Parmag1)(3) - Gelin Uziimii(18), Tombak Ayas(25) -
Tombak Ayas (Blizgiili)(35) ve Amasya (11) - Amasya(29) olmak iizere 5 adettir. 4
Sinonim gesit bulunmus olup bunlar ise; Balballi(1) - Erolan(2), Kara Gevrek Uziimii(4)
- Sobii Kara(5), Sungurlu(Hasandede)(6) - Keskin Uziimii(44) ve Ayas Uziimii(41) -
Merzi Zirgesi(46)’dir (Cizelge4.5).

Daha onceki caligmalarda, Tiirk cesitlerinde sinonim ve homonim genotiplerin
yaygimhigr degisik aragtiricilar tarafindan vurgulanmistir (Ergiil et al. 2006, Karagac
2006, Vouillamoz et al. 2006, Selli et al. 2007, Karatag et al. 2007). Arastirma
sonuglarindan anlagilacagi {izere homonim (Ankara’dan 5 durum) ve sinonim
(Ankara’dan 3, Cankiri’dan 1, Ankara-Cankiri’dan 1 durum) cesitlerin yiiksek oranda
oldugu goriilmektedir. Bu ise 6zellikle Ankara bolgesinde ¢esit karmasasi yasandiginin
bir isaretidir. Ayni isimle adlandirilan homonim ¢esitlerin birbirine ayni olmamasi
yanlis adlandirmadan kaynaklanabilece8i gibi her bir ¢esit icerisinde zamanla ortaya
¢ikan varyasyonlart (klon, tip vb) gostermektedir. Sinonim ¢esitler dikkate alindiginda
ise aymi genotipin yanlis olarak farkli isimle adlandirilmigs olabilecegi fikri
uyanmaktadir. Calismamizda kullanilan referans ¢esitler Cabernet Sauvignon ve Merlot
diger arastiricilar (Bowers et al. 1999, This et al. 2004, Selli et al. 2007) tarafindan da
calisilmig ve 15 lokusta da ayni lokustaki iki allel arasindaki fark bizim sonuglarimizla

paralel bulunmustur.
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%100 benzerlik gosteren sinonim cesitlerin disindaki  benzerlik oranlar1 dikkate
alindiginda; %96.4 (38 ve 23 no'lu genotipler) olarak saptanmisken, 43 numarali ¢esit 1
ve 2 numarali genotiplere %85.7 oraninda benzerlik gostermektedirler, 36 numarali
cesit ise 27 numarali genotipe %92.9 oraninda benzerlik gostermektedir. Diger cesitlerin

birbirlerine benzerlik oranlart %85.7 nin altindadir.

Iliskilendirme dendogrami temel olarak 5 gruba ayrilmis olup, grup 1, 2, 3 ve 5 siras1
ile 5, 40, 2, 2 sayida Tiirk ¢esidi icerirken, referans ¢esitler grup 4’1 olusturmustur.
Cankirt cesitleri dendogramda Ankara cesitleri icerisinde dagilim gosterirken, 3-21
(grup 5) no’lu genotipler ile referans gesitlerinin (grup 4) birbirleri ile ikili baglanti
gostermelerine karsin  diger Tirk c¢esitlerinden uzak bir dallanma gosterdigi
gorilmektedir.

Cesitler bazinda gerek genetik ilskiler gerekse sinonim/homonim durumlar dikkate

alinarak yapilacak yorumlar ise su sekilde siralanabilir:

“Ayni1 genotip” olarak adlandirilan g¢esitlere bakildiginda (Cizelge 4.5);
Erkek iiziimiin 16 ve 33 no’lu genotipleri ile Giil liziimiiniin 24 ve 34 no’lu

genotiplerinin ayni allel biiytikliiklerini vermesi beklenen bir durumdur.

“Sinonim” olarak adlandirilan g¢esitlere bakildiginda (Cizelge 4.5);
2 no’lu sinonimde yer alan; Kara Gevrek Uziimii ve Sébii Kara genotiplerinin
Ankaradan alinmasi ve morfolojik verilerin (Cizelge 3.1) benzer olmasi sinonim
durumlarinmi destekler niteliktedir. Diger taraftan 4 no’lu sinonim de yer alan ve
Cankir’dan alinan Ayas iiziimii ile Merzi Zirgesi ¢esitleri, aralarinda morfolojik
veriler bakimindan uyumlu degildir. Diger taraftan bu dort ¢esidin (sinonim 2 ve
4 c¢esitleri) dendogramdaki (Sekil 4.10) yerlerine bakildiginda, 4 c¢esidin
birbirleri ile de % 90 {izerinde yakinlik gosterdigi goriilmektedir. Bu verilerden
Sobii karanin bir Karagevrek ¢esidi olabilecegi, yine Cankiri’dan alinan Ayas
lizimii ve Merzi Zirgesi’nin Karagevrek ile yakin baglantili ¢esitler olabilecegi

fikrini uyandirmaktadir.
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“Homonim” olarak adlandirilan ¢esitlere bakildiginda (Cizelge 4.5);
Cogunlugunun klonal varyasyon gosteren cesitler oldugu molekiiler ¢aligmalarla
kanitlanmistir (Ergiil vd. 2002b, Ergiil et al. 2004, 2006). Bu bulgular arastirma
sonuglarimizi destekler nitelikte olup; homonim bulunan her ¢eside (Deve Gozi
(32-39), Kalecik Karas1 (23-38), Gelin Uziimii (3-18),Tombak Ayas (25-35) ve
Amasya (11-29) ait genotiplerin o ¢esidin genetik varyasyona ugramis klon ve

tipleri oldugu diistiniilmektedir.
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