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Bu arastirmada, Sultani Cekirdeksiz (SC) ve Kalecik karas1 (KK) iiziim ¢esitlerinde 5 farklh
dozda (20, 25, 30, 40 ve 45 Gy) gama radyasyonu uygulamalar1 ile uyarilmis mutasyon etkileri

sitolojik ve molekiiler olarak incelenmistir.

Bu amagcla her iki ¢eside ait populasyon icerisinde, mutasyon etkilerinin olusturdugu fenotipik
degisimler M1V1, M1V2 ve M1V3 vejetasyonlarinda morfolojik gozlemlerle belirlenerek,
mutant adayi bireyler secilmistir. Mutant aday1 olarak segilen bireylerde, sitolojik tanimlama ve
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) markorler araciligiyla genetik

polimorfizmin tanimlanmasina yonelik calismalar yiiriitiilmiistiir.

Sitolojik tanimlama ¢aligsmalarinda, her iki cesitte (2n=38) diploid yapili hiicreler gozlenmistir.
Sadece SC 30 Gy 34 nolu bireyde 2n diploid kromozom sayisindan fazla ve ploid oldugu
diistiniilen hiicre yapist gozlenmistir. Genetik tanimlama caligmalar1 sonucunda ise, vejetatif
karakterlerden sorumlu 50 adet SSCP primeri kullanilarak yapilan 6n deneme analizlerinde
polimorfik oldugu belirlenen 15 adet SSCP primeri ile tamamlanan ¢aligmalar sonucunda,
mutant aday: bireylerle kontrol bitkileri arasinda, monomorfik bant desenleri elde edilmistir.

Uzerinde ¢alisilan primerler ile polimorfizm saglanamamistir.
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CYTOLOGIC AND MOLECULAR IDENTIFICATION
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The effects of induced mutation applied by 5 different doses of gamma irradiation (20, 25, 30,
40 and 50 Gy) were cytologic and molecular determined on Vitis vinifera L. cultivars, Sultani

Cekirdeksiz (SC) and Kalecik karas1 (KK).

Mutant candidates were selected through the morphological observations of the mutation-
induced phenotypic changes in the MIV1, M1V2 and MI1V3 vegetations. Genetic
polymorphism of the selected individuals were cytologically identified and characterized with

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) markers.

In cytological studies, diploid cells (2n=38) were observed for both cultivars. Cells showing
ploidy level other than diploidy were found only in the individual SC 30 Gy 34. Genetic
identification studies performed with 50 SSCP primers on 15 polymorphic individuals resulted
in monomorphic bands among the mutant candidates and the control plants. No polymorphism

was obtained with the markers studied.
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1. GIRIS

Mutasyonlar, kalitim materyalinin (DNA ve RNA) fiziksel ve kimyasal yapisinin
degismesi sonucu DNA dizininde, genetik a¢ilim veya rekombinasyon kokenli olmayan,
kalitsal degisimler olarak tamimlanmaktadir (Van Harten 1998). Mutasyon terimi,

kromozomlardaki say1 ve yap1 degisiklikleri ile genlerdeki degismeleri icermektedir.

Mutasyon olusturma ve bu mutant tiplerden yararlanma diisiincesi ilk kez; 1901 yilinda
Hugo de Vries isimli aragtiricinin “Mutasyon Teorisi” adli eserinde ortaya atilmistir.
Arastirici, bu eserde mutasyon yoluyla bitki ve hayvanlarda yeni tiplerin ortaya
cikabilecegi savunmus ve 1904 yilinda ABD’de verdigi bir konferansda rontgen

1sinlarinin mutasyon yaratmak amaciyla kullanilmasim 6nermistir (Fisher 1997).

X 1sinlarinin mutasyon yaratma yoniinde etkili oldugu ise ilk kez 1927 yilinda
Drosophila’da (sirke sinegi), Miiller tarafindan acgiklanmistir. Miiller, entomolog
olmakla birlikte, bitkilerde genetik degisim icin uyarilmis mutasyonlarin gelecekte

onemli rol oynayacagin belirtmistir (Micke et al. 1987).

1928 yilinda Stadler, rontgen 1smlarinin arpa ve misirda mutasyonlari ortaya ¢ikarmada
etkili oldugunu agiklamistir. Sonraki yillarda bitki 1slah¢ilar, bitki Ozelliklerini
degistirmek amaciyla uyarilmis mutasyonlar kullanmaya baslamiglardir (Ahloowalia et

al. 2004).

1956 yilinda baris icin Atom slogani ile Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajanst kurulmugtur.
1959 yilinda ise TAEA ile FAO’nun igbirligi sonucunda Yasam Bilimleri Boliimii
icerisinde Tarimda Niikleer Teknikler Bolimii kurularak, gida ve tarim alaninda niikleer
tekniklerin kullanilmasini saglayacak c¢alismalar i¢in zemin hazirlanmistir. 1961 yilinda
Seibeldorf’da tarim alanindaki c¢alismalara hizmet vermek {izere laboratuvarlar
kurulmustur. Giiniimiizde de bu birimin amaglarindan birisi, tarimsal degeri olan

bitkilerde uyarilmis mutasyonlar ile yeni ¢esitlerin gelistirilmesidir (Fisher 1997).



1969 yilinda, FAO/TAEA bitki 1slahgilan icin; hastalik ve zararlilara dayanmikli daha
yiikksek Ozelliklere sahip, kaliteli yeni cesitlerin gelistirilmesine yonelik uyarilmis
mutasyon 1slah1 yontemleri konusunda uygulamali teknik egitim kurslar baslatilmistir.
Aym yil “Manual on Mutation Breeding” (Mutasyon Islahinda izlenilen Yol) adl1 eserin

ilk basim1 gerceklestirilmistir (Micke et al. 1987).

FAO/IAEA-Tarimda Niikleer Teknikler Boliimii’niin (Division of the Nuclear
Techniques in Agriculture) kurulmasmndan bu yana diinyada 50 iilkede, iyonize
radyasyonlarin kullanilmasi ile dogrudan mutant veya mutantlarin melezleme 1slahinda
kullanilmast ile toplam 2540 cesit kayit altina alinmis ve elektronik bilgi agina
aktarilmistir (Anonymous 2006). Mutant Cesit Veri Tabami1 (Mutant Varieties Database-
MVD) igerisinde yer alan bitki c¢esitlerinin, 1slah edildikleri iilkelere gore dagilimi
Cizelge 1.1’de sunulmustur (Ahloowalia et al. 2004).

Cizelge 1.1 Iyonize radyasyon uygulamalari ile elde edilen mutant bitki tiirlerinin
tilkelere gore dagilimi

Ulkeler Oran (%)
Cin 26.8
Hindistan 11.5
Rusya 9.3
Hollanda 7.8
ABD 5.7
Japonya 5.3
Diger iilkeler 33.6

Mutant cesit veri taban1 incelendiginde, 2540 c¢esidin % 70’inin dogrudan mutant yeni
cesit; kalan % 30’unun ise mutant bireylerin melezlemelerde kullanilmasi sonucu
gelistirilmis oldugu bilgisine ulasilmaktadir. Mutasyon 1slahinin en yogun uygulama
alan1 buldugu tiirlerden olan pirin¢de gelistirilen yeni ¢esitlerin cogunlugunun dogrudan
mutantlar olarak mutasyon parselinden secilmis olmasi, bu tiir icin ilgi cekicidir

(Ahloowalia et al. 2004).

Mutasyon 1slahi caligmalari, bitki veya bitkilerin cogaltma organlarimin fiziksel veya
kimyasal mutagenler ile muamele edilmesine dayanmaktadir. Mutasyona dayali bitki

1slahi ¢calismalarinin ilk amaci uygun mutagen dozu ile zengin bir fenotipik varyasyon



yaratmak ve pozitif seleksiyon ile, birka¢ Onemli oOzelligin degistirildigi daha iyi
ozelliklere sahip yeni cesitlerin gelistirilmesidir. Bu yolla gelistirilen ve yukarida bazi
detaylart verilen 2000’den fazla yeni bitki c¢esidi, herhangi bir yasal sinirlamaya tabi
tutulmadan yetistirilmek iizere serbest birakilmistir (Ahloowalia and Maluszynski 2001,

Ahloowalia ef al. 2004).

Mutant bitkilerde mutasyona ugrayan bolgelerin molekiiler olarak belirlenmesi de
bitkisel arastirmalarda 6nemli yer tutan ¢aligsmalari olusturmustur. Boylece ozellikle
model bitkilerde mutasyonlarin mekanizmasi anlagilmaya calisilmistir. Son bes yilda
genetik caligmalarda mutasyon farkli bir yonde ele alinmaya baslanmistir. Bu yeni
yaklagimda, genetik haritalama c¢alismalan yiiriitilmekte olan model ve yiiksek
bitkilerde, mutasyonlar yardimiyla bitkilerde genlerin ¢alisma prensiplerinin

aciklanmasina calisilmaktadir (Waugh et al. 2006).

Bitki 1slahinda yasanmakta olan bu yeni gelismeler kapsaminda planlanan Doktora tez
calismasinda, gama radyasyonu kullanilarak Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi
tiziim c¢esitlerinde elde edilen fenotipik degisimlerin sitolojik ve molekiiler
tanimlanmas1 amaclanmistir. Fenotipik farkliliklarin sitolojik tanimi icin kromozom
sayist diizeyindeki etkiler saptanmis ve mutant adaylar SSCP teknigi ile molekiiler

olarak incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2. 1 Bitki Islahinda Mutasyon ve Uygulama Alanlar1

Giiniimiiz modern 1slah calismalarinda temel izlenen yol; istenilen genotiplerde
varyasyon olusturmak, seleksiyon yoluyla se¢cim yapmak, gozlemlemek ve cogaltmak
seklindedir. Islah c¢aligmalarinda etkinligi arttirmak ve gerekli olan uzun siireyi

kisaltmak amaciyla bitki 1slah¢ilart birkac teknigi kombine etmektedirler.

Mutasyona dayali 1slah caligmalarinda o©ncelikli strateji; birka¢ Onemli 6zelligin
degistirilerek daha iyi Ozelliklere sahip yeni cesitlerin gelistirilmesidir. Adaptasyon
kabiliyeti iyi olan bir ¢esidin, bir ya da birka¢ Ozelliginin iyilestirilmesi amagh
mutasyonlarin bitki 1slahinda kullamilmas1 6nem kazanmaktadir. Mutasyon 1slahi ile
melezleme 1slahi karsilastirildiginda, mutasyon 1slahi sonucunda ¢esidin genotipinde
oldukga az degisiklik meydana gelmektedir. Mutasyon 1slahi ile klasik melezleme 1slahi
calismalarindaki uzun zaman gereksinimi de ortadan kalkmaktadir (Parpstein 1988,

Ahloowalia and Maluszynski 2001, Lapade et al. 2002).

Bir gen icerisinde DNA sekansinda meydana gelen herhangi bir degisim mutasyon
olarak adlandirilmaktadir. Mutant terimi ise, mutasyona ugramig bir ya da birkag
ozelligi degismis birey; mutagen ise, mutasyona neden olan fiziksel veya kimyasal

maddeyi ifade etmektedir.

Mutasyonlar, fenotipte meydana getirdigi degisimler nedeniyle morfolojik olarak
tanimlanabilir niteliktedir. Mutasyonlarin anlagilmasi ayni zamanda bir genin

anlasilmasina yardimei olacagindan 6nem tasimaktadir.

Bir¢ok mutasyon, dogal olarak olusmaktadir. Bu sekilde olusan mutasyonlar, spontan
mutasyonlar olarak bilinmektedir. Dogal mutasyonlar olduk¢a diisiikk oranlarda
olusmaktadir. Dogal mutasyonlara, organizmaya igsel (genetik yap1 ve fizyolojik
durumlar) veya digsal etki eden faktorler (beslenme, sicaklik, dogal radyasyon, kimyasal

maddeler ve yiiksek oksijen basinci gibi) neden olmaktadir.



Mutagen uygulamalar ile elde edilen mutasyonlar, uyarilmis mutasyonlar olarak
tammlanmaktadir. Okaryotik hiicreler, generatif ve somatik olmak iizere iki tip hiicre
yapisina sahiptir. Mutasyonlar her iki hiicre tipinde de olugmaktadir. Eger generatif
hiicrede olusuyorsa generatif mutasyon olarak tanimlanirken, somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlar ise somatik mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Somatik mutasyonlar
nesilden nesile vejetatif cogaltim ile aktarilabilmektedir. Mutasyon, bir ana hiicrede
olustugu durumda diger kardes hiicrelerde de mutasyon olusmaktadir. Bu nedenle
somatik mutasyonlar, genellikle mutasyona ugrayan bolgede sektorel olarak

olusmaktadir (Philip 1999).

2.1.1 Kimerik yapilar

Bir bitki ya da bir bitkinin genetik olarak farkli tabakalara sahip boliimii “kimera”
olarak adlandirilmaktadir. Bitki biliminde kimerik yapi, apikal meristemde olusan
mutasyon sonucu genetik olarak en az iki farkli hiicre tabakasina sahip olmasi

durumunu ifade etmektedir (Burge ef al. 2002).

Mutasyon siirgiin apikal meristeminin bir tabakasin etkiledigi zaman mutant hiicre,
bitki gelisimi boyunca, mitoz boliinme ile ¢ogalarak mutant sektorii olusturmaktadir.
Periklinal kimeralar genetik mozaigin bir spesifik oOzelligidir. Asmalarda ploidy
diizeyinin degisimine neden olan kimerism, ilk olarak siirgiin apikal meristeminde
tanimlanmistir. Bu yapr “sitokimerik yapr” olarak adlandirilmaktadir. Asma apikal
meristemi L1 ve L2 olmak iizere iki genetik tabakadan olusmustur (Thompson and

Olmo 1963).

Mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda, seleksiyon asamasinda en Onemli zorluk olusturan
faktor; kimyasal ya da fiziksel mutagen uygulamasini takiben kimerik yapilarin
olusmasidir. Bu kimerik yapilarin izole edilip gelistirilmesi miimkiin olmasina karsin,
kalict mutasyonlarin izole edilmesi oldukga giictiir (Mandal et al. 2000). Bitkide olusan
mutasyonlar meristemin bir boliimiinde etkide bulunarak mutant doku sektorlerinin
olusmasina neden olurlar. Boyle bir meristemden gelisen bitki, mutant ve mutant

olmayan kisimlari bir arada tagimaktadir.



Mutasyonlar her bitki tiiriinde herhangi bir hiicrede gerceklesebilmektedir. Kimerik
yapili bitkinin olugmasinda 6nemli olan mutant hiicrenin bulunma yeridir. Buna bagh
olarak morfolojik ve kimyasal olarak incelenebilir 6zellikte olabilir ya da tanimlanmaz
nitelik tasiyabilir. Mutasyonlar sonucu fenotipik karakterlerdeki degisim (yaprak sekli,
meyve rengi ve biiyiikliigli, verim) oldukca kolay selekte edilebilirken, hastaliklara
dayaniklilik ya da c¢evre kosullarina tolerans gibi bazi ozelliklerin stres kosullart

olusturulmadan izlenmesi miimkiin olamamaktadir (Marcotrigiano 1990).

Kimerik yapilarin olustugu apikal meristemin anatomik yapisi, mutasyonun in vivo nasil
eksprese olacagimi belirlediginden ©nem tasimaktadir. Kimerik yapinin anatomik
incelenmesinde anahtar faktor, bir meristemde iki ayr1 genotipin gelisimine neden olan
meristemlerin nasil organize edildigini anlamaktir. Promeristem hiicrelerinin histolojik
olarak farklilasma sekline gore, 1) periklinal kimeralar, 2) meriklinal kimeralar,

3) sektorel kimeralar olarak ii¢ farkli gruba ayrilmaktadirlar.

Mutant olmayan dokunun cevresini en az bir veya iki mutant doku sarmig durumdaki
yapt “periklinal kimera” olarak adlandirilmaktadir. Periklinal kimeramin apikal
meristemi en az bir mutant hiicre tabakasi icermektedir. Mutasyon meristemin en ug
tabakasinda olusmakta ve pozisyonundan dolayr mutant tabakada hiicre boliinmesinin
gerceklesmesi sonucu apeksin tiim tabakasini sarmaktadir (Sekil 2.1). Bir baska deyisle,
tiim tabaka mutantdir. Periklinal kimera’nin geleneksel ismi mutant i¢ bolgeyi tamamen
maske seklinde, sarmasi nedeniyle ‘“hand-in-glove” olarak adlandirilmaktadir

(Dermen 1960).

Meriklinal kimeralar periklinal kimeralarin benzeridir. Mutant doku siirgiiniin tamami
boyunca uzanmak yerine sadece kiiciik bir boliimiini teskil etmektedir (Sekil 2.1).
Mutasyon, meristemin bir noktasinda olusur ve meristemin bir boliimii boyunca gelisir.
Apikal meristemin tiim bolgesini kaplamak yerine kii¢iik bir kismimi kapsar. Olusum
seklinden dolay1 sadece tabakanin bir bolimiinde gerceklesmesi ve gelismesi sonucu
bitkinin sadece fenotipik olarak bir bdéliimiine yansir. Meriklinal kimeralar stabil

degildir.



Sektorel kimeralarda mutasyon, meristemin en ucunda cesitli tabakalarda olusur.
Olusum pozisyonundan dolayr mutant hiicre topluluklarimin bdliinmesi ile mutant
hiicrelerin olusturdugu bolgeler meydana gelmektedir (Sekil 2.1). Bu sekilde kimerik
yap1 olusumu genellikle bitkilerin belirli kisimlarinda goriiliir. Genetik olarak farkli olan
dokunun her ikisinde birden ve kisim kisim siirgiiniin belirli yerlerinde olusum gosterir.
Sadece bu mutant bolgeden gelisen siirgiinler mutasyonun etkisini tasir. Sektorel
kimeralarda, periklinal kimeralar gibi oldukca stabil yapida olup bahge bitkilerinde en

cok bilinen kimeralar1 olusturur.

Meriklinal Periklinal Sektorel

Sekil 2.1 Meriklinal, periklinal ve sektorel kimerik yapilarin anatomik olusumlar
(Marcotrigiano 1997)

2.1.2 Radyasyonun mutasyon islahinda kullanim

Mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda, mutasyon olusturma amagh olarak; UV 1sinlan ile
birlikte, iyonize radyasyon olarak da adlandirilan X ve gama isinlari, alfa ve beta
partikiilleri, proton ve notronlart da kullanilir. Bunlarin her birinin 6zelligi enerjilerini
vermeleri olup, bu olaya da ‘iyonizasyon’ denir. Mutagen uygulamalarinda yaygin
olarak kullanmilan radyasyon kaynaklar1 ve ozellikleri Cizelge 2.1-2.2’de sunulmustur

(Ahloowalia and Maluszynski 2001).

Bir¢ok mutasyon 1slah1 calismalarinda gama radyasyonu ve X 1sinlart mutasyonun
uyarilmast amaciyla kullanilmaktadir. Bitki materyaline radyasyonun uygulanmasinda
anahtar faktor; materyal tarafindan absorbe edilen radyasyon enerjisi miktaridir.
Radyasyon dozunun 6l¢ii birimi gray “Gy” dir. 1 Gy, radyasyona tabi tutulan 1kg’lik

tiriiniin 1J litkk enerji absorbsiyonuna esittir (Sagel vd. 2002).



Cizelge 2.1 Fiziksel mutagen kaynaklar1 ve dzellikleri

1. Fiziksel mutagenler

Radyasyon Tipi Kaynag Dokuya giris kabiliyeti
X 1sinlar1 X 151n1 mak. Birkag mm-cm

Gama Isinlar Radyoizotop Niikleer Reaksiyonu cm diizeyi

(Co 50 ve Sem)

Notronlar Niikleer Reaksiyon Hizlandirict cm diizeyi

Beta Katod Isim Radyoizotop Birka¢c mm iizerinde
Alfa Tanecigi Radyoizotop mm nin kiigiik katlari
Protonlar Niikleer Reaksiyon Hizlandirict cm diizeyi

Fiziksel mutagen uygulamalarinda gama radyasyon uygulamasi; kullaniminin kolay
olmasi, gecirgenliginin yiiksek olmasi sonucu hedef hiicrelere ulasabilmesi ve toksik

herhangi bir etki ve zararinin olmamasi nedeniyle yogun olarak tercih edilmektedir

(Schum 2003).

Dogrudan mutant cesitlerin gelistirilmesinde, radyasyonla mutasyonun uyarilmasi en
yaygin (% 89) kullanilan metotdur. Mutagen uygulamalarinda en cok radyasyon
kaynagi olarak gama 1sinlar kullanilmakta olup (% 64), bunu X 1sinlart (% 22) takip
etmektedir. Kimyasal mutagenlerin 1slah calismalarinda kullanimi ise oldukc¢a sinirhidir

(Ahloowalia et al. 2004). Mutasyon 1slahi calismalarinda kullanilan bazi kimyasal

mutagenler Cizelge 2.2°de sunulmustur.

Cizelge 2.2 Mutagen olarak kullanilan bazi kimyasal maddeler

2. Kimyasal mutagenler

Sulfat sulfonatlar Di metil sulfonat DMS
Di etil sulfat DES
Metil metan sulfat MMS
Etil metan sulfonat EMS

Etilen aminler Etilen amin EI

Nitroz bilesikleri N-metil-N-nitroz tiretan MNU
N-etil-N-nitroz iire ENH




Kimyasal mutagenler, mikro mutasyonlara uygun olduklarindan genellikle tercih
edilirler. Ancak bu mutagenler in vivo sistemde meristematik dokulara giris giicii zayif
oldugundan vejetatif olarak iiretilen bitkilerde etkinligi diisiiktiir. Ornegin dormant
gozler, hem normal hava basincinda hem de vakum sartlarinda kimyasal ¢ozeltiye
batirildiginda, mutagenin tomurcuk meristemine ulasamadigi bircok arastirici tarafindan
saptanmistir. Kimyasal mutagenlerin genis cesitlilige sahip olmasi, giivenli kullanimini

giiclestirmektedir (Coban 2003).

Vejetatif cogaltilan bitkilerde radyasyonun tomurcuklara uygulanmasi tercih edilir. Bu
organlar i¢in kimyasal mutagen uygulamalari, hedef hiicrelerdeki dozun

belirlenmesindeki zorluklar nedeniyle uygulamada pratik degildir (Micke et al. 1987).

Fiziksel ve kimyasal mutagenler genom igerisinde, herhangi bir gende varyasyona sebep
olabilir ve bu nedenle bitkinin herhangi bir 6zelligini etkileyebilir. Bir diger 6énemli
olay, elbette her mutasyonun belirlenme ve kullanma yoniiniin miimkiin olup
olamayacagidir. Genetik degisimin gerceklesmesi yoniinde herhangi bir ipucu
bulunmamaktadir. Melezleme 1slahi ile elde edilen populasyondaki varyasyondan farkli
olarak mutasyonlar, tesadiife bagli varyasyon olusturmaktadir. Sadece mutasyon
frekansina yonelik, en etkili doz uygulandigi kosulda mutasyona ugratilmig 10.000
hiicrede ortalama bir kez 6zel bir gende mutasyon olusmasi beklenmektedir. Spontan
mutasyonlarda oldugu gibi, mutagenlerin uygulandig1 kosulda da, mutagen tipi ve diger
faktorlerden etkilenme durumuna bagh olarak, ortaya ¢ikan varyasyonun kaynagi olan
genlerin mutasyona ugrama durumunda farkliliklar olusmaktadir. Genlerin mutasyona
ugramasi bircok faktor tarafindan etkilenmektedir. Bazi genler siirekli olarak mutasyona
ugrayabilirken, diger bazi genlerde mutasyon ayni siklikta gerceklesmemektedir (Micke

et al. 1987).

Mutasyon olusturmak amaciyla radyasyon uygulandiginda, bitkisel materyalde
1sinlamanin dozuna bagh olarak, yiiksek fizyolojik zarar (%90 Oliimciil) ve diisiik
mutasyon frekanst meydana geldigi gibi, yiikksek mutasyon frekansi ve diisiik fizyolojik

zarar da meydana gelebilir. Bitki 1slah¢isinin istegi, yilksek mutasyon frekansi ve diisiik



fizyolojik zarardir. Bu sonucun elde edilebilmesi sansi, isinlamanin etkili dozda
yapilmasi ile saglanabilir. Mutasyon 1slah1 calismalarinda kullanilacak doz sinirlarinin
iyi belirlenmesi gerekmektedir. Bunun icin “etkili doz (EDs()” veya “biiyiimeyi % 50
azaltan doz” kavrami ortaya atilmistir. Bu deger, her bitki tiirii i¢in farkli olup mutasyon

1slah ¢alismalarina baglamadan 6nce, etkili doz oran1 belirlenmelidir (Sagel vd. 2002).

Isinlamay1 takiben bitki 1slahg¢ilart ve genetikgileri ilgilendiren {i¢ sonu¢ ortaya
cikmaktadir. Bunlar; fizyolojik zarar, gen mutasyonlar1 ve kromozom mutasyonlaridir.
Birincisi 6n etki (fizyolojik zarar), digerleri ise, kalitsal degisiklik yani mutasyondur.
Fizyolojik zarar, mutasyon uygulamasim takip eden birinci generasyonda (M1V1)
ortaya ¢ikar. Fizyolojik zarar etkisi, hiicre boliinmesinin engellenmesi, biiyiime hizi ve
davranmisinin degisimi ve dokularin yeniden diizenlenmesi seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Fizyolojik zarar oranimin belirlenmesinde, vejetatif gelisim, koklenme durumu ve
bitkilerin hayatta kalma oram1 dikkate alimir. Kromozom mutasyonlari, M1V1 veya
sonraki generasyonlarda belirlenebilirken, gen mutasyonlart cogunlukla resesif
oldugundan, degisik fenotiplerin ve gen mutasyonlarinin ortaya c¢ikmasi, M1V2
generasyonunda gerceklesmekte ve kalict mutasyonlarin gelecek generasyonlara

aktarilmasi miimkiin olmaktadir (Donini 1982).

2.2 Asmalarda Mutasyon Islah1 Calismalar:

Cok yillik bahge bitkilerinin 1slahinda, yasanilan teknik zorluklarin yam sira, tiikketici ve
pazar taleplerinin geleneksel yaklagimi nedeniyle uzun yillar oldukga sinirh ilerlemeler
saglanabilmistir. Bunun sonucu olarak, geleneksel cesitlerin biiyiik ol¢iide korunarak
giiniimiize ulastign goriilmektedir. Bununla birlikte, son yillarda 6zellikle sofralik
titketimin artmasi yeni cesitlere olan talebi artirmistir. Asma 1slah programlarinda yeni
cesitlerin kaynagini daha ¢ok somatik mutantlarin seleksiyonu ve melezleme islahi

olusturmaktadir.

Dogal mutasyonlarin frekanslar1 olduk¢a diisiiktiir. Bu nedenle son yillarda 6zellikle
vejetatif olarak iiretilen bitkilerde uygun mutagenlerden yararlanilarak mutasyon

frekansim yiikseltme ve yapay mutasyonlar meydana getirme yontemi bir 1slah metodu
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olarak benimsenmistir. Bir ¢ok meyve tiirtinde oldugu gibi vejetatif iiretime uygun
karakterde ve heterozigotik yapida olmalari nedeniyle asmalar da mutasyon islahi

yontemine cevap veren tiirlerdir (Donini 1992).

Ulkemizde o6zellikle sofralik iiziim cesitlerine yonelik asma 1slah programlari, klon
seleksiyonu ve melezleme 1slahi teknikleri ile yiiriitiillmektedir. Yeni cesit
gelistirilmesinin hedeflendigi melezleme 1slahi1 ¢aligmalari, 1slah siirecinin ¢ok uzun
olmasina karsilik, degisen tiiketici talepleri ve pazar ihtiyaclarimi beklenildigi dlgiide
karsilayamamistir. Yerli melez ¢esitlerin bir¢ogu yetistiricilik ve pazarlamada sorun
yaratan, istenmeyen Ozelliklere sahiptir. Diger taraftan, iilkemiz gen kaynaklariin
yiizyillar icerisinde kazandigi zenginlik, durulmusluk ve yeknesakliktan yararlanmay1
hedefleyen, ayrica etkili bir seleksiyon ile kombine edilecek mutasyon 1slah1 teknigi ile,

mevcut ¢esitlere yeni 6zellikler kazandirilmasi miimkiin olacaktir.

Asma tiir ve ¢esitlerinin uzun yillar vejetatif ¢ogaltilan populasyonlar oldugu dikkate
alindiginda, populasyon icerisinde yiiksek mutasyon birikiminin bulundugu agiktir.
Bununla birlikte, klon diizeyinde yiiksek oranda varyasyon gosteren bir tiir olup ¢esit
icerisinde gozlenen bu varyasyonlar, ¢evre kosullarindan kaynaklandigi gibi, kalici
nitelikteki varyasyonlar ise somatik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde
ekonomik oneme sahip bir ¢ok iiziim ¢esidi, somatik mutasyonlarin belirlenmesiyle
gelistirilmiglerdir. Bu nedenle, gerek somatik mutasyonlarin gozlenmesi gerekse

somatik mutasyonlar1 uyaracak 1slah ¢alismalar1 deger tagimaktadir.

Uyarilmis mutasyonlarin 1slah amagh kullanilmasi ¢aligmalarinda, 20-30 y1l 6nce hizli
ilerlemeler kaydedilmis, ancak daha sonraki yillarda s6z konusu caligsmalar giderek
azalmistir (Predieri 2001). Giiniimiizde ise, 1slahin etkinligini arttiran teknolojik
ilerlemeler, mutasyonun etkili olarak kullanilabilecek 6nemli bir 1slah teknigi oldugu

goriisiinii yeniden giindeme getirmistir.
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Predieri (2001), indiiklenmis mutasyonlarin, spontan mutasyonlardan farkli olmayan
genetik degisimler oldugunu ve gen teknolojisiyle olusturulan yeni genetik bilgiyi
tagiyan bitkiler (GMO) karsisinda mutasyon 1slahinin ¢ok 6nemli bir alternatif olarak

yer aldigin belirtmistir.

2.2.1 Somatik mutasyonlar

Asmalarin siirekli eseysiz cogaltilmast sonucunda olusan klonal populasyonlar iginde
gerceklestirilen basarili seleksiyonlar sonucunda bir¢ok ceside ait somatik mutantlar

elde edilmistir.

Populasyonlar icerisinde gerceklesen somatik mutasyonlar ¢ogunlukla tane sekli ve
rengi bakimindan meydana gelen degisimleri kapsamaktadir. Asmalarda tane rengi
degisimleri tipik olarak somatik mutasyon sonucudur. Asmalarda tane kabugu rengi,
antosiyaninler olarak isimlendirilen kirmizi renk pigmentlerinin birikmesi ile
olusmaktadir. Beyaz cesitlerin kirmiz1 cesitlerden bagimsiz mutasyonlar sonucu
olustugu bilinmektedir. Ancak renk mutasyonlarinin molekiiler diizeyde olusum
mekanizmasi bilinmemektedir. Son yillarda asmada antosiyanin pigmentleri ile iligkili
olarak renk degisiminin genetik kontrolii konusunda calismalar siirdiiriilmektedir

(Kobayashi et al. 2004, 2005, Castellarin et al. 2006).

Siyah bir iiziim c¢esidi olan Kyoho’da (Vitis labrusca), Myb iliskili genlerin
(VImyb Al-1, VImybA1-2 ve VImyb A2 gibi) antosiyanin biyosentezini diizenledigi
aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (Kobayashi et al. 2004, 2005). Kobayashi et al.
2004, beyaz cesitler olan Italia ve Muscat of Alexandria’dan tomurcuk mutasyonlari ile
olusan iki kirmizi renkli iiziim ¢esidi, Ruby Okuyama ve Flame Muscat iizerinde
calismiglardir. VvmybAl transkripsiyon faktorii, sadece iizerinde c¢alisgilan kirmizi
cesitlerde belirlenmistir. Dolayisi ile mutasyonlar sonucu olusmus ve VImyb Al-1
geninin homologu olup beyaz ¢esitlerde pigmentasyonun azalmasi ile iligkili oldugunu

belirtmislerdir.

12



Tane rengi konusundaki degisimler daha ¢ok saraplik cesitlerde goriilmekle birlikte, en
tipik 6rnegi, ¢ok biiyiik oranda c¢esit ve klon zenginligine sahip “Pinot noir” {iziim ¢esidi
olusturmaktadir. Giiniimiizde Pinot grubu ¢ok biiyiik ¢esit ve klon zenginligine sahiptir.
Bu gruba giren cesitlerde yiiksek oranda agronomik ve ampelografik varyasyon (tane
rengi, iirlin yiikii, yaprak morfolojisi, ve bitki habitusu bakimindan) gozlenmektedir.
Pinot noir’dan somatik mutasyonla olugsmus ve oldukg¢a yaygin yetistiriciligi yapilmakta
olan “Pinot blanc” ve “Pinot gris” ile Pinot gris’den somatik mutasyonla olusmus

“Pinot meunier” ornek olarak verilebilir (Hocquigny et al. 2004).

Tane rengindeki degisimden yararlanilarak gergeklestirilen seleksiyonlarda, bir diger
onemli grubu olusturan c¢esit “Cabernet Sauvignon” olup somatik mutantlarini;
“Sauvignon noir”, “Sauvignon jaune”, “Sauvignon rose”, “Sauvignon gris”, “Cygne
blanc” (Mann and Mann 1998 “Malian” ve Malian’dan beyaz renkli “Shalistin”

(Cleggett 2002) olusturmaktadir.

“Merlot rose” saraplik {iziim ¢esidinin Merlot’tan somatik mutasyonla olustugu (Moretti
1983), “Malvasia rosa” cesidinin ise Malvasia populasyonu igerisinde belirlenen

(Fregoni 2000) tomurcuk mutasyonlarindan secildikleri bildirilmektedir.

Italyan saraplik iiziim cesitleri olan “Dolcetto”, “Primitivo” ve “Trebbiano” iiziim
cesitlerinin bir cok somatik mutantlar1 belirlenmis olup, italya’da yetistiricilikte yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yine sofralik iiziim cesitlerinden “Italia” c¢esidine ait,
“Italia rubi”, “Benitaka”, “Brasil” (Albuquerque and Souza 2001) ve “Redimeire”
(Pires et al. 2003) ile “Bicchieri” (Redltalia), “La notte (Elongate Italia)”, “Dipinto

(Early Italia)” adli (Fanizza et al. 2003) bircok somatik mutanti bulunmaktadir.

Asmalarda dogal mutasyonlar sonucunda tetraploid yapilarin olustugu arastiricilar
tarafindan belirtilmistir. Bu cesitlere; Alphonse Lavallée’nin “Leopold III”’, Muscat of
Alexandria’nin “Muscat Canon Hall” (Yamada et al. 2003), Razaki’nin “Centennial”
(Kim et al. 2002), Chasselas’nin “Chasselas Gros Coulard”, Gros Colman’in “Siiper
Gros Colman” ve “Barbera” isimli Italyan iiziim cesidinin ise iri taneli tetraploid

formlar1 (Botta et al. 1989) 6rnek olarak verilebilir.
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Asmalara 6zgii 6nemli bir diger degisim, ¢ekirdekli genotiplerden cekirdeksiz tiplerin
elde edilmesidir. Cekirdeksiz vinifera cesitlerinin progenitérii konumundaki Sultani
Cekirdeksiz’in tomurcuk mutasyonu sonucu ortaya c¢iktigt kabul edilmektedir.
Ulkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan “Yuvarlak Cekirdeksiz” cesidinin
Sultani Cekirdeksiz’den somatik mutasyonla olustugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan,
giiniimiiz bagciliginin onde gelen ¢esidi olan Sultani Cekirdeksiz ¢esidinin somatik
mutantlari; “Bruce’s Sport”, “Sultana H5” ve “Moss Sultana” tescil edilerek diinya

bagciligma kazandirilmistir (Rathjen and Robinson 1992).

Vitis vinifera ve diger tiirler igerisinde yer alan bir¢ok cesitten; Emperor’dan “Emperor
Seedless” (Einset and Pratt 1975) , Avustralya’da, “Menindee Seedless” cesidinden
erkenci ve kirmuzi renkli “Ralli Seedless” (Ralli and Ralli 1996), Israil’de “King
Husainy” ¢esidinden “Jade Seedless” (Karniel 1996), Italya’da, “Queen of vineyard”

iziim ¢esidinin ¢ekirdeksiz tipleri (Botta ef al. 1989) belirlenmistir.

Vitis vinifera x Vitis labrusca melezlerinden; Catawba’dan ‘“Catawba Seedless”,
Concord’dan “Concord Seedless”, Niagara’dan “Niagara Rosato (Red)” ve Niagara Red
cesidinden tomurcuk mutasyonu ile “Rosinha” isimli ¢ekirdeksiz mutanti olugsmustur

(Pires et al. 1988) .

2.2.2 Yapay mutasyon 1slali calismalar:

Bagcilik acisindan, uyarilmis mutasyonlarin istiinltigi, elit bir cesitte yalnizca bir veya
birkag¢ karakterin degistirilebilmesidir. Somatik mutasyonlardan da izlenebilecegi gibi,
asmalarda mutagenlerin daha ¢ok meyve rengi, aromasi, cekirdek oOzellikleri,
olgunlagsma zamani, salkim siklig1 ve stres kosullarina dayaniklilik ile ilgili karakterler

tizerinde etkili oldugu bildirilmektedir (Donini 1982).

FAO ile IAEA’nin vejetatif cogaltilan ¢ok yillik bitkilerde mutasyon 1slahina yonelik
projeleri kapsaminda basta Rusya ve Italya olmak iizere asmalarda mutagen
uygulamalan 1slah c¢alismalarinda yeniden kullanilmaya baslamistir. Bu c¢alismalar

sonucunda degisik iilkelerde bircok yeni cesit elde edilmis, bunlarin bir kismi
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kazandiklan 6zellikleri nedeniyle 1slah ebeveyni olarak kullanilirken, meyve kalitesi iyi
olanlar cesit olarak tescil edilmistir. Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajans1 Mutant Bitkiler
bilgi sistemine kayit ettirilen baz1 mutant asma ¢esitleri asagida (Cizelge 2.3) verilmistir

(Spiegel-Roy 1990, Maluzsynski et al. 2000).

Cizelge 2.3 Gama radyasyon uygulamalari ile elde edilmis {iziim ¢esitleri

Ana Cesit Elde edilen mutant | Ozellikleri Islah Edildigi Ulke Kaynak
sayisl veya adi

Marandi Fikreti Erkenci Rusya (1986) Anonymous 2006

Gama 1s1nlar1

Bonarda 2 Kisa bogum aralarina | ftalya

sahip, seyrek salkimli Maluzsynski et al. 2000

Dolcetto 2 Erkenci, tane dokiimiine | ftalya
dayanikh Maluzsynski et al. 2000
Regina Vigneti | 1 Cekirdeksiz ve kiigiik | Italya

. Maluzsynski et al. 2000
taneli

Asmalarda dinlenme halindeki kislik gbzlerin gama radyasyonundan etkilenme diizeyi
izerine yapilan calismalarda, elde edilen basarinin ¢esitlere gore degistigi belirlenmistir.
Bu konuda ¢esitli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore en etkili
gama radyasyonu uygulama dozunun c¢eside bagh olarak degismekle birlikte 20-45 Gy
arasinda oldugu belirtilmistir (Rosati et al. 1990, Lima da Silva et al. 2000, Coban vd.
2002, Marasali vd. 2003).

Einset and Pratt (1975)’a gore, radyasyon uygulamasinin ardindan vejetatif gelisimde
carpic1 Ozelliklerin gozlendigi, siirgiin gelisiminin engellenmesi, yaprakta klorofil
noksanligi, sekil degisikligi, yaprak biiyiiklugii ve tiiyliilligiinde degisim, meyvenin

erken olgunlagmasi, meyve aromasinda degisimler meydana geldigi ifade edilmistir.

Sofralik ¢esitlerden “Muscat Hamburg” ve “Chasselas Dore” iiziim cesitlerinde, tane
bicimi ve renginde, yaprak ve siirgiin pigmentasyonunda ve antosiyanin igeriginde
mutasyonlar gozlenmistir. Genel olarak, salkimda tane sayisi azalmis ve ortalama tane

agirlig artmistir (Baditescu 1986).
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Fideghelli (1990) tarafindan yapilan calismada; “Dolceto”, “Barbera”, ‘“Bornardo”,
“Fresia”, “Delight”, “Regina dei Vigneti” ve “Muscat Hamburg” iiziim cesitlerinin
dinlenme halindeki gozlerine gama 151 (Co®) uygulanmistir. Birinci yil, arastirma
sonucunda vejetatif gelisim parametrelerinde meydana gelen degisim belirlenirken,
ikinci y1l calismalarinda meydana gelen degisimlerin kalic1 olup olmadig: belirlenmistir.
Yaprak sekli ve biiyiikliigiinde farklilik, bogum arast uzunlugunun kisalmasi gibi
morfolojik degisimler belirlenmistir. Mutasyon etkilerinin incelenmesi amaciyla

fenotipik degisimlerle birlikte kok hiicrelerindeki kromozom sayilarini incelemislerdir.

Botta et al. (1988) tarafindan yapilan bir 1slah ¢alismasi1 programinda, Vitis vinifera
tiziim ¢esitlerinde (Dolcetto, Barbera, Queen of vineyards, Delight, Perlette) iyonize
radyasyon uygulamalari ile, iiriin kalitesinin arttirilmasi, hastalik ve zararlilara dayanikli
yeni cesitlerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Boncuklanma egilimi gosteren Dolcetto
iziim ¢esidinde gama radyasyon uygulamalar1 ile boncuklanma sorunu olmayan erkenci
ozellikte mutant bireyler selekte edilmistir. Barbera iiziim cesidinde ise iri taneli
poliploid yap1 gézlenmis olup, bu bireylerde tane kabugunun diploidlere gore daha kalin
yapiya sahip olmasindan dolay1r “Botrytis cinerea” ya dayanimin da beraberinde gelen

olumlu bir 6zellik oldugu belirtilmistir.

Mutagen uygulamalar ile doku kiiltiirii tekniklerinin kombine kullanilmasi mutasyonun
etkinligini 6nemli diizeyde arttirmaktadir. In vitro ¢alismalarda biiyiimeyi diizenleyici
maddelerin kullanilmasi bitkide genetik kararhiligin bozulmasi gibi sorunlara sebep
oldugundan, diisiik dozlarda gama radyasyonu in vitro gelisimi uyarmak amaciyla
kullanilmaktadir. Cesitli tiirlerde yapilan caligmalarda gelismeyi arttirma ile beraber
kallus olusumunun da artmasina neden oldugu belirtilmistir (Kim et al. 1986, Rosati et

al. 1990, Charbaji and Nabulsi 1999).
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2.3 Mutant Bireylerde Karakterizasyon Calismalar:

2.3.1 Sitolojik karakterizasyon ¢calismalari

Mutagen uygulamalarmin etkileri sitolojik olarak incelenebilir. En iyi belirlenebilen
degisiklikler de kromozom mutasyonlar1 olup bunlar, mitoz ve mayoz boliinme
sirasinda gozlemlenebilmektedir. Radyasyonun bitkilerdeki oldiiriicti etkisi genellikle

hiicre boliinmesinin inhibe edilmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Asmalarda mutasyonlarin uyarilmasi ile elde edilen basarili sonuglarin mutant bitkilerin
secimi agamasinda da siirdiiriilmesi gerekmektedir. Bu asamada, Vitis tiirlerinin yiiksek
kromozom sayis1 (2n=38) ile birlikte son derece kii¢iik kromozomlara sahip olmasi,

asilmasi gereken teknik bir dezavantaj olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

Asmalarda kromozomlarin son derece kiiciik oldugu cesitli arastiricilar tarafindan
bildirilmistir. Ghimpu (1929), 0.5 mikron olarak bildirirken; Shetty (1958), 0.855-1.014
mikron arasinda degistigini; Raj ve Seethaiah (1968) ise, kromozomlarin karyotip
analizleri iizerine yapmis olduklan c¢alismalar sonucunda iizerinde ¢alistiklart cesitlere
bagh olarak ortalama kromozom uzunlugunu 0.786-2.163 mikron arasinda degistigini
belirtmislerdir. Vitis vinifera cesitleri iizerinde sonraki yillarda yapilan bir diger
karyolojik calismada da kromozom uzunluklarini 0.975-2.450 mikron arasinda degistigi
ifade edilmistir (Patil and Jadhav 1985). Patil ve Patil (1992) yapmis olduklar

karyolojik c¢alismada ise, ortalama kromozom biiyiikliiklerinin 0.94-1.80 mikron

arasida degistigini bildirmislerdir.

Asma kromozomlarinin oldukca kiigiik olmasi ve sayisimin fazla olmasinin yani sira,
ezme preparat hazirligr sirasinda yogun sitoplazma yapisina sahip olmasi nedeniyle
diizgiin bir kromozom dagiliminin elde edilmesindeki sorunlar sitolojik calismalarda
biiylik giiclik olusturmaktadir (Skene er al. 1988). Kromozomlarin net bir sekilde

sayilabilmesi ve goriintiilenebilmesi agisindan degisik yontemler gelistirilmektedir.
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Asma kromozomlarinin son derece kiigiik yapiya sahip olmasi nedeniyle olduk¢a az
sayida kromozom morfolojisine yonelik calisma bulunmaktadir. Asmalarin sitogenetigi
tizerindeki calismalarda, cesitlere gore karyolojik farkliliklar belirlenmistir. Mutagen
etkilerinin aragtirildigs sitolojik ¢alismalarda ise, kimerik, diploid ve ploid hiicre yapilar
gozlenmistir (Thompson and Olmo 1963, Patil and Jadhav 1985, Skene et al. 1988,
Patil and Patil 1992, Yadav and Grumet 1994, Viljoen and Spies 1995).

Arastiricilar, sitolojik calismalarin etkinligini arttirabilmek icin, farkli enzimler
kullanarak hiicredeki yogun sitoplazmik yapinin uzaklastirilmasi ile kromozomlarin net
olarak gozlenebildigini belirlemislerdir (Viljoen and Spies 1995, Park et al. 1999, Park
et al. 2002b).

Son yillarda sitogenetik caligmalardan karyolojik alanda oldukca yeni bir ¢alisma Haas
and Alleweldt (2000) tarafindan yiiriitiilmiistiir. Vitis vinifera L. Baccus cesidinde,
karyotip analizi amaciyla sitogenetik calismalar kok uglarinda yapilmistir. 19
kromozomda kisa kol ve uzun kol boylar ile beraber tiim kromozom boy uzunlugu
hesaplanmistir. Ozellikle karyolojik calismalarda, ezme preparasyondan daha cok,
kromozomlarin seklinin korundugu enzim icerikli preparat hazirliginin daha uygun
oldugunu belirtmisglerdir. Calismada kullanilan enzim yontemi ile beraber kromozom
boylarinda ve sekillerinde bozulmalar olmadigindan uzunluk olarak gecmis bulgulara
gore daha yiiksek kromozom boylar1 (1.09-2.37 u) tespit edilmistir. Boylece ezme
preparat hazirliginda olusan mekanik zararlanmanin kromozom sekli iizerindeki

olumsuz etkisinin de ortadan kalktigimi bildirmislerdir.

Bir mutantin polipliod yapisi; stoma biiyiikliigii, tane biiyiikliigii, tohum biiytikliigii ve
kromozom sayisi ile dogrudan iligkilidir (Fanizza et al. 2003). Sacerdote et al. (1981)
tarafindan yapilan bir calismada, Barbera iiziim ¢esidine degisik dozlarda gama 15101
uygulamalar1 yapilmistir. Sitolojik ve histolojik gozlemler sirasinda, kok ucu
hiicrelerindeki kromozom sayilar1 ile polen, stoma ve tanelerdeki epidermal hiicrelerin
biiyiikliiklerini incelemiglerdir. Calisma sonucunda, iki bitki izole eden arastiricilar,

birinin tetraploid, digerinin ise 2n-4n periklinal kimera oldugunu bildirmislerdir.
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Radyasyon uygulamalann ile elde edilen populasyonda, sitolojik karakterizasyon
calismalar 6nem kazanmaktadir. Bu kapsamda yapilan bir calismada; Vitis vinifera cv.
Podarok ve Magaracha cesitlerinde, in vitro kosullarda varyasyon olusturmak amaciyla
gama radyasyonu ve kolkisin uygulamalar1 yapilmis ve sitolojik ¢aligmalar sonucunda
izerinde calisilan populasyonda % 2.5 oraninda tetraploid bitkiler elde edilmistir
(Kuksova et al. 1997).

Diploid o6zellikte olan Vitis vinifera’da dogal ya da uyarilmis mutasyonlarla ploidy
seviyesi farkli; triploid, tetraploid ve aneuploid yeni tiplerin ortaya ¢ikmasi ekonomik
Oneme sahip yeni tiplerin ortaya ¢ikmasi agisindan onem tasimaktadir. Bu bakimdan
dogal melezlemeler (2x X 4x, 4x X 2x, 3x X 2x ya da 3x X 4x) yoluyla, in vitro kiiltiir
araciliglyla ya da uyarilmis mutasyonlarla yeni tipler hizla kazandirilmaktadir. Bu
bakimdan yogun ¢alismalar Japon arastiricilar tarafindan yiiriitiillmekte olup, tetraploid
kokenli cesitlerle diploidlerin melezlenmesi sonucu, c¢ekirdeksiz ozellikte ve triploid
yeni tipler ve ekonomik Oneme sahip iri taneli tetraploid cesitler gelistirmektedir
(Yamashita et al. 1998, Park et al. 1999, Notsuka et al. 2000, Park er al. 2002a,
Park et al. 2002b )

2.3.2 Mutasyonlarn molekiiler karakterizasyonu ve bu amacla kullanmilan

yontemler

Mutagenlerin genetik yap iizerine etkisinin molekiiler diizeyde belirlenmesine yonelik
giiniimiizde oldukca sinirli bilgi mevcuttur. Genom diizeyinde bu etkiler; baz c¢ifti
degisimleri (SNPs “single/simple niikleotit polimorfizm”), kiiciik eklenmeler veya
kayiplar ile kromozomal degisimleri kapsayan DNA hasarlarimi ifade etmektedir
(Lagoda 2005).

Son on y1l boyunca, genlerin yapisi ve fonksiyonlarinin incelendigi “genom ¢alismalari
(genomics)” olarak adlandirilan ¢aligmalarla klasik Mendel genetigi yeni bir boyuta
gecmistir. Bitki 1slahinda, istenen bir 6zellik yoniinde mutasyonun saglanmasi ile,
sorumlu gende olan mutasyonlarin belirlenebilmesi asamasinda uyarilmis mutantlarla,

molekiiller markor teknolojisinin  kombine kullanilmasi o6nem kazanmaktadir.
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Bu asamada, molekiiler ve genetik yaklasim sonucu, mutant karakter, daha Once
fonksiyonu bilinmeyen DNA sekansi ile iligkilendirilebilmesi bakimindan ©6nem

tasimaktadir (Anonymous 2002).

Giiniimiizde mutasyon teknikleri, bitki 1slahinda genetikgiler tarafindan bitkilerde bazi
karakterlerden sorumlu genlerin kesfinde kullanilmaktadir (Lagoda 2005). Mutasyonun
mekanizmasint anlayabilmek icin, spesifik mutasyonlarin nasil olustugu ve genom
tizerinde nasil dagildigin1 anlamak gerekmektedir. Gec¢miste bu durum, bitki
genomunun yapist ve DNA’da hasarin anlagilmasina yonelik bilginin yetersizliginden
dolayr miimkiin olamazken ve oldukca simirli sayida bitki geninde sekans analizi
yapilmisken; bugiin, biyoinformatik ve fonksiyonel genomik yaklagimlan ile yiiksek
DNA sekans analizi yontemleri, genom yapisi iizerine genis bilgi olanagi sunmaktadir.
Dikotiledonlar i¢in model bitki olan Arabidopsis thaliana’da ve monokotiledonlar igin
model bitki olan piringde, genomik DNA sekansi tamamlanmis durumdadir ancak
genlerle iligkili fonksiyonlarin bir¢ogu heniiz bilinememektedir. Ayni zamanda insan
genomu iizerinde yapilan calismalar ile mutagenlerin DNA iizerindeki etkisi insan

genetiginden bitki genetigine aktarilmaktadir (Lagoda 2005).

Birgok tiirde molekiiller markorler aracilifiyla genetik karakterizasyon Onem
kazanmigtir. Molekiiler markor sistemleri, genomik DNA sekansindaki varyasyonu
belirleme esasina dayanmaktadir. Molekiiller markorler; genellikle segregasyon
analizlerinde, detayli genetik haritalarin olusturulmasinda, tarimsal 6zelliklerle iligkili
genlerde dogal veya uyarilmis mutant allellerin belirlenmesinde ve karakterizasyonunda
etkin olarak kullanimi saglamaktadir. Markorler, ayn1 zamanda kantitatif varyasyonlarla
(bitki boyu, hastaliklara dayanim ve olgunluk gibi faktorler) iligkili genlerin
tanimlanmasinda farkli tiirlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Islah calismalarinda
seleksiyon asamasinda molekiiler markorlerin kullanimi olduk¢a Onem kazanmistir.
Molekiiler markorler, 6nemli tarimsal 6zelliklerin genetik diizeyde ac¢iliminm belirlemek
ve 1slah dongiisi boyunca istenilen Ozelliklerin biriktirilerek yeni nesillere

aktarilmasinda araci teknik olarak kullanilmaktadir (Anonymous 2002).
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Mutant bireylerin genetik tamimlanmasinda son yillarda farkli molekiiler markor
sistemlerinin kullanim1 gelismeye baslamistir. Tarim biyoteknolojisinde, ilk olarak
gelistirilen molekiiler markorlerden en geleneksel olan ilk grup; RFLP “Restriction
Fragment Length Polymorphism” ve RAPD “Random Amplified Polimorphic DNA”
markorler, ikinci grup ise SSR “Simple Sequence Repeat” ve AFLP “Amplified
Fragment Length Polimorphism” markorlerdir. 21.yiizyill bitki 1slahgilarinin
gelistirmekte oldugu yeni markoérlerle birlikte son yillarda, karakterizasyon
calismalarina hizla yeni molekiiler markor gruplar eklenmektedir. Bu kapsamda iiciincii
grup markorler ise EST “Expressed Sequence Tag” ve SNP markorleri olusturmaktadir.
Cizelge 2.4°de yaygin olarak kullanilmakta olan molekiiler markorlerin karsilagtirmali

olarak ozellikleri sunulmustur (Anonymous 2002, Jain and Swennen 2004).

Ayrica son yillarda gelistirilmis bir teknik olan “TILLING (Targetting Induced Local
Lesions in Genomes)” yontemi, bitki tiirlerinde dogal ve uyarilmis varyasyonlarda,
DNA polimorfizmlerini belirlemeye yonelik bir teknik oldugu belirtilmektedir. Hedef
gende cok yiiksek etkinlik diizeyi ile tek baz degisimli allel varyasyonlarini ¢ok hizli
tespit edebildigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Gilchrist and Haughn 2005).

Mutant genlerin genetik karakterizasyonu yoniinde FAO/IAEA-(Plant Breeding and

Genetics) Bitki Islah1 ve Genetigi boliimiiniin halen devam etmekte olan projeleri

bulunmaktadir (Lagoda 2005).

21



Cizelge 2.4 Molekiiler karakterizasyon calismalarinda kullanilan markor teknikleri

Markor/teknik PCR’ a dayah Polimorfizm  Dominansi durumu
RFLP X diisiik-orta kodominant
RAPD \ orta-yliksek dominant
SSR \ yiiksek kodominant
ISSR \ yiiksek dominant
AFLP \ yiiksek dominant
IRAP/REMAP \ yiiksek kodominant
Protein-izoenzim X diisiik kodominant
STS-EST \ yiiksek kodominant/dominant
SNP \ oldukca yiiksek kodominant
SSCP \ oldukca yiiksek kodominant
SCARS/CAPS \ yiiksek kodominant

(Anonymous 2002, Jain and Swennen 2004)

Asmalarda klonal varyasyonlarin molekiiler karakterizasyonu;

Iyi ozelliklere sahip mutant karakterlerin tanimlanmasinda etkili hizli seleksiyon
yontemlerinin kullanilmasi 6nem kazanmaktadir. Etkin bir seleksiyonun yapilabilmesi
icin, uygun ve hizli seleksiyon yontemlerine gereksinim duyulmasindan dolay1
molekiiler markorler araciligiyla polimorfizmin tanimlanmast son yillarda Snem

kazanmistir (Maluszynski 2001).

Schneider et al. (1996) tarafindan yapilan bir calisgmada, asmalarda protoplast kiiltiirii
ile gelistirilen somaklonal varyasyonlarin genetik tanimlanmasi yoniinde “Seyval blanc”
cesidinde, RAPD teknigi ile basarili olarak, oldukga kiigiik bir genetik degisimin oldugu

ilk olarak bu arastirmada bildirilmistir.

Vitis vinifera’da farkli arastiricilar tarafindan yiiriitillen bircok caligmada, klonal
diizeyde molekiiler markorler yardimiyla genetik tanimlama c¢aligmalar1 sonucunda, bir
grup arastirici klonal diizeyde RAPD ve SSR markorler ile tanimlama yoniinde basarisiz
sonuclar elde ederken (Gogorcena et al. 1993; Vignani et al. 1996, Cervera et al. 1998,
Ye et al. 1998, Dangl et al. 2001) diger bir grup arastirict ise RAPD ve SSR markorler
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ile basaril1 sonuglar elde edildigini belirtmislerdir (Schnneider ef al. 1996, Regner et al.

2000 b, Scott et al. 2001)

Klonal varyasyonlarin tanimlanmasi yoniinde son yillarda ¢esitli arastiricilar tarafindan
yapilan arastirmalar sonucunda, SSR markoérlerle genetik analizi oldukg¢a gii¢ olmakla
beraber genomda daha biiyiik alanlarin analizi ile mutasyona ugrayan klonlarin
tanimlanma sansmin arttigl belirtilmektedir. Bu kapsamda, son yillarda arastiricilar,
degisken ve yogun bant olusumundan dolay1 daha az giiven vermesine ragmen, yiiksek
oranda tekrar edilir olma ozelliginin yanm sira genotipler arasi akrabalik iliskisinin
belirlenmesinde olduk¢a uygun bir teknik olan AFLP markorlerle analiz yaklagiminin
klonal varyasyonun tamimlanabilmesine yardimci bir teknik oldugunu belirtmislerdir

(Cervera et al. 1998, Scott et al. 2001, Fanizza et al. 2003).

Vitis vinifera’da somatik mutantlarin ebeveynlerinden farkliliklarinin tanimlanmasi
yoniinde yapilan ilk calismada, Flame Seedless iiziim cesidinin erkenci Ozellikte
somatik mutantinin  genetik karakterizasyonunda AFLP markoérlerin - etkinliginin
arastirlldign calismada; 64 primer kombinasyonundan iki tanesinde polimorfizm elde
edilmis ve Flame Seedless klonlarinda erkencilik yoniinde tanimlama g¢alismalarinda

basar ile kullanilabilecegi belirtilmistir (Scott et al. 2001).

Scott et al. (2001) tarafindan yapilan calismadan farkli olarak zit bulgularin elde
edildigi Fanizza et al. (2003) tarafindan yiiriitiilen arastirmada ise, klon seleksiyonu
calismalar1 sonucu segilen tipik morfolojik farkliliklara sahip Italya iiziim cesidinin
somatik mutantlar1 olan ii¢c ¢esit, Bicchieri (Red Italia), La notte (Elongate Italia) ve
Dipinto (Early Italia) arasinda farkliliklarin belirlenmesinde AFLP markérlerin etkinligi
arastirilmistir. 49 primer kombinasyonundan 3880 AFLP bandi elde edilmis ancak hic
birisinde polimorfizm goézlenememistir. Cok nadiren polimorfik bantlar gozlenmis
ancak tekrar edilir olmadigimi belirtmislerdir. Mutasyonun genom icerisinde oldukca
kiigiik bir alanda meydana gelmis olabilecegini ve dolayis1 ile AFLP ve diger

tekniklerle tanimlamanin miimkiin olamayacagini belirtmislerdir.
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Bellin et al. (2001), Pinot klonlarinda AFLP markoérler ile genetik polimorfizmin
belirlenmesinin amaglandig1 calismada; klonlarin ayriminda AFLP’nin daha az etkili
yontem oldugunu bildirmisler ve burada etkili olan faktoriin gozlenen fenotipik
farkliligin  genomda kiiciik bir bolgeyi etkilemesinden kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir. Ayrica klonlarin karakterizasyonu ve genetik olarak tanimlanmasinda
daha hizli ve etkili bir yontem olan SCAR markorlerin gelistirilmesinin etkili bir

yaklasim olacagini belirtmiglerdir.

Imazio et al. (2002) tarafindan yapilan bir arastirmada; Traminer iiziim cesidine ait 24
klonda 3 farkli yaklasim (SSR, AFLP ve MSAP (methyl sensitive amplified
polymorphism)) ile genetik karakterizasyon calismalan yiiriitiilmiistiir. Sonugta SSR
markorlerin asma klonlar1 arasinda genetik farkliliklarin belirlenmesinde giiclii bir
ayrim vermedigini buna karsin AFLP ile karakterizasyonda basarili sonuglara
ulagildigin1  bildirmislerdir. Calisma sonucglar1 degerlendirildiginde, klonlar arasi
morfolojik farkliliklarin olusmasinda genetik ve epigenetik degisimlerin birlikte
etkisinin s6z konusu oldugunu ve klonal tanimlamada AFLP ve MSAP molekiiler

tekniklerin en iyi yaklasim olabilecegini vurgulamislardir.

Birgok stabil SSR markorler kodlanmayan bolgede bulunmakta ve fenotiple
iliskilendirilmesi oldukc¢a giictiir. Bu nedenle SSR markérler oncelikli olarak cesit
tanimlamada etkin olmasima karsin mutantlarin tamimlanmasinda basarili degildir.
Ancak sadece EST ya da cDNA verilerinden gelistirilen SSR markerlar fenotiple
iliskilendirilebilmektedir. Ciinkii bu primerler, gen ekspresyonunun gerceklestigi

bolgeden gelistirilmistir (Borrego et al. 2002).

Yapilan ¢ok yeni bir calismada yiiksek diizeyde polimorfik o6zellik gosteren EST
kokenli, VRG mikrosatelitler ile Pinot noir klonlarinda polimorfizm basarili olarak
ortaya koyulmustur. Pinot noir klonlar1 arasindaki farklilik 13 tane VRG SSR primeri
ile tammmlanmistir. Kimerik mutantlar 3 allel olusumu gostermislerdir (Regner et al.

2006)
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Aragstiricilar tarafindan klonal degisimlerin karakterizasyonu konusunda elde edilen bu
farkli bulgular degisik sebeplere dayanmaktadir. Baslica sebeplerden birisi klonlarin
olusum orjinin bilinmeyisi, budama ve cogaltma ile mutantlarin izolasyonu ile
korunarak c¢ogaltimi yapilmadigindan klonal farkliliklar olusmaktadir. Bu farkhi
bulgular ayrica; farkli primer kombinasyonlarina, farkli markorlere ve iizerinde calisilan

farkli cesitlerden kaynakli olmaktadir (Fanizza et al. 2003).

Asmalarda kimerik varyasyonlarin molekiiler karakterizasyonu;

Uzun yillar vejetatif cogaltilan Vitis vinifera L. tiiriinde; yiiksek heterozigotik yapiya ve
genomunun yiiksek kromozom sayisina sahip olmasi (2n=2x=38) nedeniyle, uzun yillar
icerisinde kimeralar olusabilmektedir (Riaz ef al. 2002, Zulini et al. 2005). Daha 6nce
arastiricilar tarafindan kimerismin Onemi gosterilmis olmasina ragmen asmada bu

olayin 6nemi heniiz bilinmemektedir.

Asmalarda goriilen bu kimerik durum; yiiksek oranda kimerik yapilarin olusumu
nedeniyle daha ¢ok Pinot grubu cesitlerde olmak iizere diger cesitler iizerinde de,
molekiiler markorler araciligiyla arastiricilar tarafindan incelenmistir (Verdisson et al.
1999, Regner et al. 2000 a, Franks et al. 2002, Riaz et al. 2002, Hocquigny et al.
2004, Zulini et al. 2005).

Asmalarda kimerismin belirlenebilmesi yoniinde, RAPD tekniginin kullanilabilirligini
gosteren ilk caligmada; adventif tomurcuklar kimerik yapinin ortaya cikisinda aday
konumunda oldugu belirtilmis ve adventif tomurcuklarin kimerik karakter tasimasi
yoniindeki bu hipotezi dogrulamak amaciyla RAPD analizi ile molekiiler diizeyde iki
iziim c¢esidi, Chardonnay ve Pinot noir iiziim cesitlerinde calisilmistir. A12 ve C06
isimli iki RAPD primerinin, adventif siirgiinlerde kimerismi belirleme yoniinde etkili

oldugunu bildirmislerdir (Verdisson et al. 1999).

Son yillarda Franks ef al. (2002) ve Riaz et al. (2002), cesit icerisinde bazi kimerik
klonlar1 SSR markorler ile tamimlayabilmisler, ancak tiim klonlarda basarili

olamamislardir. Bu alanda Riaz er al. (2002) tarafindan yapilan bir arastirmada Pinot
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noir ve Chardonnay klonlan igerisinde 100 SSR lokusunun taranmas ile farkliliklar

tespit etmislerdir.

Franks et al. (2002), iki SSR lokusunda f{i¢ allel olusumu gosteren “Pinot Meunier” ve
“Primitivo di Gioia” ¢esitlerinde L1 ve L2 hiicre tabakalarini izole edilip ayr1 ayri
genetik analizi yapildiginda her iki tabaka icin iki allel olusumu gozlenmis dolayisi ile
tictincii allel olusumu her iki tabakadaki ortak kimerik yapiya neden olan allel oldugu

belirlenmistir.

Pinot grubuna giren cesitlerde yiiksek oranda agronomik ve ampelografik varyasyon
gozlenmektedir. Bu nedenle ¢ok biiyiik oranda cesit ve klon zenginligine sahiptir.
Olusan bu varyasyonlarin kaynagini kimerik yapilar olusturmakta ve bu nedenlerle
Pinot grubu, iizerinde cesit ici karakterizasyon calismak icin olduk¢a iyi bir aday

olmaktadir (Hocquingny et al. 2004).

Hocquigny et al. (2004), yapmis olduklarnn calismada INRA (Colmar/Fransa)
Enstitiisiinde bulunan Pinot cesidine ait 145 klon iizerinde ¢alisilarak, 50 mikrosatelit
lokus taranmis ve Pinot gris’e ait PG52 klonunda renkli tane sektoriine sahip bolgelerde
iki mikrosatelit lokusu (VVS2 ve VVMD32) tarandiginda, ii¢ allel olusumu
gozlenmistir. Arastiricilar, ii¢ allelli genotiplerin, genetik olarak farkli iki hiicre
tabakasindan olusan periklinal kimeralan tanimlayabildigini vurgulamiglardir. Ayrica
arastirmada, melezlerdeki Mendel segregasyonu incelendiginde, L2 hiicre tabakasi
tarafindan beyaz tane rengi fenotipik 6zelligi eksprese olurken, L1 hiicre tabakasi renkli
ozellige sahip fenotipten sorumlu oldugu ve eseysel ¢ogaltim ile transforme olmadigini

gostermistir.

Kuzeydogu Italya ¢esitlerinden “Picolit” klonlarinda, genetik varyasyonun
belirlenmesinin amaglandig bir arastirmada, uzun yillar vejetatif ¢cogaltilmis klonlarda
SSR ve AFLP markérlerle genetik analiz ¢alismalar1 sonucunda belirgin bir somatik
stabilitenin olustugunu ancak az oranda da olsa kalict mutasyonlarin ve kimeralarin
olusabilecegini vurgulamislardir. Uzerinde calistiklar1 Picolit ¢esidine ait iki klonda,
kimerik yapimin SSR markorlerle genetik analizi sonucunda, ii¢ allel olusumu ile

tamimlanmustir (Zulini et al. 2005).
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2.3.2.1 SSCP markorler araciigiyla mutasyonlarin tammlanmasi

Bitkilerdeki fenotipik varyasyonlarin bircogunun kaynagini genlerdeki niikleotit sekans
polimorfizmi olusturmaktadir. Bu sekilde varyasyonlar, DNA analizine yonelik cesitli
markor tekniklerle (RFLP, CAPs, SSR, AFLP) ortaya konulabilmektedir. Ancak
fenotipik varyasyonun ana kaynagini olusturan, genlerdeki bir ¢cok mutasyon sekilleri
(niikleotitlerde eklenme, kayiplar, tek niikleotit bazinda degisimler) bu yontemlerle
etkin bir sekilde tanimlanamamaktadir. Bu nedenle genlerdeki 6zel mutasyonlarin
belirlenmesine yonelik SNP analizi gerekmektedir. Genomda bir ¢cok SNP bulunmakta
ve genlerde bulunan bazi SNP markérler 6nemli dzellikleri karakterize etmektedir. Bu
nedenle, genlerdeki SNP’ler cesitlerin genetik tanimlanmasinda oldukga etkin
markorlerdir. Genlerdeki SNP’lerin tanimlanmasinda PCR-SSCP analizi ile ¢ok yiiksek

oranda basarinin eldesi miimkiin olabilmektedir (Shirasawa et al. 2004).

Farkli tiirlerde, baz sekansinda varyasyonlarimi incelemek ve iki tiiriin ayn1 gen
bakimindan farkli versiyonlara sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla; ilgili genin
sekans analizi, ya da SSCP teknigi kullanilabilir. Tek iplik¢ikli DNA fragmentlerinin
elektroforetik ortamda hareketlili§ine dayanan SSCP, SNP’lerin belirlenmesinde en
kolay yontemdir (Orita et al. 1989, Dean et al. 1990, Jaeckel ef al. 1998, Sunnucks et
al. 2000, Kuhn et al. 2005).

SNP’ler, yeni generasyon markdrleri olup, genom icerisinde olduk¢a zengin olmasi
nedeniyle diger markor grubu icerisinde en ilgi ceken grubu olusturmaktadir (Kuhn et
al. 2005). En yeni tahminlere gore, insan genomunda bir SNP ortalama 1000 bp’de
olustugundan, simdiye kadar bilinen en zengin markorlerdir. Ozellikle insan SNP
haritalarinin ¢ikarilmasina yonelik olduk¢a yogun caligmalar bulunmaktadir. Son
yillarda SNP’ler, aym1 zamanda bitki molekiiler biyolojisi ¢alisanlarinin da dikkatini
cekmektedir. Bitki genomunda kodlanan bolgede olugma orani, dagilimi ve frekansi
bakimindan o6zellikle tiir i¢i sekans varyasyonunu belirlemede ilgi ¢ekici markor
grubunu olusturmaktadir. SNP’ye dayali markorler, genom igerisinde olusum oraninin
yiiksek olmasi nedeniyle doygun genetik haritalarin olusturulmasinda, EST haritalarinin

olusturulmasinda, populasyonda allel frekansinin belirlenmesinde, birden fazla lokus
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tarafindan kontrol edilen fenotipik Ozelliklerin genetik iligkilerinin ortaya
koyulmasinda, genetik karakterizasyon ve hastaliklara dayamim taramalarinda son

yillarda kullanilmaktadir (Kuhn ez al. 2005).

Gelecekte birgok bitki tiirlinde SNP haritalarinin hazirlanabilecegi ve yogun olarak
kullanilabilecegi iimit edilmektedir. Bitkilerde, SNP’lerin insan genomundan daha
zengin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, baslangi¢c calismalari, bugday (1 SNP her
20 bp’da) ve musir (I SNP her 70 bp’da) genomunda yapilmistir (Lorz and Wenzel
2004). Vitis vinifera’da SNP’lerin tanimlanmasinda SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) tekniginin oldukg¢a etkin oldugunu vurgulayan ¢ok yeni bir ¢alismada
78 bp’da 1 SNP olustugu belirtilmektedir (Salmaso et al. 2005).

SNP’lerin tamimlanmasinda kullanilan metodlardan birisi, genomik sekansdan
sentezlenmis lokus spesifik primerler araciligiyla, farkli bireylerden DNA ornekleri
kullanilarak PCR amplifikasyonu ve SNP’lerin kesfi amaciyla, PCR {iriiniin sekans

analizi yapilmaktadir.

SSCP teknigi orijinal olarak mutasyonlarin hizli analizi i¢in gelistirilmistir (Orita et al.
1989, Hayashi 1991, Hayashi 1992). Mutasyonlarin tanimlanmasinda; “SSCP (single
strand conformation polymorphism)” markorler olduk¢a hassas ve dogru sonuglar
vermesi nedeniyle avantaj saglamaktadir. DNA sekans verilerinin belirlenmesindense,
sekans varyasyonlarinin tespit edilmesine yonelik teknikler daha ucuz ve daha hizh
yontemlerdir.Mutasyon tarama teknigi olarak, SSCP analizi daha cok tek lokus

polimorfizminin analizinde daha yaygin olarak kullanilmaktadir.

SSCP markorler; DNA polimorfizmi, DNA fragmentinde degisik yerlerdeki
mutasyonlar1 ve sekans varyasyonlarinin tanimlanmasina yonelik, ilk olarak Orita et al.
(1989) tarafindan bildirilmistir. Genetik varyasyonun belirlenmesinde, laboratuvar
kosullarinda uygulama kolayligi saglamasi, ekonomik olmasi ve hassas bir yontem

olmas1 SSCP markérlerin 6nemli avantajlarini olusturmaktadir (Sunnucks ez al. 2000).
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Prensip olarak bu metot, niikleik asitlerin sahip oldugu biiyiikliik ve sekle baglh olarak
poliakrilamid jelde elektroforetik hareketlili§ine dayanmaktadir. Temel protokol olarak;
hedef genomik DNA’nin PCR araciligiyla amplifikasyonu gerceklestirilmektedir. PCR
riinii, denaturasyon sonucu tek iplikcikli yapiya doniistiiriilir ve poliakrilamid jel
elektroforeze tabi tutulur. Jel {izerinde, ana tipten farkli bant deseni veren Ornek,
mutasyonun bulundugunu belirtmektedir. Bant desenlerinde, eger birey homozigot ise
iki bant olusumu, heterozigot ise dort bant olusumu gerceklesmektedir. Belirli bir
uzunlukta verilen cift iplik¢ikli DNA’nin jel elektroforezde hareketliligi, niikleotit
sekansindan bagimsizdir. Buna karsin tek iplik¢ikli DNA’nin hareketliligi; niikleotit

sekansindaki kiiciik degisimler sonucu degisim gosterebilir.

DNA fragmenti, sekans degisimi sonucu poliakrilamid jelde ya da otomatik dizi analiz
cihazinda incelenirse sahip oldugu sekans diizenine gore hareket eder. Eger o6rnekler
farkli yer alir ise sahip olduklari DNA’nmin farkliligindan kaynakli oldugu kesinlikle
sOylenebilir. Bu durum “polimorfizm” olarak adlandirilmakta ve bize incelemis
oldugumuz grubun genetik yapis1 hakkinda bilgi vermektedir. Biiyiik bir populasyonu,
sahip oldugu gen sekansi bakimindan incelemek istedigimizde, oncelikle SSCP
teknigini kullanarak aym versiyondaki gruplarn inceleyebiliriz. Eger birbirine benzer ve
farkli yapiya sahip gruplann bilirsek her kopyadan bir tanesini sekans analizinde
kullanabiliriz. Bu da aym1 forma sahip bir ¢ok genin sekans analizine gerek kalmaksizin
ayirt edilmesine olanak saglamaktadir. Bir cok SSCP protokolii, tek lokusda
polimorfizm analizine yoneliktir. Spesifik DNA primerleri ile, bireylere ait hedef
DNA’larda analiz yapilir. SSCP markorler, SSR ve RFLP gibi kodominant

markorlerdir.

SNP analizleri i¢in birka¢ teknik gelistirilmis olmasina ragmen, en Onemlisi bir
cogunun, mutasyonun pozisyonu ile ilgili bilgiye gereksinim duyulmasidir (Neff et al.

1998, Drenkard et al. 2000).
SNP pozisyonunun belirlenebilmesi icin, biiyiikk genlerde zor olan niikleotit sekans

analizinin yapilmasi gerekmektedir. SNP’nin tanimlanmasinda, SSCP markor tekniginin

basarisi iizerine etkili en onemli iki faktér; SNP’nin pozisyonu ve DNA fragmentinin
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bitytikliigiidiir (Sato and Nishio 2003). SSCP ile varyant fragmentler belirlendikten
sonra, mutasyonun sekli ve pozisyonunun belirlenmesi i¢in spesifik DNA sekansinda,

SNP profili belirlenmektedir (Martin Lopes et al. 2001).

SSCP analizleri bugiin mutasyonlar1 tamimlama iizerine bir¢ok laboratuvarda, yontemde
modifikasyonlarla birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Farkli laboratuvarlarin kendi
calismalar1 dogrultusunda gelistirdikleri degisik SSCP metotlar1 bulunmaktadir. Farkli
SSCP kosullarinin 6zeti ilk olarak Hayashi (1991) tarafindan yaymlanmaistir.

SSCP orijinal olarak, radyoaktif niikleotit kullanilarak gelistirilmis bir yontem olup,
olduk¢a kompleks ve her zaman tekrar edilebilir sonuglar vermediginden, radyoaktif
gereksinimi olmayan, sicaklik kontrollii elektroforetik {iiniteler ve standart mini jel
sistemi ile teknigin modifikasyonu sonucu uygulama kolayligi ve tekrar edilir nitelikte
sonuclara ulasmada basar1 artmistir (Orita et al. 1989, Hayashi and Yandell 1993,
Markoff et al. 1997, Hennesy et al. 1998).

Mutasyon tanimlama yoniinde SSCP markor teknigi, olduk¢a uygun bir yontem olup,
basart % 70-95’e kadar ulasabilmektedir. SSCP analizinde, basar1 ve hassasiyeti
etkileyen faktorler bulunmaktadir. Bunlar; a) jel bilesimi, b) DNA fragment biiyiikliigii,
c) tampon bilesimi ve pH d) elektroforez boyunca sicaklik e) DNA konsantrasyonu
f) DNA fragmentinin G+C konsantrasyonudur (Hongyo et al. 1993, Jaeckel et al. 1998,
Nataraj et al. 1999, Sunnucks et al. 2000). Bu faktorlerden herhangi birindeki degisim,
DNA fragmentinde niikleotit diizeyinde degisimin tanimlanmasinda etkinligi azaltic1 ya
da arttiric1 rol oynamaktadir. Belirtilen faktorlere iliskin detayli aciklamalar asagida

verilmistir.

a) Jel bilesimi

SSCP analizinde hassasiyet ve basari, kullanilan jel tipine baghdir. Optimum jel tipi,
kiigiik gozeneklere sahip olmasi nedeniyle DNA iplik¢iklerinde, varyasyonlarin ideal
olarak belirlenmesinde etkin olan, poliakrilamid tiirevi olanlardir. Ravnik er al. (1994)

2

tarafindan yapilan bir calismada, “Mutation Detection Enhancement (MDE ™)
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jel (FMC Bioproducts, Rockland, ME) ile mutasyon belirleme orani, % 95 diizeyinde
basarili olmustur. Son yillarda yapilan bircok SSCP analizinde standart akrilamid

formulasyonuna gére MDE jel kullanilmaktadir (Nataraj et al. 1999).

Orita et al. (1989), tarafindan yapilan calismada, standart poliakrilamide gore ayrimda
daha etkili olan MDE jelin kullanimu ile, daha biiyiilk DNA fragmentlerinde de basaril
sonuclara  ulagilabildigini  belirtmislerdir. ~ Ayrica MDE-SSCP  profillerinin
belirlenmesinde SSCP yontemi, SNP tanimlama yoniinde en etkili ve basit arac1 bir

yontem oldugunu da vurgulamislardir (Martin Lopes et al. 2001).

Aym zamanda aragtiricilar DNA iplik¢igindeki varyasyonu belirlemede, notral
bilesimlerin ilave edilmesiyle jelin etkinliginin artacagini belirtmislerdir. Buna gore;
notral bilesiklerden, %10-15 konsantrasyonlarinda sakkaroz ve gliserin ile diisiik
konsantrasyonlarda ilavesi ana bireyden farkli mutasyonlarin belirlenmesinde etkinligi
artirmaktadir (Nataraj et al. 1999). Daha biiyiik DNA fragmentinin analizinde;
elektroforez kosullar1 ve SSCP jeline gliserin ilavesi, genellikle analizin hassasiyetini
gelistirmektedir. Ayrica gliserin ilave edilmesi, ortamin pH’m diisiiren etkiye sahip
olacagindan yani asidik bir yap1 kazandiracagindan, yogun elektrostatik giicii azaltarak
mutant fragmentlerin hareketliligini arttirmaktadir (Orita et al. 1989, Hayashi 1991,
Nataraj et al. 1999).

b) DNA fragment biiyiikliigii

PCR-SSCP analizinde hassasiyet, fragment biiyiikliigliniin azalmasi ile iligkilidir.
Fragment biiyiikligii icin optimal sonuglarmm 150-200 bp araliginda saglandigi
belirtilmistir (Nataraj et al. 1999, Wagner 2002). Yaklasik 200 bp uzunlugundaki
fragmentler icin basari, % 90’1n {izerinde olabilmekte ve tek baz degisimleri bile
belirlenebilmektedir (Hayashi 1991, Jaeckel et al. 1998, Sunnucks ef al. 2000). 800 bp
uzunluguna kadar mutasyonlar belirlenebilmesine ragmen, hassasiyet o kadar yiiksek
olamamaktadir. PCR iiriinii, SSCP analizinden 6nce mutlaka kontrol edilmelidir (Orita
et al. 1989, Hayashi and Yandell 1993, Markoff et al. 1997, Hennesy et al. 1998,
Nataraj et al. 1999).
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¢) Tampon bilesimi ve pH

Arastiricilar, diisik pH oranina sahip jel ve bufferi, SSCP analizi yapilacak DNA
fragment uzunlugunda yaklasik 800bp’e kadar etkinligi belirgin bir sekilde arttirdigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte, diisiik pH ile beraber yiiksek tuz konsantrasyonlari
niikleikasit fosfatbaglar1 arasindaki elektrostatik giiciin kirilmasinda oldukga etkin bir
ortam olusturmaktadir. Boylelikle tek iplik¢ikli DNA fragmentinin belirgin
konformasyonlar1 gerceklesmektedir (Nataraj et al. 1999).

d) Elektroforez boyunca sicaklik

Elektroforez i¢in en uygun kosul, % 5-10 gliserin iceren ortamda, oda sicakliginda 20-
25 °C’de, ya da gliserin icermeyen elektroforetik kosulda 4 °C oldugu belirtilmistir
(Hayashi 1991, Hongyo 1993).

e) DNA konsantrasyonu

Jel iizerinde DNA Orneginin hareketliligi konusunda en onemli faktorii, molekiiler
agirligindan cok DNA yapisi olusturmaktadir. SSCP analizinde, 10-100 ng amplifiye
edilmis DNA 6rnegi kullanilmaktadir. Bir niikleotit degisimi, DNA’nin elektroforetik
hareketliligini etkilemekte ve farkli bant deseni olusturmaktadir (Hongyo et al. 1993,
Sunnucks et al. 2000).

f) DNA fragmentinin G+C konsantrasyonu

Calismalarda, ilgili DNA fragmentindeki G+C konsantrasyonunun da DNA

iplik¢iginin hareketliligini etkiledigi belirtilmektedir. Piirin konsantrasyonun yiiksek

olmasi, DNA fragmentinin hareketliligi {izerine olduk¢a 6nemli etkide bulunmaktadir.
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2.3.2.2 SSCP markorlerin kullamim alanlari

SSCP markorler 6zellikle, insan genetigi ¢alismalarinda, genlerde olusan mutasyonlari
belirlemeye yonelik, tipta hastaliklarin tam ve teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Hayashi 1991, Sunnucks et al. 2000, Makino et al. 2000, Lacerda et al. 2005).

Bu teknik ayn1 zamanda; yiiksek diizeyde iliskili olan iki gen arasindaki ekspresyon
iriiniiniin karakterizasyonunda (Hedley et al. 1994), gen familyas: igerisinde yer alan
genler arasindaki farkliligin analizinde (Hagiwara et al. 1998, Slabough et al. 1997) ve
gen haritalama ¢aligmalarinda (Slabough er al. 1997, Phillips and Vasil 2001, Xie et al.
2002) kullanilmaktadar.

Insan genetigi konusunda kullanim alanlar

Tipta hastaliklarin teshisinde 6zellikle kanser tiirlerinde, mutasyonun tespitinde SSCP,
son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle gogiis kanseri, beyin
kanseri gibi pek cok kanser tiirleri ile iliskili olan bircok gen iizerinde yogun olarak
calismalar siirdiiriilmektedir. Onemli hastaliklardan anemi, yiiksek kolestrol, diabet ve
kalp rahatsizliklar ile ilgili genlerde mutasyonlarin tanimlanmasi {izerine ¢alismalar

bulunmaktadir (Bunn et al. 2002, S6zen et al. 2005).

Kanserle ilgili genetik mutasyonlarin tanimlanmasinda PCR’a dayali teknolojiler hassas
belirleme yontemleridir. insanda timor olusumu ile iliskili olan p53 geni iizerinde
yapilmis bir¢ok calisma bulunmaktadir. Kanser hastalarinda, pS3 geni mutasyonlarinin
SSCP teknigi ile tanimlanmas1 miimkiindiir. Normal ve oldiiriicii hiicrelerin bir arada
bulundugu o6rneklerde molekiiler yontemlerle hastaliklarin teshisi yapilabilmektedir.
Ozellikle Cin ve Japon arastiricilar bu konuda yogun olarak ¢alismaktadir. Kanserle
iliskili olarak, sadece bu gen iizerine 1000’den fazla ¢alisma bulunmaktadir (Philips et

al. 2000, Bunn et al. 2002, Sozen et al. 2005, Lacerda et al. 2005).

Tipta hastaliklarin teshisine yonelik yapilan caligsmalardan; Tiirk hastalarinda, kalitsal

hiperkolestroliin molekiiler tanimlanmasi yoniinde yapilan ¢cok yeni bir arastirma ornek
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olarak verilebilir. LDLR “Low Density Lipoprotein Receptor”, isimli gende mutasyon
sonucu kalitsal hiperkolestrol hastaliginin olustugu bilinmektedir. 36 tane hastada
LDLR geninde mutasyonu izlemek amacgh test analizleri yapilmistir. Exon-intron
mutasyonlari, fluorescent SSCP (F-SSCP) ile analiz edilmistir. Mutasyon tanimlamada
F-SSCP tekniginin etkinligi arastirilmis ve mutant bolgelerin tanimlanmasinda bagarilt

sonuclar elde edildigi belirtilmistir (Bunn et al. 2002, Sozen et al. 2005).

Bitki genetiginde kullanim alanlari

SSCP markorlerin bitki genetiginde kullanimi ile ilgili olarak son yillarda oldukga
sinirh bitki tiirlerinde calismalar bulunmaktadir (Plomioni et al. 1999, Wang et al.

2001, Xie et al. 2002, Sato and Nishio 2003, Kajiwara et al. 2005).

Genom haritalama caligmalarinin ardindan, bitki genom calismalarinda gelecek en
onemli adim; bir tiire ait bir ¢cok gen familyasinda niikleotit sekans varyasyonunun
analizinin yapilabilmesi ve buna bagli olarak fenotipik varyasyon ve niikleotit sekans
dizilisindeki farkliliklar arasindaki iligskinin ortaya ¢ikarilabilmesidir. Bu nedenle SNP
analizi, genlerin fonksiyonunun belirlenmesi {izerine olduk¢a 6nem kazanacaktir (Sato
and Nishio 2003). Tarimsal 6neme sahip genlerle ilgili olarak, bilgilerin edinilmesi hizla
artan 6neme sahip olacak ve SNP analizi ile bu genler, bitki 1slah programinda

iliskilendirilebilecektir.

SSCP yonteminin kullanimi konusunda bitkilerde yapilan calismalar oldukca sinirh
olmakla birlikte, Vitis vinifera’da viriislerin molekiiler tanimlanmasinda (Goszcysnki
and Jooste 2002, Jooste and Goszcynski 2005) ve genom haritalama g¢aligmalarinda
(Salmaso et al. 2004, Troggio et al. 2006) kullanilmaktadir.

Bitkilerde yapilmis calismalara bir drnek olarak bugdayda yapilmig bir ¢alismada, gf-
2.8 geni mutasyonlar1 SSCP analizleri ile tamimlanmistir. Bugdayda, gf 2.8 geni, tuza
toleransla iliskili olan gen olarak bilinmektedir. Primerler, tuza tolerant mutantda, gf-2.8
geni kodlanan bolgesinden dizayn edilmistir. Tiim materyallerde yaklasik 685 bp DNA
fragmenti, agaroz jel elektroforezde amplifikasyona tabi tutulmugstur. SSCP ve sekans

analizi kombinasyonlu yiiriitilen calismada, mutasyon taramalari1 SSCP analizi ile
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yiirtitiilmiigtiir. Mutasyonun pozisyonu ve sekli de sekans analizleri ile ortaya

koyulmustur (Wang et al. 2001).

Bitkilerde yapilan calismalara bir diger 6rnek, heniiz genom haritalamasi tamamlanmig
olan pirin¢cde yapilmig bir ¢calismada; Waxy geni mutasyonlarinin tanimlanmasi, CAPs
“Cleaved Amplified Polimorphism” ve SSCP markorler ile kombine analizlerle
gerceklestirilmisti. DNA polimorfizminin analizinde olduk¢a basarili sonuglara
ulagilmistir. Mutasyon taramalarinda, aminoasit degisimleri ile sonu¢lanan mutasyonlar,
eksonlarda niikleotit degisimleri olarak gerceklestigi belirtilmistir. Arastirma
sonuclarinda, SSCP’nin genis bitki genlerinde nokta mutasyonlarinin tanimlanmasinda

oldukga yararl bir teknik oldugunu ortaya koymuslardir (Sato and Nishio 2003).

Piringde yapilan bir diger calismada, RuBisCO/LS “Ribuloz  Bisfofat
Carboxylaseoxygenase Large Subunit” gen mutasyonlart SSCP analizi ile
tanimlanmistir RuBisCO/LS, fotosentezden sorumlu anahtar enzimdir. Bu caligmada,
mutant cesitler arasindaki farkliliklar, mutant gen analizleri, SSCP ve niikleotit sekans
analizi ile tamimlanmistir. DNA sekans analizi ile bu gende mutasyonlar; eklenme ve
kayiplar seklinde niikleotit degisimleri olarak tanimlanmistir. Kodlanmayan bolgede
gbzlenen bu mutasyonlar, RuBisCO/LS gen iiriiniiniin azalmasi sonucu mutant piring
hattinda gozlenmistir. Bunun sonucu olarak da, mutant hatlarda renk acilmalar

gercekleserek sari renk yaprak olusumu goriilmiistiir (Kajiwara et al. 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

“Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik Karas1 Uziim Cesitlerinde Uyarilmis Mutasyon
Etkilerinin Sitolojik ve Molekiller Tammlanmasi” isimli bu ¢alisma, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii’nde 2002-2006 yillar1 arasinda
yiiriitiilmiistiir. Tez calismast ‘Yerli Uziim Cesitlerinin Mutasyon Islah1 le

Gelistirilmesi’ konulu projenin bir alt boliimiinii olusturmaktadir.

Calisma, TUBITAK (TOGTAG-3091) tarafindan desteklenmis, ayrica konu ile ilgili
olarak TUBITAK ve Italya Hiikiimeti burslarinin kazanilmasi sonucunda, molekiiler
tanimlama caligmalari, 2004-2005 yillar1 arasinda, San Michele Tarim Enstitiisii’'nde

(Istituto Agrario San Michele All Adige, IASMA (Trento-Italia)) yiiriitiilmiistiir.

Tez calismasinin asamalarina gore kullanilan materyaller ve izlenilen yontemlere iliskin

bilgiler agagida sunulmustur.

3.1 Isin Uygulamalan

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim c¢esitlerinde populasyon icerisinde
varyasyonu arttirmak amaciyla gama radyasyonu uygulanmistir. Bu amacla arastirma
materyalleri, Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Saraykdy Niikleer Arastirma ve

Egitim Merkezi’nde bulunan Co® gama kaynaginda 1sinlanmaistir.
Gama radyasyonu uygulamalarinda bes farkli doz (20, 25, 30, 40 ve 45 Gray)

kullanilmistir. Her radyasyon dozu icin 100 adet olmak iizere, iki ¢esitte toplam 1000

adet tek gozlii celik 1sinlanmastir.
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3.2 Mutant Koleksiyon Parselinin Kurulmasi

Isinlanmis tek gozlii celikler 99R anaci iizerine asilanarak tiiplii fidanlar elde edilmistir.
Sera kosullarinda gelismesini tamamlayan fidanlar, 0.5 m x 1.0 m dikim aralig ile baga
aktarilmistir. Mutant koleksiyon parseli 2002 yilinda, Ankara Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Arastirma ve Uygulama Bagi’nda kurulmustur.

Gama radyasyonu uygulamalarimin ardindan ¢evresel ve radyasyon etkisinin
olusturdugu fizyolojik zararlanma nedeni ile ortaya c¢ikan kayiplar sonucu arastirma
parseline dikilen ve baglangic populasyonunu olusturan toplam birey sayis1 Sultani
Cekirdeksiz i¢in 207 adet, Kalecik karasi i¢in 315 adet olup, 1s1nlama dozlarina gore

birey sayisinin dagilimi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, her iki ceside ait 10’ar adet kontrol bitkisi arastirma
parselinde yer almistir. Kontrol bitkileri, karsilastirmali olarak incelenmek iizere

mutagen uygulanmamis bireyleri ifade etmektedir.

Sultani Cekirdeksiz cesidine ait proje parselinde yer alan SC 50 Gy 3 numarah aday
birey, cekirdeklilik ozelligi gostermesi nedeniyle sitolojik ve genetik tanimlama

calismalarinda kullanilmak {izere tez ¢calismasinda yer almistir.

Cizelge 3.1 Mutant koleksiyon parseline dikilen aday bireylerin ¢esitlere ve dozlara
gore sayis1

Doz Sultani Cekirdeksiz Kalecik karasi
(adet) (adet)
20 Gy 63 83
25 Gy 66 79
30 Gy 46 54
40 Gy 20 49
45 Gy 2 40
Kontrol 10 10
Toplam 207 315
Genel Toplam 522
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3.3 Fenotipik Degisimlerin Belirlenmesi

Mutant koleksiyon parseline aktarilan bitkilerde, 1sinlamay1 izleyen birinci (M 1V 1-2002
yil1), ikinci (M1V2-2003 yili) ve iiciincii vejetasyon (M1V3-2004 yili) donemlerinde,
toprak {istii organlarinda ¢iplak gozle goriilebilen bazi vejetatif 6zellikler dikkate
almmig ve kontrol bitkileri ile kargilastirmali olarak morfolojik degisimler

incelenmiglerdir.

Buna gore Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi aday bitkilerinde, vejetatif 6zellikler
dikkate alinarak, genel gelisme durumu, siirgiin ve g6z yapisi, siiliikk yapisi ve yaprak
yapisi bakimindan biitiin bireyler gozlenerek bitkilere ait kimlik bilgileri ¢ikarilarak

fenotipik degisimler incelenmistir.

3.4 Sitolojik Tammmlama Calismalar:

Fenotipik gozlem sonuglarina gore, kontrol bitkilerinden farkli bulunan ve iki yil
(M1V1-2002 ve M1V2-2003) tekrar eden ozellikleri gosteren bireyler sitolojik
tamimlama c¢alismalart igin secilmislerdir. Sultani Cekirdeksiz’de 26 adet, Kalecik
karasi’'nda 18 adet birey secilerek, gama radyasyonunun kromozom sayist bakimindan
olusturabilecegi etkiler sitolojik olarak incelenmistir. Cizelge 3.2-3.3’de her iki cesitte

tizerinde calisilan bireyler ve fenotipik farkliliklarma ait kisa bilgiler sunulmustur.

Sitolojik incelemelerde kromozom sayisi incelenmistir. Vitis vinifera kromozomlari
oldukga kiiciik yapili olmalarinin yam sira, hiicre igerisindeki diploid saymin yiiksek
olmasi1 (2n=38) nedeniyle mikroskopik incelenmeleri olduk¢a sorunludur. Bu calismada
kromozomlar, meristematik kok ucu hiicrelerinde metafaz safhasinda incelenmistir.
Uygun kok oOrneklerinin elde edilmesi ve Orneklere uygun sitolojik metotlarin

belirlenebilmesi i¢in 6n denemeler yapilmistir.
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Cizelge 3.2 Sultani Cekirdeksiz populasyonundan sitolojik incelemeler icin secilen
mutant adayi bireyler ve bazi dzellikleri

No Birey adi Fenotipik degisim Gelisme durumu
1 SC 20 Gy 29 | Genel olarak klorofil mutasyonlar1 ve iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
2 SC 20 Gy 41 | Genel olarak iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
3 SC 25 Gy 14 Bazi1 bogumlarda bogum arasinin kisalmasi ve ki goziinden yaprak Kuvvetli gelisme

olusumu
4 SC 25 Gy 17 | Genel olarak iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
5 SC 25 Gy 38 | Genel olarak koyu yesil renkli ve iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
Iri ve kalin yaprak olusumu .
6 SC25Gy 48 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlari Normal geligme
7 SC 30 Gy 2 Tiim bitkide siiliiklerden yaprak olusumu ve kis goziinden yaprak Kuvvetli gelisme
olusumu
8 SC30Gy3 Genel olarak koyu renkli ve iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
9 SC30Gy5 Bazi bogumlarda siiliiklerden yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
10 SC 30 Gy 7 Bazal bogumlarda iri yaprak olusumu Normal geligsme
Yapraklarda sekil anormallikleri ve klorofil mutasyonlari .

1 S€ 30 Gy 9 Bazi bogumlarda bogum aralarinin kisalmasi Normal gelisme
12 SC30Gy 11 Genel olarak iri yaprak olusumu ve tiim bogumlarda ki goziinden Kuvvetli geligme

yaprak olusumu

13 SC 30 Gy 12 | Bazal bogumlarda iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
14 SC 30 Gy 13 | Bazal bogumlarda iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
15 SC 30Gy 14 Siiliiklerden yaprak olusumu ve bazi yapraklarda klorofil Kuvvetli geligme

mutasyonlari olusumu

16 SC 30 Gy 17 | Baz1 bogumlarda iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
17 SC 30 Gy 19 | Baz1 bogumlarda iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
18 SC 30 Gy 20 | Genel olarak iri ve kalin yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
19 SC 30 Gy 31 | Kalin ve kaba dokulu yaprak olusumu Kuvvetli gelisme

20 SC 30 Gy 33 | Iri yaprak olugumu Kuvvetli geligme

21 SC 30 Gy 34 Genel olarak iri yaprak olusumu ve bazi bogumlarda bogum Kuvvetli gelisme

aralarinin kisalmasi

22 SC 30 Gy 35 | Genel olarak kalin ve kaba dokulu yaprak olusumu Kuvvetli gelisme

23 SC 30 Gy 37 | Genel olarak iri yaprak olusumu Normal geligsme

24 SC 30 Gy 40 | Yapraklar genel olarak koyu renkli ve kalin yaprak yapist Normal geligsme

25 SC 30 Gy 45 | Iri yaprak olusumu Normal geligsme

26 SC 50 Gy 3* | Cekirdekli meyve olusumu Kuvvetli gelisme

* Proje parselinden sitolojik incelemeler i¢in alinmustir.
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Cizelge 3.3 Kalecik karasit populasyonundan sitolojik incelemeler icin

adayi bireyler ve baz1 6zellikleri

secilen mutant

No Birey adi Fenotipik degisim Gelisme durumu
1 KK 20 Gy 61 | Iri yaprak olusumu ve klorofil mutasyonlar Kuvvetli gelisme
2 KK 20 Gy 70 Bazal kls'1mla'rda iri yaprak olusumu ve yapraklarda sekil Kuvvetli gelisme

anormallikleri
3 KK 25 Gy 24 | Genel olarak iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
4 KK 25 Gy 35 | Bazal kisimlarda iri yaprak olusumu Normal geligsme
5 KK 25 Gy 42 | Iri ve kalin yapili yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
6 KK 25 Gy 58 | Bazal kisimlarda iri ve kalin yapili yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
7 KK 25 Gy 60 | Iri ve kalin yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
Kaba ve kalin yaprak olusumu L
8 KK 30 Gy 1 Hemen hemen tiim bogumlarda ikiz g6z olusumu Kuvvetli geligme
9 KK 30 Gy 2 Bazi bogumlarda bogum arasinin kisalmasi ve bogumlarda ikiz goz Normal gelisme
olusumu

10 KK 30 Gy 6 Genel olarak iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
11 KK 30 Gy 7 Bazi yapraklarda iri ve kalin yaprak olusumu Normal geligsme
12 KK 30 Gy 8 Tiim bitkide normalden iri yapili yapraklar ve kis goziiniin iizerinde Kuvvetli gelisme

yaprak olugumu

13 KK 30 Gy 9 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlar1 ve baza kisimlarda iri Zayif geligme

yaprak olugumu

14 KK 30 Gy 18 | Genel olarak iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
15 KK 30 Gy 19 | Genel olarak iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
16 KK 40 Gy 18 | Genel olarak Iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
17 KK 40 Gy 36 | Genel olarak iri yaprak olusumu ve yapraklarda sekil anormallikleri | Kuvvetli gelisme
18 KK 45 Gy 11 | Bazal kisimda iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme

3.4.1 Kok uclarmin elde edilmesi

Kok uclarinda kromozom sayimi i¢in, mitoz boliinmenin metafaz sathasinda sayilabilir

nitelikte kromozomlarin gozlenebilecegi bir yontemin belirlenmesi gerekmektedir. Bu

amagla ilk asamada uygun koklerin elde edilmesi i¢in in vitro ve kontrollii kosullarda in

vivo ¢ogaltma tekniklerinden yararlanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Sitolojik caligmalarda kullanilan koklerin in vitro (a-b) ve in vivo (c-d)
kosullarda elde edilmesi

Kromozomlarin metafaz sathasinda goriintiilenebilmesi i¢in kok uclarinin alinma
zamani Onemlidir. Bu nedenle 6n ¢aligmalar icin yukarida belirtilen her iki kosulda
koklendirilmis celiklerden giiniin sabah boliimiinde olmak kosuluyla 6 farkli saatinde
(09:00, 09:30, 10:00, 10:30, 11:00, 11:30) kok ornekleri alinmistir. Mikroskopik olarak
hiicrelerde metafaz safhasinin en yogun olarak gozlenebildigi saatler 10:30-11:00 arasi

oldugu saptanmistir.

3.4.2 Kromozom saymminda kullanilan sitolojik yontemler

Ikinci asamada kromozom sayimi i¢in en uygun sitolojik yontemlerin belirlenmesi igin

on calismalar yapilmstir.

Kromozom incelemelerinde yontem secimi amaciyla kullanilan sitolojik yontemlerden
birincisi Kuksova et al. (1997) tarafindan kullanilan yontemdir. Bu yonteme gore, kok
ornekleri 6n islem uygulamasi olarak, 2 saat siireli % 0.03’lilkk kolkisin’de oda

kosullarinda bekletildikten sonra, +4 °C’ de 4-5 saat Carnoy tespit ¢ozeltisinde
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(3 kisim etil alkol : 1 kisim glasiyal asetik asit) tespit edilmistir. Boyama asamasinda;
+4 °C’de % 1’lik asetoorsein icerisinde 5-6 giin siire ile bekletilerek kok dokularinin
boyanmasi saglandiktan sonra, kok ucunun 0.5-1 mm’lik u¢ kismi temiz lam iizerine

almarak, % 45’lik asetik asit ile ezme preparat hazirligi yapilmistir.

Ikinci olarak Yamashita et al. (1998) tarafindan belirtilen yontem izlenmistir. On islem
uygulamasinda kokler 2 °C’de 24 saat siire ile su igerisinde bekletildikten sonra Carnoy
cozeltisinde 24 saat tutulmustur. Daha sonra, 1 N HCL ile 60 °C’de 1 dakika hidroliz
islemi gerceklestirilmistir. Hidroliz isleminin ardindan, kokler feulgen boyasinda 8-9
saat bekletilerek boyanmistir. Daha sonra 1-2 damla asetokarmin ile ezme preparat

hazirligr yapilmistir.

On calismalarda kullanilan iiciincii yontem enzimler yardimiyla hiicre icerisinde
kromozomlarin daha iyi goriintiilenebilmesi amacina uygun olarak, Park et al. (1999)
tarafindan belirtilen yontem denenmistir. Bu yonteme gore kokler 2 saat siire ile oda
sicakliginda, 2 mM 8-hydroxyquinoline igerisinde 6n isleme tabi tutulmustur. Tespit
icin diger yontemlerdeki gibi Carnoy cozeltisi kullanilmis ve +4 °C’de 2 saat tespit
yapilmistir. Tespit ¢ozeltisinden alinan ornekler, saf su ile yikanmistir. Daha sonra
hazirlanan enzim karisiminda 38 °C’de, 30-60 dakika tutulmustur. Enzim karisimi; % 4
cellulase RS (Yakult) ve % 1 pectolyaseY23 (Seishin Pharmaceutical) enzimleri ile.
0.07 M KCL ve 0.075 M NayEDTA ile hazirlanan ¢ozeltisi 0.1 M HCL ile pH:4 olacak
sekilde hazirlanmigtir. Preparat hazirligi asamasinda, enzim uygulamasinin ardindan
kok uclar1 yikanarak lam iizerine alinmis ve birka¢ damla asetik asit ile ezme isleminin
ardindan % 4 Giemsa (1/15 fosfat buffer ¢ozeltisinde hazirlanmis, pH:6.8) ile 3-5
dakika siire ile boyamanin ardindan oda kosullarinda kisa siire tutularak devamli

preparat yapilmis ve mikroskopta incelenmistir (Park et al. 1999)

Feulgen ile boyamanin yapildigi 2. yontemde hiicrelerde kromozomlar yeterli olarak
boyanmadig1 ve kromozomlar ile sitoplazma arasinda istenilen diizeyde kontrast elde
edilemediginden; 3. yontemde ise Giemsa boyasinin hiicrelerde sitoplazmanin ¢ok
yogun boyanmaya neden olmasit sonucunda yine kromozomlarda net bir goriintii

saglanamadigindan mikroskobik gozlemler basarisiz olmustur.

42



Kullanilan yontemler icerisinde daha basarili sonuglarin elde edildigi Kuksova et al.
(1997)’nin yontemi hidroliz asamasinin eklenmesi ve boyamanin farkli uygulanmasi ile
modifiye edilerek gelistirilmistir. Hidroliz islemi kok dokularinin yumusamasini ve
hiicrelerin kolay dagilmasim1 sagladigi gibi, hiicrelerde temiz bir sitoplazma
goriintiistiniin elde edilmesine de yardimci olmaktadir. Bu nedenle, yonteme hidroliz
uygulamasi eklenmistir. ikinci farklilik boyamada kullanilan asetoorsein’in derisimi ve
boyama siiresinde yapilmistir. Kuksova et al. (1997)’na gore kokler % 1 asetoorsein
boyast icerisinde 5-6 giin siire ile tutuldugunda, kok hiicrelerinin bozuldugu,
sitoplazmanin oldukca yogun boyandig1 gézlenmistir. Bu nedenle daha yiiksek derisimli
olarak % 2’lik asetoorsein ile daha kisa siireli olacak sekilde, kok yapisina bagli olarak
1 ya da 2 giin bekletilerek koklerin boyanmasi saglanmustir. Ince yapili koklerde
1 giinliik boyama sonucunda iyi bir sitoplazmik boyama saglanirken, kalin dokulu
koklerde 2 giin boyama ile daha iyi hiicre goriintiileri elde edilmistir. Belirtilen
aciklamalara gore, sitolojik caligmalarda izlenilen yontem asamalarn ile asagida

verilmistir.

1. Kok ornekleri 10:30-11:00 arasinda alinmastir.

2. On islem uygulamasi olarak 2 saat siireyle kok ornekleri % 0.03 kolkisin’de
bekletilmistir.

3. Tespit igin Carnoy ¢ozeltisi kullamlmistir. Kokler +4 °C’de 4-5 saat bekletilerek
tespit edilmistir.

4. Hidroliz 1 N HCl igerisinde 60 °C’de 15 dakika siire ile yapilmistir.

5. Boyama % 2’lik asetoorsein ile kokiin yapisina bagh olarak 1 veya 2 giin siireyle
bekletilme seklinde uygulanmastir.

6. 1-2 mm’lik boyanmis kok uglarinda 1 damla asetik asit (% 45) yardimiyla ezme

yontemiyle preparat yapilmistir.
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3.4.3 Mikroskop incelemeleri ve devaml preparatlarin hazirlanmasi

Ezme preparatlar Zeiss Axiolab mikroskop ile incelenmis ve mikrofotograflari

cekilmistir. Mikroskopta fotograflanacak olan preparatlar devamli hale getirilmislerdir.

Devamli preparatlar sivi azot teknigi kullanilarak hazirlanmistir (Yiizbasioglu vd.
1997). Bu amacla ezme preparat, 3-5 saniye siire ile sivi azot icerisinde tutulmaktadir.
Siv1 azottan alindiktan sonra lamel bir ucundan dikkatli bir sekilde kaldirilarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha sonra Depex ile kapatilarak devamli preparat

haline getirilmistir.

3.5 SSCP Markorler ile Molekiiler Tammmlama Calismalari

Morfolojik ve sitolojik tanimlama sonuglarina gore farkli 6zelliklere sahip oldugu
bilinen mutant bireylerin molekiiler olarak tanimlanmasi amaciyla, bitkilerde mutasyon
bolgelerinin molekiiler tanimlanmasinda 6nerilen yontemlerden biri olarak son yillarda
onem kazanan SSCP teknigi (Single Strand Conformation Polimorfizm-Tek Iplik¢ikli
DNA Konformasyon Polimorfizmi) kullanilmistir. Calismalarin 6nemli bir boliimii San
Michele Tarim Enstitiisii’'nde (Istituto Agrario San Michele All Adige, IASMA- Italia)

Dr. Riccardo Velasco’nun teknik danismanligi ile gerceklestirilmistir.

SSCP markérler, 20-25 bp uzunlugunda 6zel primerlerin kullanmildigi, DNA
fragmentlerinin (200-800 bp) PCR amplifikasyonu sonucu, denature edilmis tek
iplik¢ikli DNA’da niikleotit sekans varyasyonunu, jel elektroforez yardimiyla
tanimlanmaktadir. Yontem, tek iplik¢cikli DNA’nin  bagimsiz  hareketliligine
dayanmaktadir. DNA dizisinde, sekans analizine gerek kalmaksizin niikleotit
varyasyonlarin1 belirlemede biiyiik avantaj saglamakta olup ayrica gen spesifik olmasi
nedeniyle, primer dizayni i¢in gen sekans bilgisi kullanilarak, mutasyonlan belirlemede

kullanilmaktadir (Hayashi 1992).
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Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim cesitlerinde elde edilmis olan uyarilmis
varyasyon icerisinden morfolojik ve sitolojik tanimlamalara gore secilen 22 aday ve bir
adet kontrol 6rnegi olmak iizere toplam 23 adet bireyde mutasyonlarin SSCP markérler
ile molekiiler diizeyde tamimlamasi yapilmistir. Uzerinde calisilan mutant adayi

bireylere ait kisa fenotipik 6zellikler Cizelge 3.4 - 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait, SSCP analizlerinde kullanilan

mutant aday1 bireyler

No Birey ad1 Fenotipik degisim Gelisme durumu
1 SC 20 Gy 29 Genel olarak klorofil mutasyonlar1 ve iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
2 SC 20 Gy 46 Bazi yapraklarda sekil anormallikleri Normal gelisme
3 SC 20 Gy 69 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlari Kuvvetli gelisme
4 SC 25 Gy 2 Genel olarak yapraklar normalden kalin yapili ve koyu yesil Kuvvetli gelisme

renkte
5 SC25Gy 12 Yapraklarda sekil anormallikleri Normal gelisme
6 SC 25Gy 14 13a21. bogumlarda bogum arasinin kisalmasi ve kis goziiniin Kuvvetli gelisme
lizerinde yaprak olusumu
7 SC 25 Gy 40 Kiigiik yapili yapraklar ile yapraklarda sekil bozukluklar: Zayif gelisme
8 SC 25 Gy 43 Klorofil mutasyonlarinin olusumu Kuvvetli gelisme
9 SC 25 Gy 44 Klorofil mutasyonlar1 ve iri yaprak olusumu Kuvvetli gelisme
Iri ve kalin yaprak olusumu .

10 SC25 Gy 48 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlari Normal gelisme

1 SC 25 Gy 60 'Kz'ihnfiokulu ve koyu yesil renkli yapraklar ve bazi1 bogumlarda Kuvvetli gelisme
ikiz g6z olugumu

12 SC 25 Gy 61 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlari Normal gelisme

13 SC30Gy 2 Tum bitkide siilitklerden yaprak olusumu ve kis goziiniin Kuvvetli gelisme
tizerinde yaprak olusumu

14 SC30Gy 5 Bazi yapfakla.rda klorofil mutasyonlar1 ve yapraklarda sekil Kuvvetli gelisme
anormallikleri
Yapraklarda sekil anormallikleri ve klorofil mutasyonlari .

15 S¢30Gy9 Bazi bogumlarda bogum aralarinin kisalmasi Normal geligme

16 SC30Gy 11 Gf:nf:l olarak iri yaprak olusumu ve tiim bogumlarda kis Kuvvetli gelisme
goziinden yaprak olusumu

17 SC 30 Gy 14 Siiliiklerden yaprak olusumu, ve bazi yapraklarda klorofil Kuvvetli gelisme
mutasyonlar1 olusumu

18 SC 30 Gy 34 Iri yaprak olusumu ve baz1 bogum aralarinin kisalmasi Kuvvetli gelisme
19 SC 30 Gy 41 Yapraklarda sekil anormallikleri Normal gelisme

20 SC 30 Gy 44 Yapraklarda klorofil mutasyonlari olusumu Kuvvetli gelisme

21 SC 40 Gy 21 Kiigiik yaprak olusumu, zayif siirgiin gelisimi ve bagum aralar1 Zayif gelisme

kisa yapida

22 SC 50 Gy 3* Cekirdekli meyve olusumu Kuvvetli gelisme

* Proje parselinden genetik tanimlama ¢alismalarinda kullanilmak tizere alinmistir.
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Cizelge 3.5 Kalecik karasi iiziim cesidine ait SSCP analizlerinde kullanilan mutant

aday1 bireyler
No Birey adi Fenotipik degisim Gelisme durumu
1 KK 20 Gy 13 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlar1 olusumu Kuvvetli gelisme
2 KK 20 Gy 15 Yaprak anormallikleri ve genel olarak klorofil mutasyonlar1 Normal geligsme
3 KK 20 Gy 61 Bazal bogumlarda iri yaprak olusumu ve klorofil mutasyonlar1 | Kuvvetli gelisme
4 KK 20 Gy 70 Er?ozrarill;hsillirllé?irda iri yaprak olusumu ve yapraklarda sekil Kuvvetli geligme
5 KK 20 Gy 79 Yaprak anormallikleri ve klorofil mutasyonlart Normal gelisme
6 KK 25 Gy 8 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlari Normal gelisme
7 KK 25 Gy 52 Bazi yapraklarda sekil anormallikleri Kuvvetli gelisme
5 KK 30 Gyl Iﬁztlfezehiizﬁl};;?;aé(o%ﬂﬁlllgza ikiz gdz olugumu Kuvvetli gelisme
9 KK 30 Gy 2 Kisa bogum olusumu ve ikiz goz olusumu Normal gelisme
10 | KK 30 Gy 3 Tkiz g6z olusumu, siilitkten yaprak olusumu Normal gelisme
11 | kK30 Gy 8 Tum bitkide normalden iri yapili yapraklar ve ki goziiniin Kuvvetli gelisme
iizerinde yaprak olusumu
12| KK 30 Gy9 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlari Zayif gelisme
13 | kK 30 Gy 13 Kalin ve kaba yaprak olusumu ve bazi yapraklarda klorofil Kuvvetli geligme
mutasyonlari
14 1 KK 30 Gy 53 Bazi1 bogumlarda siiliiklerden yaprak olusumu Normal geligsme
I5 | KK 40 Gy 32 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlar1 Kuvvetli gelisme
16 | KK 40 Gy 36 Iri yaprak olusumu ve yapraklarda sekil anormallikleri Kuvvetli gelisme
17 | KK 40 Gy 38 Bazi yapraklarda klorofil mutasyonlari Kuvvetli gelisme
18 | KK 45 Gy 4 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlari Kuvvetli gelisme
19 | kK 45 Gy 6 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlari Normal gelisme
20 | KK 45 Gy9 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlari Normal geligsme
21 | KK 45 Gy 17 Baz1 yapraklarda klorofil mutasyonlari Kuvvetli gelisme
22 | KK 45 Gy 21 Klorofil mutasyonlar1 ve koyu yesil renkli yaprak olusumu Kuvvetli gelisme

SSCP markorler ile molekiiler tanimlama calismalarinda asagida belirtilen asamalar

uygulanmastir.

1. DNA izolasyonu

2. DNA fragmentinin PCR ile ¢ogaltilmasi (amplifikasyon)

3. PCR iiriinlerinin tek iplik¢ikli duruma getirilmesi (denaturasyon)
4. Poliakrilamid jel elektroforez ile polimorfizm elde edilmesi

5. Giimiis nitrat boyama yontemi ile polimorfizmin goriintiilenmesi
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3.5.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu c¢alismalari, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, Bahge
Bitkileri Birimi Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. DNA izolasyonu, boliimiimiizde
yiiriitiilmiis olan bir ¢ok calismada asma Orneklerinde basart ile kullanilmis olan Lodhi

et al. (1994)’a gore yapilmistir. Buna gore izlenilen yontem asagida ayrintili verilmistir.

® (0.5 g geng yaprak siv1 azot ile ezilir ve 6 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilir.

e Homojen hale getirilen ¢ozeltiye 50 mg PVPP (polivinylpyroprolidone) (sigma
P6755) ilave edildikten sonra 60 °C’deki su banyosunda 25 dakika bekletildikten
sonra oda sicakliginda sogumasi saglanir.

e 6 ml kloroform:oktanol (24:1) ilave edilerek hafifce 20-25 kez sallanir.

e 6000 rpm’de 15 dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra iistteki sivi kisim
almarak hacminin yaris1 kadar 5 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek iyice ¢alkalanir.

e Toplam hacminin iki kat1 kadar % 95’ lik soguk etanol (-20 °C) ilave edilir ve tiipler
buzdolabinda 30-60 dakika bekletildikten sonra DNA sarmalleri gézlendiginde bir
plastik cubuk (lup) yardimiyla alinarak, %76’ lik soguk etil alkol bulunan ependorf
tiiplere aktarilir.

e 3000-5000 rpm de 3 dakika santrifiij yapilarak DNA’nin ¢oktiiriilmesi saglanir.
Daha sonra tiipler ters ¢evrilerek etanolun uzaklagmasi saglanir.

e DNA, 200-300 ul TE tampon ¢ozeltisi icerisinde ¢oziildiikten sonra her 100 pl igin
1 ul RNAase ilave edilirek 37 °C’ de 15 dakika bekletilerek RNA uzaklastirilir.

Cozeltiler:

Ekstraksiyon ¢ozeltisi 20 mM sodyum EDTA (Etilen Diamine Tetra Asetik Asit) ve 100
mM Tris-HCL (pH:8), 1.4 M NaCl ve % 2’lik CTAB (Hekzadesil Trimetil Amonyum
Bromiir) seklinde hazirlanan ¢ozeltiye % 0.2 B-mercaptoethanol kullanim Oncesi ilave
edilir.

TE ¢ozeltisi: 10 mM Tris-HCL ve 1 mM EDTA karisimi (pH: 8)

RNAse A (sigma R6513): 10 mg/ml
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3.5.2 SSCP primerlerinin secilmesi

SSCP primerlerinin secimi yontemin uygulanmasindaki en 6nemli konudur. Tez
calismasinin yiiriitiildiigii donemde ulasilan kaynaklara gore ve giiniimiizde, asmalara
0zel primerlerden s6z etmek heniiz miimkiin degildir. Bu nedenle ¢alismada NCBI (The
National Center for Biotechnology Information) ve IASMA (Istituto Agrario San
Michele all Adige) gen bankasi verileri kapsaminda 50 adet primer secilmistir. Primer
seciminde vejetatif gelismeden sorumlu transkripsiyon faktorleri dikkate alinmustir.
Cizelge 3.6’da IASMA tarafindan gelistirilen primerlerin sentezlendigi ESTs listesi
sunulmustur. Buna gore, INFIO: cicek, GEMMA: tomurcuk, RADIC: kok,
BACCA: tane, GERMO: siirgiin ve FOGLIO ise yaprak kokenli EST lerdir. Uzerinde
calisilan primerlerden sadece 7 tanesinin sekans dizilisi (Cizelge 3.7) ile ilgili bilgilere
ulasilabilirken (Salmaso et al. 2004, Moser et al. 2005, Salmaso et al. 2006),
digerlerinin ise heniiz yayin basim agsamasinda olmasi nedeniyle (Troggio et al. 2006)

sekans dizilisi verilememistir.
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Cizelge 3.6 SSCP analizlerinde kullanilan primerlerin gelistirildigi EST isimleri

No |EST ismi NCBI Tiir ads Primer adi Kullamlan
numarasi organ
1 ISMAAESTO000037 | 15236109 |Arabidopsis thaliana INFIO 160 Cigek
2 ISMAAEST000066 |92023157 |Oryza sativa GERMO 322 Siirgiin
3 ISMAAEST000221 | 30694805 |Arabidopsis thaliana RADIC 1892 Kok
4 ISMAAESTO000369 | 15223290 |Arabidopsis thaliana GEMMA 967 | Tomurcuk
5 ISMAAEST000562 | 15240297 |Arabidopsis thaliana RADIC 114 Kok
6 ISMAAESTO000679 |24850307 |Oryza sativa RADIC 1637 Kok
7 ISMAAESTO000695 | 15227754 |Arabidopsis thaliana RADIC 1517 Kok
8 ISMAAESTO000771 | 30024598 |Lotus corniculatus INFIO 727 Cigek
9 ISMAAEST001401 |9159358¢ |Arabidopsis thaliana BACCA 672 Tane
10 |ISMAAESTO001581 |15242784 |Arabidopsis thaliana BACCA 1409 | Tane
11 | ISMAAESTO001618 | 15223618 |Arabidopsis thaliana GERMO 220 Stirgiin
12 | ISMAAESTO001692 | 18407554 |Arabidopsis thaliana RADIC 1104 Kok
13 | ISMAAESTO001697 |30696297 |Arabidopsis thaliana GEMMA 1097 | Tomurcuk
14 | ISMAAESTO001706 |30696193 |Arabidopsis thaliana BACCA 023 Tane
15 |ISMAAESTO001728 |30908921 |Oryza sativa RADIC 1188 Kok
16 |ISMAAESTO001748 | 15222161 |Arabidopsis thaliana BACCA 048 Tane
17 | ISMAAESTO001954 | 4760692 Nicotiana tabacum BACCA 1500 | Tane
18 | ISMAAESTO001968 |27331031 |Arabidopsis thaliana BACCA 1016 | Tane
19 | ISMAAEST002050 |g552389 Nicotiana tabacum RADIC 1187 Kok
20 | ISMAAESTO002110 | 15228188 |Arabidopsis thaliana INFIO 0620 Cicek
21 | ISMAAEST002140 |30677923 |Arabidopsis thaliana RADIC 0493 Kok
22 | ISMAAESTO002216 |35917653 Petroselinum crispum RADIC 1731 Kok
23 | ISMAAESTO002241 | 15237721 |Arabidopsis thaliana RADIC 294 Kok
24 | ISMAAEST002248 | 15242272 |Arabidopsis thaliana GERMO 209 Stirgiin
25 | ISMAAESTO002275 | 18396143 |Arabidopsis thaliana GERMO 379 Siirgiin
26 | ISMAAEST002276 | 15239413 |Arabidopsis thaliana GEMMA 243 | Tomurcuk
27 | ISMAAESTO002380 | 15222023 |Arabidopsis thaliana BACCA 135 Tane
28 | ISMAAESTO002738 | 15239113 |Arabidopsis thaliana GEMMA 334 | Tomurcuk
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Cizelge 3.6 SSCP analizlerinde kullanilan primerlerin gelistirildigi EST isimleri (devam)

29 | ISMAAEST002745 | 26451690 |Arabidopsis thaliana INFIO 410 Cicek

30 |ISMAAESTO002781 | 15220433 |Arabidopsis thaliana RADIC 930 Kok

31 | ISMAAESTO002840 | 15240297 |Arabidopsis thaliana RADIC 046 Kok

32 | ISMAAESTO002850 | 18423250 |Arabidopsis thaliana GERMO 28699 | Siirgiin

33 | ISMAAEST002862 |30680980 |Arabidopsis thaliana INFIO 192 Cicek

34 | ISMAAESTO002892 | 20127075 |Arabidopsis thaliana GERMO 307 Siirgiin

35 |ISMAAESTO003027 | 15240604 |Arabidopsis thaliana INFIO 432 Cicek

36 | ISMAAESTO003084 | 15240754 |Arabidopsis thaliana INFIO 340 Cicek

37 | ISMAAESTO003172 |30695456 |Arabidopsis thaliana RADIC 811 Kok

38 | ISMAAESTO003203 | 28629811 |Arabidopsis thaliana FOGLIO 236 Yaprak

39 | ISMAAEST003268 | 15233516 |Arabidopsis thaliana RADIC 138 Kok

40 | ISMAAESTO003358 |30024600 |Lotus corniculatus RADIC 1845 Kok

41 | ISMAAESTO003447 | 15240708 |Arabidopsis thaliana INFIO 622 Cigek

42 | ISMAAESTO003450 | 15248520 |Arabidopsis thaliana RADIC 305 Kok

43 | ISMAAESTO003566 |20466590 |Arabidopsis thaliana GEMMA 1639 | Tomurcuk

44 | ISMAAESTO003637 | 15236725 |Arabidopsis thaliana GEMMA 1026 | Tomurcuk

45 | ISMAAEST003691 |7528276 Mesembryanthemiunm BACCA 1688 | Tane

crystallinum

46 | ISMAAESTO003734 | 15228188 |Arabidopsis thaliana GERMO 890 Siirgiin

47 | ISMAAESTO003740 |925354704 |Arabidopsis thaliana RADIC 561 Kok

48 | ISMAAESTO004035 | 11282608 |Arabidopsis thaliana RADIC 1075 Kok

49 |ISMAAESTO004118 | 11273985 |Arabidopsis thaliana INFIO 135 Cigek

50 |ISMAAESTO003915 |2573367 Arabidopsis thaliana RADIC 118 Kok

Cizelge 3.7 Sekans dizilisi bilinen primerlere ait baz dizileri

No | Primer ad1 Forward Reverse
1 INFIO 135 AGCCGCAGTTAAGGAAGAGG CCAATACTGCAACTGCACTCC
2 GEMMA 1026 AGGTTCTTGCTTCAACCTGG AATGCTGCTCTTCAGCACCT
3 INFIO 160 GACTATGGCATCCTCAAGGC GAAGCAGTTGATCGAGGAGG
4 INFIO 620 AAGATCAGGCTGCAGCAACT ACCATGTCCTCCTGCACTTC
5 INFIO 432 GGCGAGTCTGCTTCGAGTT GGCGTGGATAACACACCTCT
6 RADIC 493 GCATTAAGGTCGATTCACCG AACCGGTATGACAGCTCCTG
7 RADIC 561 CGCTCTCCTGGAGTCTGTTC CACTCCAATAACCTCCGCC
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3.5.2.1 SSCP analizlerinde kullamlacak primerlerin belirlenmesine yonelik 6n

tarama calismalari

Secilen 50 adet primer icerisinden mutant adayi1 bireylerde yiiksek polimorfizm
gosterenlerin belirlenmesi amaciyla on deneme analizleri yapilmistir. Her iki cesitte
primer seleksiyonu asamasinda test amagh kullanilmak {izere her iki ceside ait 6rnek
populasyonundan se¢ilmis 6 adet bireyde (Cizelge 3.8) kontrol ornekleri ile birlikte,

toplam 50 adet SSCP primeri ile 6n deneme analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.8 SSCP primerlerinin seleksiyonu asamasinda kullanilan mutant aday1 bitkiler

Cesit No Birey ad1

1 Kontrol

SC 25 Gy 40
Sultani Cekirdeksiz

SC 30 Gy 2

SC 40 Gy 21

Kontrol

KK30Gy 1
Kalecik karasi

KK 30 Gy 9

0| N | W B~ W[ DN

KK 30 Gy 53

Primer seleksiyonu sirasinda yapilan analizlerdeki ilk asamayi amplifikasyon testleri
olusturmaktadir. Morfolojik o6zellikler esas alinarak secilen 50 adet primerden 10
tanesinde (RADIC 1075, RADIC 1637, RADIC 1892, GEMMA 967, GERMO 209,
GERMO 322, INFIO 340, INFIO 410, INFIO 727, GERMO 28699) PCR

amplifikasyonu olusmadigindan ilerleyen ¢alismalarda kullanilamamustir.

40 primer ile Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karas1 tiziim cesitlerine ait birer kontrol ve
secilmis 6 adet mutant olmak iizere toplam sekiz adet bireyde polimorfik primerleri
belirlemek iizere SSCP jel goriintiileri elde edilerek degerlendirilmistir. On deneme
SSCP analizleri sonucunda polimorfik bant elde edilen 15 adet primer (RADIC 118,
RADIC 294, RADIC 561, RADIC 1104, RADIC 1188, RADIC 1517, GEMMA 243,
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GEMMA 334, GEMMA 1026, GEMMA 1097, GERMO 220, GERMO 890, INFIO
432, INFIO 622, FOGLIO 236) her iki ¢eside ait mutant aday1 bireylerde polimorfizmin

taranmasina yonelik daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

3.5.3 PCR yardimiyla DNA amplifikasyonu

PCR reaksiyonu i¢cin MJ PTC 100 Research, INC. Thermocycler cihazi kullanilmistir.
Toplam reaksiyon karisimi 25 pl olacak sekilde , 2 pul genomik DNA (10 ng/ul) , 0.2 pl
Tag-polimeraz (Qiagen) (5 U/ul), 2.5 ul buffer 10 X (Qiagen), 2 ul dNTP (10 mM) ve
1 pl primer (10 uM) (forward ve reverse) kullanilmigtir. PCR iiriinii % 1.5 lik agorose
jelde goriintillenmistir. Buna gore calismada kullamlan PCR kosullar1 asagida

verilmistir.

PCR kosullari:

On denaturasyon 95°C 5dk
Denaturasyon 94°C  30sn
Primer baglanmasi 57°C 1 dk
Yeni iplik¢ik yazilim 72°C 1.5 dk
Son yazilim 72°C  5dk
Toplam dongii sayist 30

SSCP-PCR iiriinlerinin durumu % 1.5 agoroz jelde gozlenmistir. Bunun igin, PCR
trriiniinden alinan 5 pl’lik DNA 6rnegi, 1.5 pl Silver gold ve 2 ul bromofenol blue
karisimi ile boyanarak agaroz jele yiiklenmistir. DNA biiyiikliik markorii olarak, Mass
Ruler ™ DNA ladder (Fermantas (80-10.000 bp)) kullanmilmistir. Elektroforez, 1 X TAE
(Tris, Asetik asit, EDTA (0.5 M-pH: 8) tampon ¢ozetisi icerisinde, 160 V’da yaklasik

35 dakika kosturulduktan sonra UV altinda PCR iiriinlerinin durumu izlenmistir.
PCR amplifikasyonu sonucunda elde edilen PCR iiriinleri SSCP analizinde

kullanilmigtir. PCR amplifikasyonu sonucunda genel olarak ortalama 200-500 bp
araligindaki DNA fragmentleri SSCP analizinde kullanilmistir.
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3.5.4 Poliakrilamid jel elektroforez yontemi ile SSCP poliforfizminin

goriintiilenmesi

3.5.4.1 Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Poliakrilamid jeller, 20 cm x 20 cm bilyiikliigiinde camlarin kullamldigi, dikey
elektroforez sisteminde hazirlanmistir. Jel tankinin camlar1 6zel kimyasal maddeler
kullanilarak jel dokiimiine hazir hale getirilmistir. Camlardan birinde, jelin
sabitlestirilmesi i¢in yapistirict  solisyon (5 ml %100 etil alkol, 7ul 7y
methacryloxypropyl-trimethoxysilane ve 4.5 ul asetik asit) digerinde ise, 6zel ¢oziicii
soliisyon (Repel-silane ES) kullanilmastir.

E™ (Mutation

Poliakrilamid jel solusyonunun hazirlanmasinda 6 ml akrilamid [MD
Detection Enhancement) gel], 7 ml gliserin, 2 ml TBE (10X), 75 ul APS (%10), 25 ul

TEMED 14 ml H,O icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.5.4.2 SSCP-PCR iiriinlerinde DNA’nin tek iplik¢ikli duruma getirilmesi

SSCP analizinde DNA’nmin tek iplik¢ikli duruma getirilmesi icin formamidin
kullanilmigtir (Nataraj et al.1999). 5 ul DNA (PCR iiriinii), 9 pl formamidin ile birlikte
94 °C’de 3 dakika siireyle iplik¢ik agilimi saglanmis ve hizla buz iizerine alinarak yapi
korunmustur.

3.5.4.3 Elektroforez ve polimorfizmin gozlenmesi

Tek iplik¢ikli duruma getirilmis olan PCR iirtinii, 0.6 X TBE buffer icerisinde

poliakrilamid jele yiiklenmistir. Yiikleme miktar1 6 pl olarak uygulanmigtir.

Eloktroforez 135 V’da 16 saat olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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Poliakrilamid jellerin boyanmasinda AgNO; (Gilimiis nitrat) ile boyama teknigi
kullanilmigtir. Boyamada kullanilan ii¢ farkli ¢ozelti, kullanim sirasina gore; tespit
cozeltisi (10 ml etil alkol, 0.5 ml asetik asit ve 100 ml H,O) igerisinde 5 dakika siireyle,
boya cozeltisi (10 ml etil alkol, 0.5 ml asetik asit, 0.2 g AgNO3; ve 100 ml H,0)
icerisinde 5 dakika siireyle, ve son olarak bant desenleri goriiniir hale gelene kadar
gelistirme cozeltisi (6 g NaOH, 540 g formaldehit ve 200 ml H,O) igerisinde

tutulmustur.

Boyama islerinin tamamlanmasinin ardindan poliakrilamid jeller, Image master VDS

CL (Amersham Pharmacia Biotech)” goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

54



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Mutant Adaylarmin Seciminde Morfolojik Tammmlama Calismalari

Mutasyon 1slahi ile yeni genotiplere ulasma olasilig1 yiiksek olmakla birlikte, 6zellikle
cok yillik bitkilerde mutasyon etkilerinin birbirini izleyen yillarda ve dikkatli

gbzlenememesi, bu olasiligin azalmasina neden olmaktadir.

Bu calisma ile mutasyon etkilerinin sitolojik ve molekiiler tanimlanmasi amaclanmis
olmakla birlikte, calismanin amacina uygun, kararlilik gosteren bireylerin erken
asamalarda secilmesi 6nemli olmustur. Bu nedenle, birey sayisinin kararli bir asamaya
gelme siireci igerisinde bitkilerdeki morfolojik degisimler incelenerek, farklilik gosteren
bireylerin secilmesine calisilmistir. Sitolojik ve molekiiler calismalarin materyalini

olusturan aday bireyler morfolojik incelemelerle se¢ilmistir.

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim cesitlerinden elde edilen 1silanmis
bireylerin olusturdugu mutant koleksiyon parselinde baslangi¢ populasyonu (M1V1-
2002) ve 1sinlamayi izleyen ikinci yil (M1V2-2003 yil1) ve iigiincii yi1lda (M1V3-2004

y1l1) gelismesini siirdiirebilen bitki sayilar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

izelge 4.1 Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi bireylerinde morfolojik gozlem
g y JIK 8
yapilan bitki sayisinin vejetasyon yillar1 ve 151n dozlarina gore sayist

Sultani Cekirdeksiz Kalecik karasi
Doz M1Vl | M1V2 M1V3 | M1Vl | M1V2 | M1V3

20 Gy 63 53 37 83 55 49

25 Gy 66 49 48 79 58 54

30 Gy 46 23 15 54 27 20

40 Gy 20 7 - 49 26 22

45 Gy 2 - - 40 16 15
Kontrol 10 7 7 10 8 6
Toplam 207 139 107 315 190 166
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Cizelge 4.1°den izlenebilecegi gibi, bag kosullarinda baslangic populasyonunu
olusturan birey sayisi, 1sinlama sonrasinda beklenen kayiplar ve bag kosullarinda
fidanlarin tutmasi sirasinda yasanan kayiplar nedeniyle ikinci yila gecerken 6nemli bir
azalma yasanmistir. Sultani Cekirdeksiz icin 207 adet olan baslangi¢ populasyonu sayisi
ikinci yilda (M1V2-2003) 139’a gerilerken, Kalecik karasi’nda 315 bitkiden 190 bitkiye
inmistir. Uclincii vejetasyonda ise kaybedilen bitki sayis1 daha az olup mutant
koleksiyon parseli bu yilda, Sultani Cekirdeksiz’de 107 adet, Kalecik karasi’nda 166

adet olacak sekilde kararli hale gelmistir.

Ikinci ve iigiincii vejetasyon yillarinda (M1V2-2003 ve M1V3-2004) belirtilen bitki
sayilarina bagh olarak, heniiz yenice doneminde olan Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik
karas1 populasyonlarinda kontrol bitkilerinden farkli olarak degerlendirilen morfolojik
degisimler izlenmistir. Morfolojik farkliliklar dort ana grup altinda toplanmistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Yenice donemindeki mutant adaylarinin se¢iminde kullanilan morfolojik

farkliliklar
Ozellik grubu Alt gruplan
1. Gelisme sekli a) Kuvvetli gelisme
b) Zayif gelisme
2. Siirgiin ve gbz yapist a) Bogum arasinda kisalma
b) Bogumlarda ikiz g6z olusumu
c¢) Kis gozii lizerinde yaprak olusumu
3. Siiliik yapist a) Sekil bozukluklari
4. Yaprak yapist a) Klorofil mutasyonlar

b) Sekil bozukluklari

Calismalarda elde edilen ve yukarida cizelge halinde sunulan morfolojik bulgulara
iliskin goriintiiler Sekil 4.1- 4.2’de toplu olarak verilmis; ayrica siniflandirmada dikkate

alman bu farkliliklar asagida agiklanmustir.
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Sekil 4.1 Mutant adaylarda gézlenen fenotipik degisimler
a) Kuvvetli ve dik gelisme; KK 25 Gy 52
b) Zayif gelisme; SC 25 Gy 40
¢) Bogumda ikiz g6z olusumu; KK 30 Gy 1
d) Bogum arasinin kisalmast; SC 30 Gy 34
e) Kis goziinden yaprak olusumu, SC 25 Gy 14
f) Siiliikkden yaprak olusumu; SC 30 Gy 14
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Sekil 4.2 Yapraklarda gozlenen fenotipik degisimler
Yaprakda klorofil mutasyonlari; a) SC 25 Gy 43 b) KK 25 Gy 8

Yapraklarda sekil anormallikleri; ¢) SC 30 Gy 9 d) KK 20 Gy 70
f) KK 40 Gy 36 g) KK20Gy 79

Iri yaprak olusumu; e) KK 20 Gy 61
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Gelisme sekli bakimindan yaz siirgiinleri dik uzama egiliminde olan, kolay govde
olusturan kuvvetli gelisme 6zelligindeki asmalara karsilik, yaz siirgiinleri kisa olan ve
koltuk siirgiinii olusturma egilimindeki asmalar genel olarak zayif, calims1 goriiniimde
bitkiler olusturmuslardir. Bu 6zelliklere gore asmalar kuvvetli gelisenler ile zayif
gelisenler olmak {iizere iki alt grupta toplanmustir. Heniiz yenice doneminde olan
asmalarda siirgiin ve goz yapisi bakimindan mutasyon etkilerini yansitan farkliliklar ii¢
alt sinifta degerlendirilmistir. Stirgiinlerde bogum aralarinin kisalmasi, bogumlarda ikiz
g0z olusumu ve az sayida olmakla birlikte kis gozii {izerinde yaprak olusumudur. Yine

cok az sayida olmakla beraber siiliiklerde sekilsel anormallikler gdzlenmistir.

Her iki ¢esitte gama 151m1 uygulamalarinin en onemli etkisi yapraklarda belirlenmistir.
Ozellikle klorofil mutasyonlari olarak tanimlanan (Sangsivi et al. 2005) yaprak
yiizeyinde bolgesel renksiz alanlar veya seritler ya da nokta lekeler halindeki renksiz
alanlar gozlenmistir. Isin uygulamalar1 sonucunda yaygin olarak goriilmesi beklenen bir
diger olusum, yapraklarda sekil bozukluklanidir. Arastirmada, normal yaprak
yapilarindan farkli olarak ¢ok iri yapraklar goriilmiis, ayrica yaprak ayasinin dalgali ve
sert bir yapt kazanmasi, dilim sayist ve seklinin degismesi gibi sekil bozukluklar1 da

belirlenmistir.

4.2 Mutant Adaylarinin Sitolojik Tammmlanmasi

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karas1 mutant adaylarinin diploid ve ploid mutant olma
ozellikleri kromozom sayimlar yapilarak incelenmistir. Ploid bireylere ulagsma oranini
artirmak amaciyla her iki cesitte genel ortalamanin iizerinde ¢ok kuvvetli gelisme
egiliminde olan ve ¢ok iri yaprak olusturmalar1 ile farkli bulunan bireyler secilerek

kromozom sayimlar1 yapilmistir.

Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde 151n dozlarina gore 20 Gy’den 2 adet, 25 Gy’den 4,
30 Gy’den 19 bireyde kromozom sayimi yapilmistir. 30 Gy uygulamas: ile elde edilen
bireylerin kuvvetli gelisme ve iri yaprak olusturma egilimleri diger dozlardan daha fazla
oldugundan bu uygulamadan 19 birey se¢cmek miimkiin olmustur. Dozlara goére bitki

sayisi, aday numaralari ve kromozom sayimi sonuglarinin birlikte sunuldugu
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Cizelge 4.3’den goriilebilecegi gibi; Sultani Cekirdeksiz mutant adaylar1 daha c¢ok
diploid kromozom sayisi ile tanimlanmistir. Ancak 30 Gy uygulamasi sonucunda elde
edilen SC 30 Gy 34 no’lu birey, 2n=2x=38 kromozom sayisindan daha fazla ancak
sayllamayan nitelikte ploid kromozom sayisi bulunan tek genotip olarak Onem
kazanmistir. Sultani Cekirdeksiz kontrol ve mutant aday1 bireylerinden elde edilen
diploid ve bir adet ploid kromozom sayisim gosteren mikrofotograflar sekillerde (Sekil

4.3- 4.15) sunulmustur.

Kalecik karas1 populasyonundan secilen mutant adaylarinin 2 adedi 20 Gy, 5 adedi 25
Gy, 8 adedi 30 Gy, 2 adedi 40 Gy ve 1 adedi 45 Gy uygulamasindan elde edilmistir.
Populasyonda gerceklestirilen sitolojik inceleme sonuglart incelenen bireyler diizeyinde
kromozom sayisinin diploid diizeyde oldugunu ag¢iga c¢ikarmis, ploid birey tespit
edilememistir (Cizelge 4.3). Sekil 4.16-4.25’de Kalecik karasi kontrol ve mutant aday1

bireylerinden elde edilen kromozom sayisini gosteren mikrofotograflar sunulmustur.
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Cizelge 4.3 Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi liziim c¢esitlerinde sitolojik gozlem

sonuglar1
Sultani Cekirdeksiz Kalecik karasi
No |Birey adi No |Birey adi
1 [sC20 Gy 29 2x 1 |KK20Gy6l 2x
2 [sC20Gy 41 2x 2 |KK20Gy70 2x
3 [sc2s5Gy 14 2x 3 |KK25Gy24 2x
4 |SC25Gy 17 2x 4 |KK25Gy35 2x
5 [sc250Gy38 2x 5 |KK25Gy42 2x
6 [sC25Gy48 2x 6 |KK?25Gy58 2x
7 [SC30Gy2 2x 7 |KK 25 Gy 60 2x
8 [SC30Gy3 2x 8 |KK30Gyl 2x
9 [SC30Gy5 2x 9 |KK30Gy2 2x
10 [SC30 Gy 7 2x 10 [KK30Gy6 2x
11 [SC30Gy9 2x 11 |[KK30Gy7 2x
12 |s¢30Gy 11 2x 12 /KK 30 Gy 8 2x
13 [SC 30 Gy 12 2x 13 [KK 30Gy9 2x
14 15C 30 Gy 13 2x 14 /KK 30 Gy 18 2x
15 [SC30Gy 14 2x 15 [KK 30 Gy 19 2x
16 |SC 30 Gy 17 2x 16 |KK 40 Gy 18 2x
17 |SC 30 Gy 19 2x 17 |KK 40 Gy 36 2x
18 |SC 30 Gy 20 2x 18 |[KK45Gy 11 2x
19 1s¢ 30 Gy 31 2x
20 |SC 30 Gy 33 2x
21 |SC 30 Gy 34 >2x
22 |SC 30 Gy 35 2x
23 [SC 30 Gy 37 2x
24 |SC 30 Gy 40 2x
25 |SC 30 Gy 45 2x
26 |SC 50 Gy 3* 2x

*

Proje  parselinden  sitolojik

incelemelerde  kullanilmak iizere
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Sekil 4.3 Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidi kontrol 6rnegine ait diploid
yapili (2x) kromozom goriintiisii

Sekil 4.4 SC 20 Gy 29 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.5 SC 25 Gy 17 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.6 SC 25 Gy 38 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapili (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.7 SC 30 Gy 3 nolu mutant adayi bireye ait diploid yapil1 (2x)

kromozom goriintiisii

Sekil 4.8 SC 30 Gy 9 nolu mutant adayi bireye ait diploid yapil1 (2x)

kromozom goriintiisii
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Sekil 4.9 SC 30 Gy 12 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.10 SC 30 Gy 14 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.11 SC 30 Gy 19 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.12 SC 30 Gy 33 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.13 SC 30 Gy 34 nolu mutant aday1 bireye ait ploid yapil1 (>2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.14 SC 30 Gy 40 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.15 SC 30 Gy 45 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.16 Kalecik karasi iiziim c¢esidi kontrol 6rnegine ait diploid (2x)
yapili kromozom goriintiisii
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Sekil 4.17 KK 20 Gy 61 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.18 KK 20 Gy 70 nolu mutant aday: bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.19 KK 25 Gy 58 nolu mutant aday: bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.20 KK 25 Gy 60 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.21 KK 30 Gy 7 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

Sekil 4.22 KK 30 Gy 9 nolu mutant aday1 bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.23 KK 30 Gy 18 nolu mutant aday: bireye ait diploid yapil1 (2x)

kromozom goriintiisii

Sekil 4.24 KK 30 Gy 19 nolu mutant aday: bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii
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Sekil 4.25 KK 40 Gy 36 nolu mutant aday: bireye ait diploid yapil1 (2x)
kromozom goriintiisii

4.3 SSCP Analiz Calismalar:

Morfolojik gozlemler ve sitolojik incelemeler sonrasinda her iki c¢eside ait populasyon
icerisinden secilen mutant adayi bireylerde DNA {izerinde mutasyon bdlgelerinin
belirlenebilmesi amaciyla uygulanan SSCP tekniginden elde edilen bulgular, yontem

asamalarina gore asagida sunulmustur.

4.3.1 SSCP analizlerinde kullanmilacak primerlerin secilmesi

Asmalarda SSCP markérlerin kullanilmasi ve asma genotiplerine 6zel markdrlerin
gelistirilmesi onemli bir aragtirma alan1 olup, heniiz yayin eksikligi bulunmaktadir. Bu
nedenle, ilk asamada bitkilerde genel olarak vejetatif gelismeden sorumlu oldugu
bilinen genler (NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov) arasindan segilen 50 adet primerin

mutant aday1 bireylerdeki c¢alisma durumu incelenmistir. Boylece, kontrol ve mutant
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aday1 bireylerin molekiiler diizeyde tanmimlanmasinda en etkili amplifikasyon ve

polimorfizmi verebilecek primerlerin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi tiziim ¢esitlerine ait mutant adaylari igcerisinden
tesadiifen 6 birey secilmistir. Bu bireyler, SC 25 Gy 40, SC 30 Gy 2, SC 40 Gy 21 ile
KK 30 Gy 9, KK 30 Gy 19 ve KK 30 Gy 53. Her iki ceside ait kontrol bireyleri ile
birlikte toplam 8 adet bireyde 50 SSCP primeri ile analiz yapilmistir.

Taranan primerlerden 10 tanesinde PCR amplifikasyonu elde edilemezken, 40
primerden PCR iiriinii elde edilmis ve bu primerler SSCP analizinde kullanilmak iizere
secilmistir. Ikinci asamada 40 adet primer ile SSCP analizi yapilmis ve Sekil 4.26’dan
izlenenebilecegi gibi PCR iiriinii elde edilen bu primerlerden monomorfik ve polimorfik
bantlar elde edilmistir. Buna gore primerlerin 25 adedinde monomorfik bantlar elde
edildiginden bunlar elenmis ve polimorfik bant veren 15 adet primer (RADIC 118,
RADIC 294, RADIC 561, RADIC 1104, RADIC 1188, RADIC 1517, GEMMA 243,
GEMMA 334, GEMMA 1026, GEMMA 1097, GERMO 220, GERMO 890, INFIO
432, INFIO 622, FOGLIO 236,) se¢ilmis mutant adayr bireylerin tanmimlanmasinda

kullanilmak iizere belirlenmistir.

IO s ) (e

PR OF SRS 07713

M
I 3ad85e 6. 7.8

Sekil 4.26 GEMMA 1639, GEMMA 1026 ve GEMMA 1525 primerleri ile SSCP

analiz sonuglarina ait jel goriintiisii
[P: polimorfik, M: monomorfik (1: Kalecik karasi-kontrol, 2: Sultani Cekirdeksiz-kontrol,
3: KK 30 Gy 19, 4: KK 30Gy 9, 5: KK 30 Gy 53, 6: SC 25 Gy 40, 7: SC 30 Gy 2, 8: SC 40 Gy 21)]
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400bp

4.3.2 Mutant adaylarimin SSCP markorler ile genetik tanimlanmasi

Belirlenen 15 adet polimorfik primer ile, Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim
cesitlerinden elde edilen 22’ser adet mutant adayi, kontrol bireyler ile karsilastirilacak

sekilde SSCP analizleri yiiriilmiistiir.

SSCP analiz ¢alismalarinda ilk asamay1 amplifikasyon caligmalar1 olugturmaktadir. Her
SSCP primeri ile Oncelikli olarak PCR amplifikasyon islemi yapilmistir. Buna gore
izerinde calisilan 46 Ornekte secilmis 15 primer ile amplifikasyon yapilmistir. PCR
amplifikasyonu sonucunda iizerinde calisilan primerlerle yaklasik 200-500bp araliginda
bantlar elde edilmistir. Uzerinde calistlan 15 primer ile her iki cesitte agaroz jel iizerinde
amplifikasyon goriintiileri elde edilmistir. Ornek olmasi bakimindan, Sultani
Cekirdeksiz iiziim ¢esidine ait yaklasik 400 bp uzunlugunda bant deseni veren RADIC
294 nolu primer ile PCR iriiniiniin agoroz jel iizerindeki goriintiisii Sekil 4.27°de

verilmistir.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

e e e oA W e Y s

Sekil 4.27 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait RADIC 294 nolu primer ile amplifikasyon
goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25 Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12: SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3
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Amplifikasyonu takip eden ikinci asamada, PCR iirtinleri kullanilarak SSCP analizleri
yapilmistir. Buna gore, SSCP analizleri sonucunda tekrar edilir nitelikte polimorfik bant
desenlerine rastlanmamigtir. SSCP jel goriintiilerinde genel olarak, calisilan 15 primer

ile monomorfik bantlar elde edilmistir.

Sultani Cekirdeksiz’e ait 22 aday ve bir adet kontrol 6rnegi olmak iizere toplam 23 adet
bireyde, 15 primer ile gerceklestirilen SSCP analizine gore, kontrol bitkisi ve tiim
mutant adaylari1 RADIC 294 primeri disinda 14 adet primer ile monomorfik bant
desenleri elde edilmis yani bireyler arasinda primerlerin taradigi bolgeler bakimindan
farklilik bulunmamigtir. S6z konusu primerler ile Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde

gerceklestirilen caligmalara ait jel sonuclar1 Sekil 4.29- 4.43’da verilmistir.

Sitolojik ¢alismalar sonucu ploid oldugu belirlenmis olan SC 30 Gy 34 bireyi ile, proje
kapsaminda incelenen bir aday olmasina karsin, cekirdekli olmasi ile belirgin
morfolojik farklilik gosteren ve bu nedenle tez ¢aligmasi kapsaminda SSCP analizlerine
dahil edilen SC 50 Gy 3 bireyi de izlenilen yontemde monomorfik bant desenleri

gostermislerdir.

Diger taraftan, RADIC 294 primeri ile SC 25 Gy 43 no’lu bireyde iki kez tekrar edilen
polimorfik bant deseni elde dilmistir (Sekil 4.29). Bunun iizerine ilgili primer ile dizi
analizi yapilarak degisimin niikleotit bazinda gerceklesme durumu arastirilmistir.
Sekans analizi sonucunda, RADIC 294 primeri ile SC 25 Gy 43 numarali polimorfik
bant deseni veren aday mutant birey kontrol ornegi ile birlikte incelenmis ancak

niikleotid diizeyinde bir farklilik olmadig: tesbit edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 SC 25Gy 43 nolu aday mutant bireye ait sekans analiz sonucunun
kromotogram goriintiisii
M: mutant aday1 birey (SC 25 Gy 43), K: SC-kontrol

Kalecik karasi liziim cesidinde ise yine aymi sekilde, 22 mutant aday1 ve 1 adet kontrol
bireyi olmak iizere toplam 23 adet birey, 15 primer kullanilarak SSCP analizi ile
tanimlanmistir. Elde eldilen jel goriintiilerinde mutant adaylart kontrolden farkli

bulunmadig gibi, birbirleri arasinda da polimorfizm gostermemislerdir. Caligmanin bu

boliimiine ait bant desenlerini gosteren jel goriintiilerinden elde edilen sonuglar Sekil

4.44- 4,58’ de sunulmustur.

Sekil 4.29 Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde
RADIC 294 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Not: Ok isareti SC 25 Gy 43 numarali mutant aday1 bireye ait polimorfik bant desenini gostermektedir.
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Sekil 4.30 Sultani Cekirdeksiz iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde
RADIC 118 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.31 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde

RADIC 561 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,
7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,
13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,
19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3
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Sekil 4.32 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde
RADIC 1104 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.33 Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant aday:r bireylerde
RADIC 1188 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3
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Sekil 4.34 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde
RADIC 1517 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.35 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday:1 bireylerde

GEMMA 243 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,
7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,
13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,
19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3
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Sekil 4.36 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde

GEMMA 334 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,
7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,
13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,
19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.37 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde

GEMMA 1026 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,
7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,
13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,
19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3
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Sekil 4.38 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde

GEMMA 1097 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,
7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,
13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,
19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.39 Sultani Cekirdeksiz iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde

GERMO 220 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,
7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,
13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,
19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

82



Sekil 4.40 Sultani Cekirdeksiz iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde
GERMO 890 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.41 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde
INFIO 432 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3
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Sekil 4.42 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde
INFIO 622 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

Sekil 4.43 Sultani Cekirdeksiz iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde
FOGLIO 236 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: SC 20 Gy 29, 3: SC 20 Gy 46, 4: SC 20 Gy 69, 5: SC 25 Gy 2, 6: SC 25Gy 12,

7: SC 25 Gy 14, 8: SC 25 Gy 40, 9: SC 25 Gy 43, 10: SC 25 Gy 44, 11: SC 25 Gy 48, 12:SC 25 Gy 60,

13: SC 25 Gy 61, 14: SC 30 Gy 2, 15: SC 30 Gy 5, 16: SC 30 Gy 9, 17: SC 30 Gy 11, 18: SC 30 Gy 14,

19: SC 30 Gy 34, 20: SC 30 Gy 41, 21: SC 30 Gy 44, 22: SC 40 Gy 21, 23: SC 50 Gy 3

84



Sekil 4.44 Kalecik karas1 iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde,
RADIC 118 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.45 Kalecik karas1 iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde,
RADIC 294 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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Sekil 4.46 Kalecik karas1 iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde
RADIC 561 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.47 Kalecik karas1 iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde
RADIC 1104 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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Sekil 4.48 Kalecik karas1 iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde

RADIC 1188 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,
7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,
13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,
18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.49 Kalecik karas1 liziim cesidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde

RADIC 1517 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,
7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,
13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,
18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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Sekil 4.50 Kalecik karas1 iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde

GEMMA 243 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,
7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,
13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,
18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.51 Kalecik karasi iiziim cesidine ait kontrol ve mutant aday1 bireylerde
GEMMA 334 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

88



Sekil 4.52 Kalecik karas1 iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde

GEMMA 1026 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,
7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,
13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,
18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.53 Kalecik karas1 iiziim ¢esidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde

GEMMA 1097 primeri ile SSCP jel goriintiisii
1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,
7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,
13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,
18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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Sekil 4.54 Kalecik karas1 iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde
GERMO 220 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.55 Kalecik karas1 iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde
GERMO 890 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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Sekil 4.56 Kalecik karasi iiziim c¢esidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde
INFIO 432 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21

Sekil 4.57 Kalecik karas1 iiziim cesidine ait kontrol ve mutant adayr bireylerde
INFIO 622 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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Sekil 4.58 Kalecik karas1 iiziim cesidine ait kontrol ve mutant adayi bireylerde
FOGLIO 236 primeri ile SSCP jel goriintiisii

1: Kontrol, 2: KK 20 Gy 13, 3: KK 20 Gy 15, 4: KK 20 Gy 61, 5: KK 20 Gy 70, 6: KK 20 Gy 79,

7: KK 25 Gy 8, 8: KK 25 Gy 52, 9: KK 30 Gy 1, 10: KK 30 Gy 2, 11: KK 30 Gy 3, 12: KK 30 Gy 8,

13: KK 30 Gy 9, 14: KK 30 Gy 13, 15: KK 30 Gy 53, 16: KK 40 Gy 32, 17: KK 40 Gy 36,

18: KK 40 Gy 38,19: KK 45 Gy 4, 20: KK 45 Gy 6, 21: KK 45 Gy 9, 22: KK 45 Gy 17, 23: KK 45 Gy 21
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5. TARTISMA

Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim c¢esitlerinde uyarilmis mutasyon etkilerinin
sitolojik ve molekiiler olarak incelenmis oldugu tez calismasinda; kontrol bitkileri ile
karsilastirmali olarak M1V1, M1V2 ve M1V3 vejetasyonlarinda vejetatif karakterler
bakimindan degisimler iizerinde gézlemler yapilarak mutant aday1 bireyler belirlenmis,
secilen bireylerde sitolojik tanimlama ve genetik polimorfizmin belirlenmesine yonelik

caligmalar yiiriitiilmiigtiir.

Genel olarak degerlendirildiginde mutasyonlarin seleksiyonu, mutasyon 1slahinin en zor
asamasidir. Mutagen uygulamasim takiben Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim
cesitlerinde M1V1 vejetasyonunda mutagen etkisi ¢ogunlukla yapraklarda klorofil
mutasyonlarinin olusmasi seklinde gézlenmistir. Arastiricilar mutagen uygulamalarinin,
ilk yilda vejetatif gelisme Ozellikleri bakimindan farkli etkilere neden oldugunu, daha
sonraki yillarda ise bazi etkilerin ortadan kalktiginmi belirtmislerdir (Donini 1975, 1982,
Hajdu et al. 1995, Korosi et al. 1995). Gen ve kromozom mutasyonlart kalici genetik
degisiklikler olup M1V1 generasyonundan diger generasyonlara aktarilabilmektedir. Bu
nedenle ikinci vejetasyondan (M1V2) itibaren goézlemler ©nem kazanmaktadir.
Mutasyonla morfolojik degisimleri biiyiik dl¢iide etkileyen; biiyiime giicii, bitylime tipi,
yaprak sekli, yaprak rengi gibi ozellikleri tanimlamak giic olmamakla beraber, kalic1
nitelik tagiyanlarin seleksiyonu onemli asamayi olusturmustur. M1V2 ve M1V3
vejetasyonlarinda yapilan morfolojik gdzlemlerde Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi
cesitlerine ait mutant aday1 bireylerde, siirgiinlerde olusan degisimler bakimindan; en
tipik mutasyon etkisi literatiirde de bildirildigi gibi, bogum aralarinin kisalmasi olarak
gozlenmistir. Radyasyonun etkisi sonucu asmalarda bogum arasinin kisalmasi
seklindeki morfolojik degisimler Donini et al. 1982, 1992, Parpstein 1988, Fideghelli
1990, Coban 1998, Korosi et al. 1995 tarafindan da yaygin olarak gozlenmistir. Bu
calismada siirgiinlerde gozlenen bir diger degisim, bogumlarda ikiz goz olusumu, kig
gozil lizerinde yaprak olusumu, siiliikkten yapraga doniisiim seklinde ortaya cikmustir.
Mutagen etkisi sonucunda her iki c¢eside ait populasyon icerisinde olusan bir diger
onemli degisim yapraklarda klorofil sentezinin etkilenmesi ile yaprak yiizeyinde belirli

bir alanda ya da nokta lekeler seklinde tiim yaprak yiizeyinde ortaya ¢ikan albino
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bolgeler olmustur. Bu olusumlarin 6nceki ¢alismalarda da gozlendigi, radyasyon etkisi
sonucunda klorofil sentezinin engellendigi ve buna bagh olarak farkl tiplerde klorofil
mutasyonlarinin olustugu bildirilmistir (Donini et al. 1982, 1992, Fideghelli 1990,
Korosi et al. 1995, Coban 1998, Sangsiri er al. 2005). Bitkilerin vejetatif organlarinda
meydana gelen bir diger Onemli degisim, yapraklarda sekil anormalliklerinin
olusmasidir. Sekil anormallikleri bakimindan, yapraklarda dilim yapist ve seklinin
degismesi, yaprak ayasinin dalgali ve sert bir yapr kazanmasi ve iri yaprak olusumunun
gerceklesmesi gibi ozellikler gozlenmistir. Korosi et al. (1995), Coban (1998) ve
Sangsiri et al. (2005)’ da mutagen uygulamalari sonucunda iri yaprak olusumu ve

yaprak ayasinda sert yapilanmanin meydana geldigini bildirilmektedirler.

Tez calismasi kapsaminda Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karas1 iiziim ¢esidine ait
mutant aday1 bireylerde yapilan morfolojik gozlemler sonucu iki yil (M1V1-M1V2)

boyunca tekrar eden 6zellikleri tasiyan bireyler sitolojik incelemelerde kullanilmustir.

Vitis vinifera L.’nin kromozom yapisinin olduk¢a kiiciik olmasi, sayica fazla olmasi
(2n=38) ve sitoplazmanin yogun yapisi kromozom c¢alismalarim gii¢lestiren en 6nemli
faktorlerdir (Thompson and Olmo 1963, Patil and Patil 1992, Viljoen and Spies 1995,
Haas and Alleweldt 2000). Sitolojik incelemelerde 6zellikle sitoplazmanin igerdigi
yogun alkoloidler kromozom goriintiilerinin elde edilmesinde biiyiikk sorun
olusturmaktadir. Ezme preparasyon sirasinda, metafaz safthasinda bir diizlem iizerinde,
sayilabilir nitelikte net bir kromozom dagilimin gbzlenmesi tiim bu nedenlerden dolay1
oldukga giic olmustur. Sultani Cekirdeksiz’e ait 26, Kalecik karasi {iziim ¢esidinde ise
18 adet mutant adayi birey iizerinde sitolojik incelemeler yapilmistir. Sitolojik
calismalar sonucunda, Sultani Cekirdeksiz {iziim cesidinde sadece SC 30 Gy 34
numarali bireyde diploid (2x) 38 kromozom sayisindan daha fazla sayida kromozoma
sahip ploid yap1 belirlenmistir. Ancak, kromozom sayimi tam yapilamadigindan bu
bireyin ploidy diizeyi hakkinda kesin bir ifade kullanmaktan kacimilmistir (Sekil 5.1).
Bunun disindaki tiim bireylerde diploid (2x) yapili hiicreler gdzlenmistir. Kalecik karasi
iziim c¢esidinde ise segilen bireylerin tiimiinde yapilan sitolojik incelemeler sonucunda
diploid (2x) yapili hiicreler gozlenmistir. Calismada incelenen bireylerden yalniz birinde

ploid ozellik belirlenmis olmas1 yalnizca bu bireyin mutant 6zellik tasidigim ifade
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etmez. Mutasyonlarin en degerli olanlar diploid mutasyonlardir (Griffiths et al. 2005).
Bu nedenle, diploid bireylerde ileri diizeydeki morfolojik degerlendirmelerin

stirdiirilmesi 6nemlidir.

Sekil 5.1 SC 30 Gy 34 nolu bireyin; a) fenotipik goriintiisii b) ploid kromozomlu (>2x)
hiicre goriintiisii

Bitkilerdeki fenotipik varyasyonlarin bircogunun kaynagini genlerdeki niikleotit
dizilerinin belirli bir bolgedeki polimorfizmi olusturmaktadir. Bu sekildeki
varyasyonlar, c¢esitli —markér teknikleriyle (RFLP, CAPs, SSR, AFLP)
belirlenebilmektedir. Buna karsilik, fenotipik varyasyonun ana kaynagini olusturan
genlerde niikleotitlerde eksilme ya da eklenme veya tek niikleotit bazinda degisimler
gibi mutasyonlar, s6z konusu yontemlerle etkin bir sekilde tanimlanamamaktadir
(Shirasawa et al. 2004). Bu nedenle genlerdeki 6zel mutasyonlarin belirlenmesine
yonelik SNP (Single Niicleotide Polymorphism) tekniginin gelistirilmesine
calisilmaktadir. Genomda bir ¢ok SNP bulunmakta ve genlerde 6nemli o6zellikleri
karakterize etmektedirler. Genlerdeki SNP’lerin tanimlanmasinda PCR-SSCP analizi ile

cok yiiksek oranda basar elde edilebilecegi bildirilmektedir (Shirasawa et al. 2004).

95



Mutasyon tanimlama konusunda SSCP markorler, SNP tanimlamalarinda, 6zellikle tipta
hastaliklarin teshis ve tanmilarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bitkiler
tizerindeki caligmalar heniiz ¢ok sinirli olup, bu konuda son yillarda Vitis vinifera’da
ozellikle haritalama amacgli c¢alismalarda kullanilmaya baglandigi goriilmektedir
(Salmaso et al. 2004, Moser et al. 2005, Salmaso et al. 2006, Troggio et al. 2006).
SSCP teknigi, DNA dizisinde sekans analizine gerek kalmaksizin niikleotit
varyasyonlarini belirlemede biiyiik avantaj saglamaktadir (Orita et al. 1989). Ilgili
primerle cogaltilan DNA dizinindeki niikleotit degisimi, DNA’min elektroforetik
hareketliligini etkilemekte ve farkli bant deseni olusturmaktadir (Melcher 2003). SSCP
markorler gen spesifik olmasi nedeniyle, primer dizayni i¢cin gen sekans bilgisi
kullanilarak, mutasyonlar1 belirlemede kullanilmaktadir (Hayashi 1992). Mutasyon
tarama konusunda SSCP markorler daha siklikla, 6zellikle tip tamilarinda, tek lokusda
farkliliklarin analizinde kullanilmaktadir (Sunnucks et al. 2000). SSCP analizinde
basary1 etkileyen en 6nemli faktor ilgili genin sahip oldugu biiyiikliiktiir (Nataraj et al.

1999).

Bu bilgilere dayanarak yapilan bu c¢alismada morfolojik gozlemler ve sitolojik
incelemeler sonucunda secilen 22 adet Sultani Cekirdeksiz ve 22 adet Kalecik karasi
izim cesitlerine ait mutant aday1 birey ile her iki cesidin kontrol bitkileri olmak iizere
toplam 46 adet bireyde SSCP teknigi ile molekiiler tammmlama yapilmistir. Ancak tiim
bireyler, kullanilan 15 SSCP primeri ile monomorfik bantlar olusturmustur. Buna gore,
bireyler arasinda, taranan DNA dizisi bakimindan bir farklilik belirlenememistir.
Ozellikle Sultani Cekirdeksiz’de ploid yapinin gozlendigi SC 30 Gy 34 ve tez calismasi
disinda bir birey oldugu halde, cekirdek olusturmasi nedeniyle tez c¢alismasinin
molekiiler tanimlama béliimiine dahil edilen SC 50 Gy 3 no’lu bireylerin de diger tim
Sultani Cekirdeksiz genotipleri gibi monomorfik bantlar vermis olmasi, bu teknik ile

polimorfizmin ortaya ¢ikarilmasindaki zorlugu kanitlayan destekleyici bulgu olmustur.
Primer se¢iminde, heniiz asmalara 6zgii 6nemli 6zellikleri kontrol eden genlerin DNA

diizeyindeki bilgisi yetersiz oldugundan, tez calismasi kapsaminda en optimum

yaklagim hedeflenerek, ozellikle vejetatif karakterlerden sorumlu homolog genlerden
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yararlanilarak SSCP primerleri se¢ilmis ve mutant adayr bireylerde genetik

polimorfizmin belirlenmesine ¢alisilmistir.

SSCP analizlerinde elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, mutant aday1 bireylerde,
SSCP polimorfizminin monomorfik diizeyde ortaya ¢ikmasinin asagidaki nedenlerden

kaynaklandig diistiniilmektedir.
e Mutasyonun genom igerisinde oldukga kii¢iik bir alanda meydana gelmistir.

e Belirli morfolojik 6zelligi kodlayan gen bolgesinde amplifiye edilen alan oldukca

kiigiiktiir.

® Fenotipik olarak gbzlenen 6zellikleri kontrol eden genler hakkinda heniiz asmalarda
yeterli bilginin olamayis1 nedeniyle gen spesifik bir yontem olan SSCP ydnteminde

kullanilan primer sayisinin oldukc¢a sinirli olmasidir.

Sonug olarak tez ¢alismasi ile, Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik karasi iiziim cesitlerinde
gama radyasyonu uygulamalarindan yasama giiciinde bireylerin elde edildigi
varyasyonlara ulasilmasi basarilmistir. Elde edilen yeni populasyonlarin, cok yillik
bitkiler icin ¢ok simirli kabul edilecek ii¢ yillik bir siire icin de olsa, morfolojik
degerlendirmelerinde tekrar edilebilir farkliliklar belirlenmis ve mutasyonun varlig
fiziksel anlamda ortaya konulmustur. Ayrica kromozom calismalar1 ile, secilmis
bireylerde sitolojik yonlii degisimlerin elde edildigi belirlenmistir. Morfolojik ve
sitolojik calismalardan elde edilen sonuglar, bireylerde mutasyonun molekiiler diizeyde
tanimlanmasinin hedeflendigi SSCP ¢alismalar ile desteklenmek istenmis ancak, SSCP
calismalarindan elde edilen sonuglarin monomorfik olmasi nedeniyle iliskilendirme
yapilamamistir. Ancak tez caligmasi iki acidan 6nem tasimaktadir. Birincisi, ilkemizde
asma 1slahinda yapay mutasyon tekniklerinden yararlanilarak elde edilen bireylerin bag
kosullarina aktarilmasiyla énemli bir kaynak olusturulmustur. Ikinci olarak, az veya ¢ok
varyasyonlarin elde edildigi bu populasyonlar iizerinde gerceklestirilmis olan sitolojik
ve molekiiler diizeyde yiiriitiilmiis tanimlamalar, gerek kromozom c¢alismalar1 gerekse
SSCP tekniginin uygulanmasi bakimindan, iilkemizde asmalar iizerinde gerceklestirilen

ilk caligmalar olarak orijinal niteliktedir.
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Elde edilen bireyler ve bulgular bundan sonraki asamada mutasyon islahi ile yeni
bireylerin gelistirilmesinde kullanilabilecegi gibi, son yillarda giderek tnem kazanan
gen fonksiyonlar1 ve genom haritalama caligsmalar1 i¢in gerekli olan mutasyonla
degistirilmis 6zellikler ve DNA dizilerinin saglanabilecegi bir kaynak olarak hizmet

edecektir.
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