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Danisman : Prof.Dr.Salih CELIK

Prof.Dr. Ali ERGUL

Bu arastirmada; Tekirdag Bagcilik Arastirma Istasyonu tarafindan melezleme
calismalar1 sonucunda tescil edilmis olan, Tekirdag Cekirdeksizi, Trakya ilkeren, 2B-56
(Recel tiziimii), 3A-261 (Giliz tliziimii), Barig tiziim ¢esitlerinin ve ebeveynlerinin 19 SSR
lokusu (VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD24, VVMD27, VVMD28, VVMD31,
VIZAG62, VrZAG79, VMC2C3, VMC2H4, VVIB01, VVS1, VVIH54, VrZAGS83,
VVMD21, ZAG112, ZAG64, ZAG47) kullanilarak, genetik diizeyde allel profilleriyle
genetik tanimlamalar1 yapilmistir. Tekirdag Cekirdeksizi, Trakya Ilkeren, 2B-56, 3A-261
cesitlerinde, 19 SSR lokusundaki allellerin uyumlulugu s6z konusu iken, Baris ¢esidinde, 4
lokusta allellerin uyumlulugu goriilmiis fakat 15 lokusta ebeveynleri ile ortak allele sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica Italya x 2B-56 (65 adet) ve Ribol x 3A-261 (32 adet) melez
kombinasyonlarindan elde edilen F;’lerin, SCC8 ve SCF27 ¢ekirdeksiz lokusu primerleri
ile ¢ekirdeklilik ve ¢ekirdeksizlikleri arastirtlmig, bulunan sonuglar morfolojik
degerlendirmelerle paralellik gostermistir. Melezleme c¢alismalart sonucunda elde edilen
Fi’lerde, cekirdeksizligin erken donemde tespitinde adi gecen iki lokusun kullanilabilir
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Vitis vinifera L., molekiiler tanimlama, SSR, ¢ekirdeksizlik

2013, 90 sayfa
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THE PARENTAL ANALYSIS OF GRAPE CULTIVAR RELEASED BY CROSS-
BREEDING AND THE SELECTION OF SEEDLESS INDIVIDUALS BASED ON
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In this research, allele profiles in genetic level and genetic identification of
Tekirdag Cekirdeksizi, Trakya Ilkeren, 2B-56 (Regel iiziimii), 3A-261 (Giiz iiziimii) and
Baris grape varieties, which were registered by Tekirdag Viticulture Research Station as a
result of crossbreeding studies, and their parents have been done by using 19 SSR loci
(VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD24, VVMD27,VVMD28, VVMD31, VrZAG62,
VIrZAG79, VMC2C3, VMC2H4, VvVIB01, VVS1, VVIH54, VrZAG83, VVMD21,
ZAG112, ZAG64, ZAGA4T). It is observed that alleles in 19 SSR loci were compatible in
Tekirdag Cekirdeksizi, Trakya Ilkeren, 2B-56, 3A-261 grape varieties whereas in Baris
grape variety, allelles were compatible in 4 loci; but in 15 loci they were not sharing the
same alleles with their parents. Moreover, SCC8 and SCF27 seedless locus primers and
seeded/seedless traits of F;s derived from the hybrid combinations of Italy x 2B-56 (65
pieces) and Ribol x 3A-261 (32 pieces) were investigated and the obtained results
indicated parallelism with the morphological assessments. It is confirmed that the two
abovementioned locus could be used in the early stage determination of seedlessness in F1s
obtained as a result of crossbreeding studies.

Keywords : Vitis vinifera L., molecular identification, SSR, seddlessness
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1. GIRIS

Tiirkiye kuzey yarim kiirede 36° — 42° enlem dereceleri arasinda yer aldigindan,
bagcilik agisindan ¢ok uygun ekolojik kosullara sahiptir (Fidan 1985). Diger taraftan bagcilik
icin diinyanin en elverisli iklim kusagi {izerinde bulunan iilkemiz, asmanin gen merkezi
olmasinin yani sira, son derece eski ve koklii bir bagcilik kiiltliriine sahiptir. Anadolu’da
bagcilik kiiltiiriiniin M.O. 3500 yilina kadar dayandig1 saptanmustir (Celik 1998).

Diinyanin 6nde gelen {iziim iireticileri arasinda yer alan iilkemizde bagcilik,
ekonomiye onemli derecede katkida bulunur. Uziim, zeytin, incir ve hurma Eski Diinya
tilkelerinde, 6zellikle de Akdeniz’e kiyist olan iilkelerde yetistirilen ilk meyvelerdir (Zohary
ve Hoph 2000). Bagcilik, tarimsal iretimden saglanan gelirin %7’sini saglamakla Tiirk
tariminda énemli bir yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2010 yil1 verilerine gére
tilkemizde 477.785 ha bag alani olup yaklasik 4,2 milyon ton tiziim tretilmektedir (Anonim
2011). Mevcut bag alani ve tretim degerleri ile diinyada ilk bes iilke arasinda yer alan
Tiirkiye bagciligini, birinci derecede ¢ekirdeksiz ve cekirdekli iiziim; ikinci derecede ise
sofralik {izlim iiretimi karakterize etmektedir. Hemen hemen her bolgesi giiclii bir bagcilik
potansiyeline sahip olan iilkemizde, bagciligin tarim iriinleri arasindaki yeri ve gelisme
durumu, bolgelere gore farklilik gostermektedir (Celik ve ark.1998).

Uziimlerde ¢ekirdeksizlik, pazarlama sansini arttiran ve tiiketici tarafindan arzu edilen
Oonemli bir 6zelliktir. Buna ragmen diinya ticaretine konu olmus olduk¢a az ¢ekirdeksiz ¢esit
bulunmaktadir. Yeni c¢ekirdeksiz gesitler elde etmek amaciyla 1slah ¢caligmalar1 yapilmaktadir.

Ulkemizde, ¢esitli yorelerde yetistirilen sofralik ve saraplik {iziim cesitleri {izerinde
birgok ampelografi ¢alismalari yiiriitiilmiistiir (Kisakiirek 1956, istar 1959, Fidan ve ark.
1972, Fidan 1973, 1975a, 1975b, 1976; Odabas 1984, ilter ve Uzun 1988, Giirsoz 1993,
Boz 1995).

1965 yilinda Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii tarafindan, yaklasik 1000 {iziim
cesidi koleksiyona aktarilmistir. Bu koleksiyon cesitleri iizerinde ampelografi caligmalari
tamamlanmis, ¢esit ve tiplerin katalog bilgileri saptanmistir. Ampelografik yontemler ¢esit
tanisinda halen yaygin olarak kullanilsa da bazi sorunlar teskil etmektedir. Bir asmanin
ampelografik tanist bu asmanin degisik mevsimlerdeki evrelerinin incelenmesini
gerektirmekte, bu nedenle de yaklasik iki yil siirmektedir. Ayrica ampelografik yontemler,
genotip-gevre iliskilerinden biiyiik Ol¢iide etkilenmektedir. Neticede elde edilen bilgiler,

sadece bitkinin genetik yapisini degil, arastirmanin yapildig1 yerdeki iklim ve toprak kosullari



gibi dis etmenleri de yansitmakta bu nedenle de her zaman saglikli sonu¢ vermemektedir
(Levadoux 1956).

Son 15 yilda gelistirilen molekiiler yontemler, organizmalarin genetik ¢esitliligini,
kalitsal kokenlerini ve birbirlerine yakinliklarini arastirmada devreye girmistir. Bunlardan
DNA markérler, birgok aragtirmaci tarafindan ebeveyn tayini, ¢esit tanimlama, sinonim ve
homonimlerin belirlenmesinde kullanilmistir (Sanchez-Escribano ve ark. 1999, Dangl ve
ark. 2001, Regner ve ark. 2001, Reale ve ark. 2002, Montaner ve ark. 2004, This ve ark.
2004, Niiiez ve ark. 2004, Ortiz ve ark. 2004). Ayrica ebeveyn analizi (Thomas ve ark.
1994, Bowers ve Meredith 1997, Sefc ve ark. 1997, Grando ve ark. 2000), genetik farklilik
calismalari, evrimsel gelisimin molekiiler analizi ve orijin belirleme (Sefc ve ark. 2000,
Vouillamoz ve ark. 2003, Arroyo-Garcia ve ark. 2004), bitki islahg¢1 haklarindaki ihlali
saptama (Ibafiez ve Eeuwijk 2003), genetik haritalama (Dalbo ve ark. 2000, Grando ve
ark. 2000, Merdinoglu ve ark. 2003, Riaz ve ark. 2004) gibi amaglarla da mikrosatellitler

(SSR= Simple Sequence Repeats) markorler kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir.

Bagcilikta daha verimli, kaliteli ve iri taneli pazar degeri yliksek sofralik {iziim
cesitleri ile sira randimani yiiksek ve iyi kaliteli saraplik, cesitlerin elde edilmesi ancak
yapilacak 1slah c¢alismalariyla, 6zellikle de kombinasyon (melezleme) 1slah ¢alismalariyla
miimkiin olacaktir (Ergiil 1994). Asma 1slah1 calismalari, diinyada oldugu gibi lilkemizde de
bagciligin  Oncelikli konular1 arasindadir. Son yillarda 6nem kazanan melezleme
(kombinasyon) 1slah1 ¢alismalarinda 6ncelikli konular ise; tane kalite kriterlerinin arttirilmasi,
cekirdeksizlik, abiyotik ve biyotik kosullara dayanikliligin arttirilmasi, erkenci/gecg¢i gesitlerin
elde edilmesi vb. olusturmaktadir. Diger taraftan zaman alict ve yogun isgiicli gerektiren bu
islahi ¢aligmalarinda; melezleme kombinasyonlarina uygun adma dogru gesit gelistirmek

Onem tasimaktadir.

Bagcilik calismalarinda gen kaynaklarinin tanimlanmasi ve korunmasi c¢aligmalarina
bakildiginda temel olarak; dogal gen kaynaklarinin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Bununla
birlikte DNA’ya dayali genetik karakterizasyon c¢alismalari daha da 6nem kazanmustir.
Oncelikli ve 6zel popiilasyonlar ise 1slah ¢alismalarmn iiriinleri olan hibrit bitkilerdir. Hibrit
bitkilerin, dogal popiilasyonlara gore oncelik kazanmasinin nedeni ise; tistiin 6zelliklere sahip
dogal gen kaynaklar1 arasindan secilen ebeveynlere ait begenilen karakterlerin, uzun yillar
siiren 1slah ¢alismalari ile bu hibritlerde kombine edilmesidir. Diger ifade ile hibrit bitkileri,
ebeveynleri olan dogal gen kaynaklari bitkilerinden daha iistiin ozelliklere sahip olup,

oncelikli olarak tescil ve genetik olarak karakterize edilmelidir. Yeni ¢esitlerin tanimlanmast;



dogru melezleme kombinasyonunun kontrolii ve bu gesitlerin ¢ogaltimi asamasinda, 1slah¢i
arastiricilarin, kurumlarin ve hatta iilkelerin haklarinin korunmasi agisindan da biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bu dogrultuda; Tekirdag Bagcilik Arastirma Istasyonu’nda 1slah edilen Baris,
Tekirdag Cekirdeksizi, Trakya Ilkeren, Giiz Uziimii, Regel Uziimii cesitlerinin, SSR
markorler ile 1slahda kullanilan ebeveynlerinin dogrulanmasi ve bu g¢esitlerin DNA kimlik

tanisi, tez ¢alismasinin ilk amacini olusturmaktadir.

Bitkisel tiretimin ve iriinlerdeki kalitenin arttirilmasi agisindan, islah c¢alismalari
biiyliik 6nem kazanmistir. Kombinasyon 1slahi, melezleme ¢alismalar ile baslayan, ¢ok uzun
stire¢ olup arzu edilen ¢esitlerin elde edilmesi i¢in genis popiilasyonlar igerisinden se¢im
gerektirmektedir. Diger bir ifade ile bu ¢aligmalarin isgiicii fazla ve etkinligi diisiiktlir. Asma
gibi cok yillik bitkilerdeki heterozigotik yap1 ise 1slah ¢aligmalarinda amaca uygun hibritlere
ulagsmay1 zorlastiran bir diger faktordiir. Glinlimiizde biyoteknoloji alaninda her gecen giin
artan degisiklikler devam etmektedir. Markore Dayali Seleksiyon (MDS = MAS = Marker
Assited Selection) ile popiilasyon igerisinden istenen Ozellikteki bitkilerin segilmesi siireci
minimuma inmektedir. Markore Dayali Seleksiyonun kullanildigr 1slah ¢alismalarinin en
onemlilerinden birisi ise c¢ekirdeksizlik seleksiyonlaridir. Tekirdag Bagcilik Arastirma
Istasyonu’nda, uzun yillar devam eden 1slah ¢alismalar1 sonucunda elde edilen popiilasyon
icin, arzu edilen ilk Ozelliklerin basinda cekirdeksizlik gelir. Markore Dayali Seleksiyon
yontemi ile gekirdeksiz 1slahi igin Tekirdag Bagcilik Arastirma istasyonu’nda bulunan Italya
X 2B-56 (Regel Uziimii) (65 adet), Ribol x 3A-261 (Giiz Uziimii) (32 adet) melezleme
kombinasyonlarina ait Fi-lerin ¢ekirdeksizlik 6zelligi agisindan Markore Dayali Erken

Seleksiyonunun gergeklestirilmesi de tez ¢aligmasinin diger amacidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Asmada Genetik Tammmlamalar: Mikrosatellit (SSRs, Simple Sequence Repeats)

Molekiiler markorler, genomda bir gen ya da gen bolgesine iliskin DNA parcasi veya
biyokimyasal madde olarak tanimlanmaktadir. Molekiiler markdrler bahge bitkilerinde; gen
kaynaklarindaki bireylerin tanimlanmasi, akrabalik iliskilerin belirlenmesi, haritalama ve
seleksiyon amaciyla kullanilmaktadir. Bu tekniklerde baglangigta enzim alt birimleri
kullanilmakla birlikte daha sonra genomik DNA, organel DNA’s1 ya da satellit bolgeler gibi
kisimlarin esas alindigt DNA markérleri uygulama alant bulmustur (Agaoglu ve Ergiil 1999).

[lk dénemlerde yapilan galismalarda daha ¢ok izoenzim markdrlerine yer verildigi,
daha sonraki yillarda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ve SSR (Simple
Sequence Repeats) teknikleri yogunlukta olmak tizere AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ve ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) gibi tekniklerin kullanildig:
goriilmektedir. Bu arastirmalarin agirlikli olarak cesit tanimlama ve akrabalik iliskilerinin
saptanmasina yonelik olarak yiiriitiildiigii ortaya cikmistir. Cesit tanimlama caligmalarinda
SSR tekniginin etkinligi vurgulanirken, ¢ok yakin akraba bireylerin analizi diisiiniildiigiinde
birden ¢ok markor sistemlerinin kullanilmasinin faydali olacagi belirtilmektedir (Sabir 2008).

SSR (Simple Sequence Repeats) veya mikrosatellitler 6karyotik genomlar boyunca
dagilmig bulunan ve ardistk olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan
olugmaktadir. Bu gruplar (AT)n, (GT)n, (ATT)n veya (GACA)n seklinde gdsterilmekte ve n
ardigik tekrar sayisini belirtmektedir. Mikrosatellitleri gevreleyen DNA dizileri genellikle ayni
tiirlin bireyleri arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde ¢alisan SSR’larin PCR
primerleri ile ¢ogaltilarak se¢imine izin vermektedir. Ardistk SSR tekrarlarin sayisindaki
farklilik PCR sonucunda farkli uzunlukta parga ¢ogaltimiyla sonuglanmaktadir. Bu tekrarlar
cok yakin tiir ve ¢esitler arasinda dahi tekrarlanan initelerin sayisinda degisiklige yol acan
mutasyonlar nedeni ile olduk¢a polimorfiktir ve SSR’lar1 ¢evreleyen korunmus DNA dizileri
primer olarak kullanilarak PCR metodu wvasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit
edilebilmektedir (Gupta ve ark. 1994).

PCR’la ¢ogaltilmig mikrosatellit markorler, 6zel lokusa sahip ve yiiksek miktarda
polimorfik olmanin avantajina sahiptir. Allel biiyiikliigiiniin belirlenmesi, yiiksek ¢oziiniirli

elektroforez araciligiyla elde edilir. Bu markorler kodominanttir ve bu sayede homozigot ve



heterozigotlarin ayrimina izin verir. Mikrosatellit profili (analiz edilen lokusta belirlenen baz
cifti), verilen allel biyiikligiyle temsil edilir. Sonugta, pratik agidan mikrosatellit
markdrlerin, tekrarlanabilirlii ve standardizasyonu cok kolaydir ve bu nedenle farkli
laboratuarlar arasindaki verilerin transferi ve karsilastirilmasi olanagi mevcuttur (Sefc ve ark.
2001).

Bitkideki genetik haritalama ¢aligmalarinda ve genom projelerinde SSR markorlerin
onemi her gegen giin artmaktadir (Fischer ve ark. 2004, Welter ve ark. 2007, Akkurt ve
ark. 2007, Velasco ve ark. 2007).

Ko-dominatlik, diger DNA markorlere gore yiiksek polimorfiklik saglama vb.
ozellikleri ile liziim tanimlama ve diger calismalarda SSR markdrler onemli avantajlar

saglamaktadir.

2.1.1. SSR Tekniginin Bagcilikta Kullanim Alanlari

SSR markorler asma 1slahinda; Vitis cinsinde evrimsel gelisimin molekiiler analizi,
Vitis vinifera L. ¢esitlerinin ve Amerikan asma anaglarina ait gen kaynaklarinin belirlenmesi,
melezleme sonucu elde edilen gesitlerin tanimlanmasi ile sinonim ve homonimlerin tespit
edilmesi, orijin belirleme, melezleme 1slahinda hibrit bitki tanis1 ve genetik haritalama gibi

degisik amaglara yonelik olarak kullaniimaktadir.

2.1.2. Asmada SSR’a Dayah Cahismalar

[lk asma mikrosatellit caligmalar1 Avusturya’da Thomas ve Scott (1993) tarafindan
yapilmistir. Toplamda 26 Vitis vinifera L. ¢esidi, 6 Vitis tiirii ile Vitis rotindifolia’da yapilan
calismaya daha sonra 80’den fazla genotip eklenmistir. Thomas ve ark. (1994) tarafindan
yiriitiilen diger bir calismada ise; SA Teleki ve Kober 5 BB anaclarinin SSR analizleri
gerceklestirilmis, kullanilan primerler itibari ile ayrim saglanamamustir.

Walker ve Boursiquot (1992), Kaliforniya Universitesi’nde bulunan anaglar iizerine
yiiriittiikleri calismalarinda, 7 adet SO4 asma anacinin yanlis etiketlendigini, aslinda bunlarin
Teleki 5C oldugunu saptamislardir. Bu iki anacin yaprak ve siirgiinle ilgili bircok
ozelliklerinin ¢ok benzer olmasina ragmen siirgiin ucu, gen¢ yaprak ve siiliik 6zellikleri
bakimindan farkliliklar gosterdigini belirlemislerdir. Diger taraftan izoenzim analizlerinin de

ampelografik bulgulara benzer sonuglar verdigini bildirmislerdir.



Vignani ve ark. (1996), italyan sarap ¢esidi olan Sangiovese’nin, 12 klonunda
toplamda 7 mikrosatellit lokusu (VVMD5, VVMD6, VVMD7, VVMDS8, VVMS2, VVMS4
ve VVMS29) taramislar; 1 klonun (SG 8T) disinda 11 klonun benzer oldugunu, muhtemelen
tek bir omcadan geldigini, SG 8T nin ise farkli ebeveyne sahip olabilecegini belirtmislerdir.

Sefc ve ark. (1997), tarafindan SSR markorler kullanilarak bir ¢alisma
gerceklestirilmigtir. Genetik analizde mikrosatellitlerin kullanilmasi, iiziimde kimlik saptama
ve soy analizlerine imkan verir. Biiyiikk ekonomik 6neme sahip kiiltiir bitkilerinin ¢ogu,
Ornegin Cabernet Sauvignon gibi, ylizyillar 6nce seleksiyona ugramistir ve ¢ogunlukla da
kokenlerine yonelik giivenilir veriler bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, 51 iziim c¢esidi, 24
mikrosatellit ile c¢alisilmis ve muhtemel ebeveyn-melez kombinasyonlart yoniinden
arastirilmistir. Veriler Cabernet Sauvignon’un kokeninin, Cabernet Franc ve Sauvignon Blanc
arasindaki bir ¢aprazlamaya dayandigini gostermektedir.

Sefc ve ark. (1998a), VVS1, VVS2, VVS3,VVS4, VVS29, VVMD7, VVMD28,
VVMD32 VVMD36 mikrosatellitlerini kullanarak 66 Avusturya iiziim ¢esidinde tanimlama
yapmiglardir. Caligmada kullanilan anaglarda benzerlik degerleri 0.29 -0.96 arasinda tespit
edilirken, cesitlerde ise 0.53-0.87 arasinda bulunmustur. Sefc ve ark. (1998b), Avusturya’
dan alinan ve ticari dneme sahip 18 sofralik {izim ¢esidi 11 mikrosatellit markori ile
tanimlanmis, boylelikle genetik markorlerin ticari iizlim gesitlerinde isim dogrulugu tespitinde

kullanilabilirligi kanitlanmigtir.

Lin ve Walker (1998), kambiyum dokularindan DNA izole ederek ve 7 SSR lokusu
kullanarak, 58 adet asma anacinin dinlenme donemlerinde de basariyla tanimlanabilecegini

bildirmislerdir.

Maletic ve ark. (1999) tarafindan 22 Hirvat tiziim g¢esidi 9 mikrosatellit markori ile
taranmis, sinonim ve homonim cesitler genetik analizler ile tanimlanmistir. Ayrica bu ¢esitler

300 Avrupa ¢esidinde yapilan mikrosatellit ¢aligmalart ile karsilagtirilmastir.

Sanchez-Escribano ve ark. (1999), 43 sofralik iiziim g¢esidinin 8 mikrosatellit
markdri (VVSI1, VVS2, VVS3, VVS4, VVS5, VVMDS5, VVMD6 ve VVMD?7) ile kimlik
tespiti yapilmis ve 43 g¢esitten 14 tanesinin allel biiyiiklikkleri bakimindan ayni oldugu

agiklanmustir.

Arroyo-Garcia ve Martinez-Zapater (2000), 9 yeni mikrosatellit lokusu
gelistirmigler ve bu markdrleri sofralik ve saraplik bazi {iziim cesitlerinde test etmislerdir.

Allel sayisin1 her lokusta 8 ile 10 arasinda tespit ederlerken, bitki kloroplast genomunda



bulunan polimorfik mikrosatellit bolgelerinin tanimlamalarda biiylik 6neme sahip oldugunu

vurgulamiglardir.

Faria ve ark. (2000), en 6nemli 5 porto sarabi gesidi ile 4 mikrosatellit lokusunda
calismislar ve mikrosatellit teknigi ile tek ve karisik siranin tanimlanmasinda basarili sonuglar

almislardir.

Grando ve ark. (2000), Trentino Bolgesi’ne (Kuzey Italya) ait 36 eski asma ¢esidi ile
halen bu bolgede yetismekte olan 12 yoresel asma cesidini 7 mikrosatellit markori ile
taramislardir. Toplamda 11 homonim g¢esit bulunurken, arastirmada Vitis vinifera disindaki

Vitis cinsi tiirleri i¢in karakteristik olan bazi alleller belirlenmistir.

Regner ve ark. (2000a), RAPD, SSR ve ISSR markérler kullanarak, Beyaz Riesling
¢esidinin 10 farkli klonunda genetik polimorfizmi incelemislerdir. SSR ve ISSR markdrlerin,
farkli laboratuarlarda yiiksek stabilite gosterdikleri ve klonal materyalin tanimlanmasinda

uygun metotlar olarak goriilmiistiir.

Narvaez ve ark. (2001), 20 genotipte 12 mikrosatellit markorii ile bu gesitlerin

genetik kimliklerinin olusturuldugunu bildirmislerdir.

Lefort ve Roubelakis-Angelakis (2001), Yunanistan’da ampelografik o6zellikleri
tanimlanmis olan asma genotiplerini molekiiler karakterizasyonla desteklemek amaciyla
mikrosatellit markorlerini kullanmiglardir. Baslica sofralik ve saraplik cesitleri de i¢ine alan
50 genotipin 11 SSR markdrii ile mikrosatellit profilleri olusturulmustur. Calisilan markdrler
genotiplerin ayrilmasinda etkili olmus ve lokus basina 7.9 olmak iizere toplam 87 allelin
saptanmasini saglamistir. Lokus basina goézlenen heterozigotluk orani 0.68-0.96 arasinda

olmustur.

Regner ve ark. (2000b), 300 kadar asma ¢esidi ve Vitis silvestris’in 20 farkli
genotipini mikrosatellit markorlerle analiz etmisler ve ¢alismalar1 sonucunda V. silvestris’te
bulunan allelerin ¢ogunun V. vinifera’da da bulundugunu, bu nedenle V. silvestris ve V.
vinifera arasinda genetik olarak benzerlik oldugunu belirtmislerdir.

Regner ve ark. (2001), Vitis tiirlerine ait 1200 kadar 6rnegin genetik tanimlamasini
SSR, ISSR, AFLP ve RAPD gibi tekniklerle yapmislardir. Ayrica Avusturya’dan alinan
300’den fazla cesitte 40 mikrosatellit markdrii deneyerek genetik farklilik ve  orijin

arastirmalar1 gergeklestirmislerdir.

Schneider ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada sinonim oldugu diisiintilen 31

cesitte RAPD ve SSR analizleri yapilmis, 16 tanesinin sinonim oldugu goriilmiistiir.



Reale ve ark. (2002) “Tintilia’* ve “Bovale’’ ¢esitleri arasindaki sinonim iligkisini
arastirmislar ve 14 SSR lokusu kullanmislardir. iki cesit arasinda benzerliklere rastlarken,

birbirinin sinonimi olan genotipler tespit edememislerdir.

Reddy ve ark. (2002) gore basit dizi tekrarlar arasi (ISSR) — PCR, ¢ok alanl
markorleri elde etmek iizere polimeraz zincir reaksiyonunda mikrosatellit dizilerinin ara
bolgelerinin kullanimina dayanan bir tekniktir. ISSR markérleri son derece polimorfiktir ve
genetik ¢esitlilik, filogeni, genetik takip, gen haritalamasi ve evrimsel biyoloji ile ilgili
caligmalarda fayda saglarlar. Bu inceleme, bu teknigin detaylar1 ve genis capli kiiltiir
bitkilerinin genetiginde ve yetistirilmesinde uygulanmasi {izerine genel bir agiklama niteligi

tagimaktadir.

Aradhya ve ark. (2003) tarafindan 222 kiiltiir (Vitis vinifera) ve 22 yabani (V.
vinifera ssp. sylvestris) asma ¢esidinin genetik ayrim igin 8 mikrosatellit lokusu kullanilmis

ve toplamda 94 allel tespit edilmistir.

Crespan ve ark. (2003) yerel Italyan asma genotiplerini tamimlamuslar ve farkli
cografik bolgede yetistirilen ¢esitlerin sinonimlerini ortaya ¢ikarmislardir.

Hajos-Novak ve Hajdu (2003), Macaristan’da bazi asma ¢esit ve melezlerini
izoenzim, RAPD ve SSR teknikleri yardimiyla karakterize etmiglerdir. Arastiricilar kullanilan
her tic molekiiler markor tekniginin de yeterli ayrim sagladigin belirtmislerdir.

Manen ve ark. (2003), arkeolojik bulgularla elde edilen iiziim ¢ekirdeklerini
kullanarak mikrosatellit markorleri ile karakterizasyon g¢alismasi yapmiglardir. Calisilan 6
ornekten Ugciinlin tanimlanmasi basariyla gerceklestirilmistir. Avrupa’da farkli isimlerle
yetistirilen Zinfandel ile diger baz1 ¢esitlerin de kullanildig1 baska bir calismada 25 SSR
markori test edilmistir. Allel paylasim oranlarini degerlendiren arastiricilar (Maletic ve ark.
2003), gesitlerin cografi orijinleri ve dagilimlari hakkinda 6nemli bulgular elde etmislerdir.

Pollefeys ve Bousquet (2003), bu ¢alismada dogu ve orta-batt Kuzey Amerika’da ¢ok
popiiler olan Fransiz- Amerikan melezlerinin, 6 SSR markorii ve 33 RAPD markort ile
genetik gecmislerini ortaya koymuslardir.

Constantini ve ark. (2005), tarafindan yapilan calismada Giiney Italya- Campania
bolgesinden almman 114 genotip, 8 mikrosatellit markor ile genetik analizleri yapilmistir.
Campania iiziim gesitlerinin ¢ok farkl: yerlerden gelmis olabilecegi ifade edilmistir.

Vouillamoz ve ark. (2006), Tirkiye, Giircistan ve Ermenistan’dan toplanan 116
genotipte 6 mikrosatellit markér (VVMDS, VVMD7, VVMD27, ViZAG62, VIZAG79 ve
VVS2) ile genetik analizler yapmislardir. Tiirk c¢esitlerinden Dimiski, Luvanek, Morek,



Sungurlu ve Vilki’de 3 allel durumu gozlenmistir. Ayrica, Tirkiye’deki cesitler ile diinya
capinda tanimmis diger ¢esitler arasinda sinonim iliskisi arastirilmis buna gore, Iridaneli ile
Italia, Parmak ile Jerusalem Bleu ¢esitlerinin sinonim olabilecegi belirtilmistir.
Arroya—Garcia ve ark. (2006), 130 lokasyondan 1201 asma genotipi kullanmislardir.
Kiiltiir ve yabani cesitlerde kloroplast SSR (kSSR) ile yapilan c¢aligmada iiziimiin iki
orjininden birinin Anadolu digerinin ise Ispanya (saraplik cesitler) oldugu tespit edilmistir.
Akkak ve ark. (2005), 12 SSR markori (VVS2, VVS5, VVMDS, VVMD7,
VVMD24, VVMD27, VVMD31, VVMD36, VrZAG21, VIZAG62, VrZAG67, VrIZAGT79)
kullanarak Akdeniz Bolgesi’nde yetisen Vitis vinefera L. cesitleri arasinda genetik iligkiyi
tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada kullanilan 60 ¢esit arasinda genetik farklilik 0,79 olarak
belirtilmistir. Ayrica arastirmada, 60 cesitte 34 farkli genotipin oldugu gosterilmistir.

Uzun ve Sarikaya (1996), baz1 iliziim cesitleri arasindaki polimorfizmi 7 enzim
sistemi ile arastirmislardir. 43 {iziim ¢esidinin 6 enzim sistemi ile tanimlandigi bir ¢aligmada
en etkili enzimin katesol oksidaz oldugu bildirilmistir (Escribano ve ark.1998). Benzer
caligmalarda Soylemezoglu ve ark. (1998) ile Tiirkben ve ark. (2002) kullandiklar1 enzim
sistemlerinin ¢esit bazinda ayirim sagladigini belirtmislerdir.

Karaagac¢ (2006), 48 iiziim ¢esidinde 17 mikrosatellit markorii kullanarak genetik
tanimlamalar yapmis ve arastirma sonucunda gesitlere ait allel sayisin1 en az 4, en fazla 13
olarak bulmustur. Ayrica, Dusuzu ile Dimigki ¢esitlerini sinonim gesitler olarak belirlemistir.

Santana ve ark. (2007), ispanya iiziim gesitlerinden 65’ini kullanarak 6 SSR lokusu
ile gerceklestirdikleri aragtirmalarinda, cesitlerin ampelografik 6zelliklerine uygun olarak 13
sinonim ve 3 homonim grup tespit etmislerdir.

Dilli (2008), Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidine ait 5 tip, Pembe Gemre, Osmanca,
Ipek iiziim gesitlerine ait 9 klon ve Ege Bolgesi icin énemi olan 15 yerel gesit ile 2 referans
cesit olmak tizere toplam 31 iiziim ¢esidinin (Vitis vinifera L.) SSR genetik analizleri 16
mikrosatellit markér kullanarak gergeklestirmistir. Arastirici klonal diizeyde polimorfiklik
yakaladiklarimi bildirmislerdir.

41 gesitle ¢alisan Dangl ve ark. (2001) ile 25 gesit kullanan Arnold ve ark. (2002) da
SSR markdrlerinin Vitis cinsinde yiiksek polimorfizm gosterdigini belirlemislerdir. 55
genotipi 6 SSR markori ile tamimlayan Kozjak ve ark. (2003), elde ettikleri SSR allel
profilleri ile klonal farkliligin tespitini saglamistir. 74 c¢esidi 9 SSR markorii ile karakterize
eden Hvarleva ve ark. (2004) ¢esitlerin kolaylikla farkli gruplara ayrilabildigini bildirmistir.

Genetik kaynaklarin korunmasina yonelik olarak son yillarda yiiriitiilen ¢alismalarda Martin



ve ark. (2006) 56, Almadanim ve ark. (2007) 51, Costantini ve ark. (2007) 20,
Dzhambazova ve ark. (2007) 20, Karatas ve ark. (2007) 39 ve Selli ve ark. (2007) 31
lizlim ¢esidinin DNA parmak izlerini olusturmuslardir.

Bagcilikta molekiiler markor tekniklerinin yogun olarak uygulandigi laboratuarlarda
yiriitiilen arastirmalarin sonuglarina gore cesit karakterizasyonun en uygun 6 SSR primeri
(VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VRZAG62 ve VRZAGT79) segilerek bu konudaki
calismalarda kullanilmasi tavsiye edilmistir (This ve ark. 2004).

Santiago ve ark. (2007), Ispanya ve Portekiz’de halen yetistirilmekte olan en eski
lizim gesitlerinden olan Albarino ile genellikle bu ¢esitle karistirilan diger bazi saraplik tizim
cesitlerini ampelografik ve molekiiler yontemlerle tanimlamislardir. Arastiricilar, siirgiin,
yaprak, salkim ve tane 6zelliklerine gore yapilan tanimlamalarin sonuglarina gore, ekonomik
Ooneme sahip ve yaygin olarak yetistirilmekte olan bazi cesitlerin yanlis isimlendirildigini
saptamiglardir. Buna bagli olarak, baz1 ¢esitlerin cografi orijinleri ile ilgili olarak arastiricilar
arasinda goriis ayriliklarinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Ayrica, bu sonuglar calisma
kapsaminda yapilan SSR analizleri ile de desteklenmistir.

Moncada ve Hinrichsen (2007) Sili, Fransa ve Italya’da Carmenere olarak bilinen
kirmiz1 garaplik ¢eside ait 26 bireyin genetik benzerliklerini SSR ve AFLP markorleri ile
aragtirmislardir. Markor analizlerine gore farkli bolgelerden alinan 6rnekler arasinda 6nemli
farkliliklarin bulundugu ve Fransa’da yetistirilen bireylerin digerlerine genetik olarak daha
uzak oldugu belirlenmistir.

Sladonja ve ark. (2007) Jarbola adi altinda farkli bolgelerde yetistirilmekte olan 1
kirmizi ve 20 beyaz taneli iliziim genotiplerini ampelografik ve molekiiler yontemlerle
tanimlamislardir. Genotiplerin ampelografik 6zellikleri ve SSR band desenlerine gore, 4
bireyin genetik olarak ayni ozellige sahip oldugu ve bu nedenle aymi ¢eside ait genotipler
oldugu belirlenmistir. Kirmiz1 tanelere sahip olan genotip ise digerlerine uzak iligkili olarak
saptanmis ve ayri bir ¢esit olarak tanimlanmistir.

Staraz ve ark. (2007), Italya’nin en 6nemli iiziim cesitlerinden olan Sangiovese
cesidinin akrabalik O6zellikleri ve tarihsel gelisimi hakkinda bilgi elde etmek amaciyla
yiriittiikleri ¢aligmalarinda SSR markdrleri kullanmigtir. Muhtemel sinonim ve homonim
genotipler ile diger baz1 bolgesel ¢esitlerin de kullanildig1 arastirmada, genellikle bilinenlerin
yaninda yeni sinonimlerin de olabilecegi bildirilmistir. Arastiricilar, ¢alisma kapsamindaki
genotiplerin birlikte degerlendirilmesi sonucunda, bu ¢esidin Sicilya orijinli olabilecegi

kanisina varmislardir.
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Vouillamoz ve ark. (2007), Tuscan bolgesinde yetistirilen baz1 saraplik ¢esitleri SSR
markorleri ile analiz etmislerdir. SSR bant desenlerine dayali olarak elde edilen bilgilere gore
Sangiovese ¢esidinin Ciliegiolo ve Calabrese c¢esitlerinin melezi olabilecegini destekleyen
bulgular elde edilmistir.

Riaz ve ark. (2008), SSR markorlerinin M.rotundifolia kiiltiir bitkilerini ve
melezlerini belgelemek {izere ilk defa kullanilmasiyla ilgili bir ¢aligma yapmislardir. Birlesik
Devletler Tarim Bakanligi Ulusal Klonal Germplazm Deposu ve Kaliforniya Universitesi
(Davis) Bagcilik ve Sarapgilik Boliimii’ndeki koleksiyonlardan toplam 57 katilim [39 M.
rotundifolia ¢esidi, 3 V. vinifera ¢esidi, 3 Vitis spp. melezi ve 12 V.vinifera - M.rotundifolia
(VR) melezi] 14 SSR markoérii ile analiz edilmistir. 31 M.rotundifolia ¢esidi ve melezinin
melezleme kayitlarin1 dogrulamak i¢in ebeveynlerin ve tiirlin ortak alellerini karsilastirarak
parmak izi profilleri kullanilmistir. Markor verileri, cesitlerden dordiiniin hatali tespit
edildigini gostermis; bunlarin allelleri bes lokustan fazlasinda uyum gostermemistir.

Leao ve ark. (2009), Brezilya’da Embrapa Semi-Arido, Juazerio, Bahia
koleksiyonundan iki yiiz yirmi bir bitki ile yedi lokusta: VVS2, VVMDS5, VVMD?7,
VVMD27, VVMD31, VrZAG62 ve VIZAG79 parmak izi ¢ikartilmistir. Bunlardan, 187
katilimin {i¢ gruba ayrilmalarina olanak veren giivenilir allel profillerinin mevcut oldugu
goriilmustiir. Bu c¢alismada, 1. grup, dogru tanimlanan 86 katilimdan, 2. grup yanlis
tanimlanan ancak farkli bir ¢esidin referans profiline uyan 30 katilimdan ve 3. grup mevcut
herhangi bir referans profiline uymayan SSR profilleri olan 71 katilimdan olugmustur. 3. grup
icerisinde uluslararasi olarak dogrulanmis referanslarina uymayan 11 katilim ve kendileri i¢in
herhangi bir uluslar arasi referans profili bulunmayan 60 katilimcidan olusmustur. 3. gruptaki
profiller bundan sonra bu katilimlar i¢in referans olusturacaktir. 3.grup katilimlarindan
19’unun belirtilen ebeveynlerinden alinan SSR allel profilleri, bu katilimlarin dogru olarak
adlandirilip adlandinlmadigimni  tespit etmek {izere kullanilmis ve bunlardan 6’s1
dogrulanmistir.

Cipriani ve ark. (2010), Friuli Venezia Giulia (Kuzeydogu Italya) bolgesinden
onemli 48 yerli asma ¢esidi, iki mikrosatellit dizisi kullanilarak analiz edildi. Di-niikleotid
¢ekirdek tekrarlarina dayali bir markor dizisi, tri-, tetra-, ve penta-niikleotid tekrarlarina dayali
yakin zamanda gelistirilen bir markor dizisi ile genetik kimliklerini belirleme, genetik
cesitliligini tahminleme ve ayrim yetkisini olusturma amaciyla karsilastirilmistir. Kalitimi
incelemek i¢in toplam 20 di-niikleotid SSR markérii ve 19 tri-, tetra-, ve penta-niikleotid SSR
markori kullanilmigtir. 39 primerin hepsi polimorfik PCR amplikonlari tiretmistir. Her iki

veri dizisi de iki tanesi hari¢ (‘Refosco di Runcis’ ve ‘Refoscone’) tiim ¢esitlerin
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tanimlanmasina imkan saglamislardir. Gozlenen zigotluk di-niikleotidler ig¢in 0.21 ile 1
arasinda degisirken tri-, tetra-, ve penta-niikleotid tekrar motifli mikrosatellitler i¢in 0.21°den

0.88’¢ kadar degisiklik gdstermistir.

2.2. Asmada Cekirdeksizlik

Cekirdeksizlik kavrami ilk olarak Pearson (1932) ve Stout (1936) tarafindan
tanimlanmistir. Uziimlerde cekirdeksizlik, stenospermokarpik ve partenokarpik olarak iki
grupta smiflandirilmaktadir. Cekirdeksizlik 1slahina yonelik melezleme ¢alismalarinda; klasik
melezleme 1slah ¢aligmalar1 sonucu dollerde ulagilan g¢ekirdeksizlik oraninin sinirli olmast
nedeniyle stenospermokarpik asma cesitlerinin abortif olmus embriyolarinin ilk kez basaril
bir sekilde kiiltiire alinmasi sonucunda ¢ekirdeksiz x ¢ekirdeksiz melezleme calismalarinda F;
generasyonunda ¢ekirdeksizlik oranmin artmasina olanak saglanmistir (Cain ve ark. 1983,
Emershad ve Ramming 1984, Perl ve ark. 2000).

Asmalarda iki tip cekirdeksizlik goriilmektedir. Birincisi tozlanma ve dollenme
olmaksizin tane tutumunun gerceklesti§i partenokarpi, ikincisi ise dollenme sonunda
¢ekirdegin iz halinde gelismesi ile sonuglanan stenospermokarpik tane tutumudur. Asmalarda
partenokarpik tane tutumu Corinth iliziim c¢esidinde tanimlanmistir. Tohum taslaklarinin
anatomik yapisina gore iki sekilde gerceklesmektedir. Cicek tozlarinin uyarici etkisi sonucu
gerceklesen stimiilatif partenokarpi ilk olarak Black Corinth iiziim ¢esidinde tanimlanmaistir.
Bir diger partenokarpik tane tutumu ise tohum taslaklarmin kusurlu yapisindan dolay:
gerceklesen vejetatif partenokarpidir. Ik olarak White ve Red Corinth iiziim ¢esitlerinde
tanimlanmustir. Uziim cesitlerinde tohum taslaklar1 ve embriyo kesesi kusursuz gelistigi halde
yetersiz tozlanma ve dollenme sonucunda kiiciik ¢ekirdeksiz tanelerin meydana geldigi tane
tutumu sik rastlanilan bir durumdur. Boncuklanma (shot berry) olarak adlandirilan tane
tutumunun bu sekli fakiiltatif partenokarpi olarak adlandirilmaktadir. Asmalarda
cekirdeksizligin ikinci tipi; tozlanma ve dollenmeden kisa bir siire sonra genetik olarak
kontrol edilen gelismeler sonucunda integlimentlerin gelismesinin engellenmesi sonucu,
ipliksi ya da iz formu (rudimenter) olarak adlandirilan yapida c¢ekirdeklerin gelistigi
stenospermokarpik tane tutumudur. Embriyo ve endosperm dejenerasyonu sonucunda abortif
tohumlarin olugmasi olayr stenospermi olarak ifade edilirken bu sekilde abortif tohumlara
sahip cekirdeksiz tane tutumu ise stenospermokarpi olarak adlandirilmaktadir (Ledbetter ve

Ramming 1989, Degirmenci ve Kunter 2007).
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Celik (1998) tarafindan bildirildigine gore, iiziimlerde cekirdek dis kabugu tam
gelismis olmasma ragmen i¢ kisimda iz halinde olugsmus embriyo veya dumura ugramis
embriyo vardir. Stenospermokarpik cesitlerde ¢ekirdek dis kabugu deforme olmasina karsin
bos cekirdeklilikte dis kabuk normal formdadir. Boyle c¢ekirdeklerin gelismesinde de
dollenme normal sekilde ger¢eklesmekte ve zigot normale yakin yapi ve biiyiikliikte (¢ekirdek
kabugu meydana gelene kadar) gelistikten sonra korelmektedir. Bos ¢ekirdeklilige en tipik
ornek Cavus iiziim ¢esididir. Bu ¢esitte ¢ekirdeklerin % 99,5’i bos olmaktadir (Fidan ve
Cemali, 1974). Bordelon ve Moore (1994), tohum gelisiminin tam c¢iceklenme veya
ciceklenmeye yakin yiiksek diizeyde biliylimeyi uyarict hormonlarin neden oldugu fizyolojik
kosullar sonucu gerceklestigini belirtmektedirler. Genetik olarak rudimenter c¢ekirdek
gelisiminin goriildigl ¢esitlerin basinda Sultani Cekirdeksiz, Perlette, Pembe Cekirdeksiz,
Black Monukka ve Flame Seedless gelmekte ve 1slah edilen yeni cesitlerle beraber
stenospermokarpik cesit sayisi artmaktadir.

Diinya ve Tirkiye pazarinda sofralik olarak tiiketilen ¢ekirdeksiz {iziime talebi
karsilamak amaciyla yeni cekirdeksiz, ilk ve son turfanda iiziim ¢esitlerinin elde edilmesine
yonelik bir ¢alisma yapilmis, 1974 yilinda baslayan bu calisma sirasinda 38 cesit ana ve 11
gesit baba olarak kullanilmistir. Bu kombinasyonlardan 15200 adet F; bitkisi elde edilmistir.
Bunlar iizerinde yapilan calismalar sonunda salkim ve tane Ozellikleri yoniinden timit var
goriilen 270 adedinden as1 kalemi alinarak c¢esit adayr olarak seg¢ilmislerdir. Bu g¢esit
adaylariin verim ve kalite yoniinden incelemeleri devam ederken Mersin yoresinde iiretici
baglarinda adaptasyon calismalar1 yapilmis ve 5 gesit elde edilmistir. Bu ¢esitlerden birincisi
Alphonse Lavellee x Perlette melezi olan Trakya Ilkeren ¢esidi ¢cok erkenci ve siyahtir. Diger
cesitler Baris, Recel Uziimii, Giiz Uziimii ve orta gecci olan Tekirdag Cekirdeksiz’i cesididir
(Giirnil ve ark. 1998).

Yapilan arastirma sonuglarina gore c¢esidin genetik 6zelligine bagli olarak embriyo
gelisimi degisen safhalarda durmaktadir (Ledbetter ve Ramming 1989, Gribaudo ve ark.
1993). Weinberger ve Harmon (1964) ve Spiegel-Roy (1990), melezleme sonucu elde
edilen dollerde ¢ekirdeksizligi tane etinde iz yapisinda gelisenler ve tane etinden kolaylikla
ayrilabilen yapidakiler olmak ftizere iki kategoride degerlendirmislerdir. Olmo ve Barris
(1973), smiflandirmada tohum agirhigr ve jiletle kesilebilme durumunu dikkate almistir.
Merin ve ark. (1983), hibritlerin ¢ekirdeksizlik durumunun belirlenmesinde duyusal
degerlendirmelere dayanan gozlemsel metotlara gore daha gercek¢i sonu¢ veren tanenin
polifenol icerigine dayanan bir smiflandirma yapmuslardir. Ledbetter ve Shonnard (1991)

ise Vinifera tiziim gesitlerinde ¢ekirdek biiyiikliigli 2mm ve daha kiigiik olanlar ya da ¢ekirdek
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agirhgr 20 mg ve daha az olanlar rudimenter olarak degerlendirilmislerdir. Son yillarda
yapilan calismalarda daha dogru bir fenotipik degerlendirme i¢in siniflandirmada gekirdek
kabugunun sertlesme diizeyi ve endosperm gelisim diizeyi bakimindan degerlendirmenin daha
uygun oldugu belirtilmektedir (Striem ve ark. 1992, Bouget ve Danglot, 1996).

Ulkemizde melezleme yoluyla sofralik iri taneli iiziim gesitlerinin eldesine y&nelik
islah c¢alismalart 1973 yilinda Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitiisii’nde baslatilmistir. 1988 yilinda Yalova Cekirdeksizi (Beyrut Hurmasi x Perlette),
1991 yilinda Ergin Cekirdeksizi (Beyrut Hurmasi x Perlette) ve 1997 yilinda ise Samanci
Cekirdeksizi (Beyaz Sam x Perlette) tescil edilerek iiretime sunulmustur (Uslu ve Samanci,
1998).

Yeni cekirdeksiz cesitlerin eldesine yonelik bir diger ¢alisma 1974 yilinda Tekirdag
Bagcilik Arastirma Enstitiisii’'nde yapilmistir. Melezleme ¢alismalart sonucunda gekirdeksiz
olarak, Barig (Cardinal x Beauty Seedless), Tekirdag Cekirdeksizi (Alphonse Lavellee X
Sultani cekirdeksiz), Recel Uziimii (Elhamra x Perlette), Giiz Uziimii (Emperor x Sultani
cekirdeksiz) gesitleri tescil edilmistir (Giirnil ve ark. 1998).

Uziimlerde ¢ekirdeksizligin olusum mekanizmasmin ortaya koyulmasi ve melezleme
caligmalarinda erken seleksiyon amaciyla DNA’ya dayali markorlerden yararlanilmasi
yoniinde ¢alismalar son yillarda 6nem kazanmistir (Adam- Blondon ve ark. 2001, Mejia ve
Hinrichsen 2003, Fatahi ve ark. 2004).

Melezlerde, ¢ekirdekli-¢ekirdeksiz ayrimmin etkin bir sekilde on seleksiyonunun
yapilabilmesi i¢in son yillarda molekiiler markorlerin kullanimi 6n plana ¢ikmistir. Molekiiler
markorlerden RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA, Rastgele Cogaltilmis DNA
Farklilig1) (Striem ve ark. 1996), SSR (Simple Sequence Repeats, Basit Dizi Tekrarlari)
(Barticevic ve ark. 2004), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, Cogaltilan
Parga Uzunlugu Farklilhigi) (Scott ve ark. 2000) ve son yillarda SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region Markers, Sirali Karakterize Amplifiye Bolge) (Adam-
Blondon 2001, Mejia ve Hinrichsen 2003, Fatahi ve ark. 2004) markoérler yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Ramming ve ark. (1990) tarafindan iiziim meyvelerinin ¢ekirdek o6zelliklerini
tanimlamak tizere kullanilan parametreler (mesela meyve basina ¢ekirdek agirligi gibi) ayirici
bir yontemin sunulmasini saglamistir. Aborte edilen ¢ekirdek basina 25 mg esik deger olarak
kabul edilmistir.

Striem ve ark. (1996) tarafindan yapilan g¢alismada, c¢ekirdekli F;’lerin erken

donemde saf disi birakilmasi ¢ekirdeksiz liziim (Vitis venifera L.) gelisimi ile ilgilenen
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yetistiriciye biiyiik deger sunabilmektedir. Molekiiler genetik markorlerin tanimlanmasi igin
bu ¢alisgmada RAPD teknigi kullanilarak “Early Muscat” ve “Flame Seedless” arasindaki
caprazlamadan olusan 82 genotip analizi yapilmistir (Analize seksen iki genotip dahil
edilmistir, gorsel olarak 39 ¢ekirdeksiz ve 43 ¢ekirdekli). Cekirdeksiz ¢esitleri temsilen yedi
varyant analize tabi olmustur. Bu kriterler; bir ¢ekirdegin ortalama taze agirligi, meyve basina
cekirdeklerin toplamdaki taze agirligi, c¢ekirdek yapisinin algilanmasi, gorsel olarak
degerlendirilmis olan ¢ekirdek ebat kategorileri, ¢ekirdek katmaninin sertlik orani, endosperm
gelisim oran1 ve embriyo gelisim diizeyidir. 160 adet,10 bazlik primer arasindan 110
tanesinde farkli ¢izgi karakteri goriilmiistiir. On iki adet markor ise g¢ekirdeksizlige iliskin
farkl alt 6zelliklerle beraber 6nemli korelasyonlar saglamistir. Bunlar arasinda bir ¢ekirdege
ait ortalama taze agirlik (mg) ve meyve basina g¢ekirdeklerin toplamdaki taze agirhigi (mg)
bulunmaktadir. Coklu lineer regresyon analizi yliksek katsayilara neden olmustur mesela, R=
0.779 meyve basina taze g¢ekirdek agirligi ve bu agirlik skalast model dahilinde bagimsiz
varyantlar olarak yedi markor dahil edilmistir. Projeninin takriben %44’ gibi bir oranda
cekirdekli tiirlerin pek ¢ogu markdr yardiml seleksiyonun iki adimli siireci kullanilarak saf
dis1 birakilabilmektedir.

Diger taraftan asma ii¢ ya da dort yasindan once salkim vermedigi igin seleksiyon bu
erken evrede yapilamamaktadir. Cekirdeksiz karakterle baglantili molekiiler markdrler, bu
yiizden biiyiik bir 6neme sahip olup, ¢ekirdekli melezlerin elemine edilmesini saglamaktadir.
Bu sekilde zaman, yer ve genel anlamda maliyetten tasarruf saglanmis olur. Markore Dayali
Seleksiyon ile yiiriitillen ¢aligmalara bakildiginda; This ve ark. (2004) bildirdigine gore
invitro kiiltiiri gibi teknolojiler, ¢ekirdeksiz tiirlerde yiliksek oranda bitkiye doniisiime imkan
vermekle beraber, bu teknikler gii¢ ve zaman kaybina neden olmaktadir.

Onemli agronomik karakterleri tasiyan yabani tiirlerden 1slah materyallerinin
gelistirilmesi, bu karakterlerin bulundugu lokusla baglanti gosteren molekiiler markorlerin
belirlenmesi ile hiz kazanmistir. Bu markorlerin 1slah programlarinda istenen karakteri tasiyan
bireylerin se¢iminde kullanilmasi, diger bir deyisle markorler-yardimiyla seleksiyon, (MAS-
Marker-assisted selection) yeni ¢esit gelistirilmesi ¢alismalarinda 6nemli avantajlar sunar
(Hvarleva ve ark. 2009).

Molekiiler markorler ¢evresel kosullardan c¢ok etkilenen dolayisiyla fenotipik olarak
gozlenmeleri zor olan karakterlerin seleksiyonunda son derece basarilidir ve dogru bir sekilde
secilmelerine olanak tanirlar. Ayrica farkli karakterlere etki eden birden fazla genin es
zamanl aktariminda, gen piramitlerinin olusturulmasinda, resesif genlerin seleksiyonunda,

cevre faktorlerinin ekstrem oldugu veya bitki gelisiminin ge¢ donemlerinde gézlemlenebilen
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karakterlerin se¢iminde de ¢ok Onemli avantajlar sunarlar (Utomo ve Linscombe,
Sonmezoglu ve ark. 2010).

Bouquet ve Danglot (1996) gore ¢ekirdeksizlik, baskin gen I ile regiile edilen ¢ekinik
lic tamamlayici gen tarafindan kontrol edilebilmektedir. “Bulk Segregant Analizi” yontemi
kullanilarak, Gen I ile iliskisi oldugu diisiiniilen iki adet RAPD markérii lizerine tanimlama
yapilmistir (sirastyla, 0.7 ve 3.5 ¢cM). En yakin markér SCC8 adi verilen kodominant bir
SCAR gelistirmek iizere kullanilmustir. Ikinci sirada adi gegcen markoriin cekirdekli tiirleri
(scc8 / scc8) ebeveynden ayirt etmek tlizere ya da ¢ekirdeksiz tiirleri segmek iizere (SCC8+ /
SCC8+) biiylik 6neme sahip olarak diistinilmiistiir. 70 yili askin siiredir yetistiricilerin
gosterdigi dikkate deger cabalara ragmen, iiziimlerde ¢ekirdeksizligin kalittmi tam olarak
tanimlanamamustir. Ister ¢ekinik ister baskin gene dayansinlar, ortaya atilan sayisiz hipotezin
hicbiri tatmin edici degildir. Kismen c¢ekirdeksiz iki seleksiyonun c¢aprazlanmasiyla ve
embriyolar1 kurtarmak icin in vitro kiiltiir kullanarak elde edilen bir tiirde, tam olarak
cekirdekli/cekirdeksiz fenotip ayrilmaya calisilmistir. Uziimlerdeki ¢ekirdeksizlik kalitiminin
karmagik bir sisteme dayandigi ve bunun vasitasiyla li¢ bagimsiz olarak kalitsal gegisli
cekinik genin ifadesinin baskin bir regiilatér gen tarafindan kontrol edildigi hipotezi ileri
stiriilmistiir. Bu hipotez bilimsel literatiirde yayinlanan diger sonugclarla karsilastirilmis ve
tiziimlerdeki ¢ekirdeksizlik kalitimi ile ilgili ileride yapilabilecek ¢aligmalara teorik bir temel
olusturmada kullanilabilecek kadar tutarli oldugu gortilmiistiir.

Lahogue ve ark. (1998) goére Sultani ¢esidi dollenmenin gerceklestigi ancak
cekirdeklerin gelisme gosteremedigi bir tiir ¢ekirdeksizlik O6rnegi gosterir. Bu 6zelligin I
olarak adlandirilan dominant bir gen tarafindan regiile edilen ii¢ biitiinleyici ¢ekinik gen
tarafindan kontrol edilebilecegi ileri siiriilmiistiir. Iki kismen g¢ekirdeksiz genotipin
caprazlanmasiyla elde edilen tiirdeki I geni baglantili RAPD markdrlerini arastirmak iizere
toplu segregant analizi kullanilmustir. I ile yakindan baglantili goriinen iki RAPD markdrii
tespit edilmistir (sirasiyla 0.7 ve 3.5 cM). En yakin markér SCCS8 olarak adlandirilan bir
kodominant SCAR gelistirmek igin kullanilmistir. Bu markoriin potansiyel olarak ¢ekirdekli
tiriinleri hari¢ tutma ya da ¢ekirdeksiz cesitler i¢in se¢im yapmada biiylik 6nem tasimaktadir.
Melez bitkilerdeki g¢ekirdekli tiyelerin tiimiiniin homozigot scc87/scc8™ oldugu ve homozigot
SCC8'/SCC8" olan tiim iiyelerin de cekirdeksiz oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak, bu
markdr kodominantligin kalic1 oldugu diger dogal ¢ekirdeksiz tiirlere basariyla uygulanmastir.
SCC8 ayni1 zamanda ¢ekirdeksizligin genetiginin daha kesin olarak incelenmesi i¢in
kullanilmigtir. ANOVA analizi bu SCAR markdriin gekirdegin yas agirligmin fenotipik

varyasyonunun en az %64.9’undan ve ¢ekirdegin kuru kiitlesinin fenotipik varyasyonunun en
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az %78.7’sinden sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar bir ana genin varlifini ve de
cekirdeksizlik ifadesini kontrol eden diger tamamlayici ¢ekinik genlerin mevcudiyetini de
dogrulamustir.

This ve ark. (2000) SCC8 markoriiniin faydaliliginin boyutlar1 birka¢ dogal olarak
olusan ¢ekirdeksiz bitki ilizerinde test edilmis ve test edilen tim Sultani tiirevi g¢esitlerde
SCC8" alellinin mevcut oldugu ortaya konmustur. Maalesef, ¢ekirdekli ¢esitler arasinda bir
null alel tespit edilmis ve bu da SCC8’i bir dominant markér durumuna doniistiirmiistiir. Daha
detayli yapilan incelemeler, bu lokusta SCC8" ve scc8” olarak adlandirilan iki allellik form
bulundugunu ve bunlardan ikincisinin BglIl igin bir restriksiyon siti igerdigini ortaya
koymustur. SCC8*/SCC8" homozigot bireyler bir bant, scc8/scc8” homozigot bireyler iki
bant gosterirken, SCC8"/scc8™ heterozigot bireyler ii¢ bant deseni gostermislerdir.

Blondon ve ark. (2001) tarafindan yapilan c¢alismada, SCP18 ve SCC8 olarak
isimlendirilen iki SCAR markor gelistirilmistir. Bu markorler, ¢ekirdeksiz x ¢ekirdeksiz ve
cekirdekli x ¢ekirdekli ¢aprazlamalarindan elde edilen toplam 81 ¢ekirdeksiz ve ¢ekirdekli
cesit icerisinde test edilmistir. SCP18’in aksine, SSC8’in ¢ekirdeksiz x ¢ekirdeksiz
melezlerindeki ¢ekirdeksizligin belirlenmesinde de kullanilabilir bir markér oldugu
belirlenmistir.

Mejia ve Hinrichsen (2003) tarafindan bildirildigine gore Sili Ziraat Arastirma
Enstitlisti’'nde sofralik {iziim yetistirme iizerine bir ¢alisma yapilmis ve bu ¢aligma laboratuar
ortaminda embriyo kurtarma teknigi ile desteklenmistir. Ancak embriyo kurtarmanin zahmetli
ve yiiksek maliyetli bir teknik oldugu ifade edilmistir. Ayrica melezlemelerden sonra 4-5 yil
iiriin alinamamasi, ¢ekirdekli bireylerin elemine edilememesi nedeni ile molekiiler yontemlere
bagvurulmustur. Cekirdeksizlikle ilgili markorleri aramak igin bulk segregant analiz metodu
kullanilmigtir. Ruby X Sultania (33 numarali ¢aprazlama) melezleri farkli stenospermokarpi
ozellikleri agisindan degerlendirilmis ve bunun sonucunda secilmis bitkilerle ¢alisilmistir.
Test edilmis olan 336 RAPD primerinden alti bant gekirdeksiz spesifik, biri ¢ekirdekli
fenotiple iliskilendirilmistir. WF27 — 2000 adi verilen RAPD band1 klonlanip dizilenmis ve
daha sonrasinda SCAR markoriine doniistiiriilmiistiir. SCF27 adi verilen bu SCAR yontemi
tiim ¢ekirdeksizlerde 2.0 kb degerinde spesifik bir bant meydana getirmistir. Markor, 33 sayili
melezlemenin meyveli segregant kisminda degerlendirildiginde %81 oraninda bir korelasyon
saptanmistir. Bu SCAR markérii, basit PCR reaksiyonunda bir bant vermekte ve bunlarin
sonuglar1 agaroz jellerde rahatlikla yorumlanmakta olup bu sekilde markér yardimli
seleksiyon semasinin rahat bigimde kullanimina olanak saglanmistir. Caligmada gruplari

degerlendirmek tizere bazi fenolojik gozlemler de yapilmistir. 20 {iziim tanesinden elde edilen
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cekirdek ve ¢ekirdek izlerinin toplam agirliklarina bakilmis, c¢ekirdekliler i¢in belirlenen
agirlik 3.0 gr ve iizerinde, stenospermokarpik olanlar i¢in ise 0.1 gr esik deger kabul edilerek
gergeklestirilmistir.

Fatahi ve ark. (2004), ¢ekirdeksiz ‘Bidane Qermez’ ve ¢ekirdekli ‘Muscat Hamburg’
liziim ¢esitleri arasinda yapilan melezlemeden elde edilen F;:lerde SCC8-SCAR ve 6 SSRs
lokusu (VVS2, VVMD5, VVMD32, VVMD36, sstVIZAG47, ssrVrZAGT9) ile
cekirdeksizligin kalitimini arastirmiglardir. 6 SSR lokusu i¢in farkli renkli florasan primerler
kullanilmis ve sonrasinda kapiller elektroforez sistemi ile boyutlandirilmistir. SCAR primeri
de amplifiye edilmis, Bgl II restriksiyon enzimi ile muamele edilen PCR {iriiniiniin yarisi ve
orijinal PCR iiriinii ile yan yana agaroz jel iizerinde elektroforez edilmistir. 46 fideden DNA
izolasyonu yapilmis SCC8 lokusunda {i¢ serit bant heterezigot olma durumunun bir isareti
olurken, tek serit bant goriilen 23 tanesi homozigot olarak kabul edilmistir. Sadece disi
ebeveyn allellerine sahip % 6’s1 kendine tozlagsma sonucu olusurken, % 94’iiniin ebeveynleri
ile her bir lokusta bir allel paylastiklar1 belirlenmistir.

Asmalarda c¢ekirdeksizligin kalitimi ile ilgili giiniimiize kadar pek cok arastirici
tarafindan degisik fikirler ileri siiriilmiistiir (Spiegel-Roy ve ark. 1990, Ledbetter ve Burgos
1994, Bouquet ve Danglot 1996, Fatahi ve ark. 2004). Ancak heniiz ¢ekirdeksizligin
kalitim1 yoniinde ¢alismalar tamamlanmis degildir. Bu konuda arastiricilar tarafindan farkl
hipotezler ileri siiriilmiistiir. Bir grup arastirict ¢ekirdeksizligin resesif genlerle kontrol
edildigini ifade ederken, diger bir grup arastirict dominant genlerle kontrol edildigini
belirtmislerdir. Ancak doéllerde ortaya ¢ikan dagilim bu fikirleri ¢lirtitmiistiir.

Mejia ve ark. (2011) gore stenospermokarpi molekiiler seviyede heniiz karakterize
edilmemigstir. Genetik ve fiziksel haritalar, iki ¢ekirdeksiz genotipin ¢aprazlanmasindan
saglanan g¢ekirdeksizligi ve meyve (tane) biiyiikliigiine yonelik QTL ( Quantitative Trait Loci)
analizini gelistimek tizere Vitis vinifera L genomik dizisi ile entegre edilmistir. Baslica QTL
leri(n) kromozom 18 ozellikleri lizerinde ortak konumlandirma 92 kb giliven araligim
gostermistir. Bu giiven araliginda da yer alan VVAGL11 olarak onerilen Vitis gibi 6rnek
tiirlerden alinan islevsel bilgi, ¢cekirdek ve meyve (tane) gelisimden sorumlu temel konumsal
aday gen olabilecegini gostermektedir. VVAGL11 i ¢ekirdeksizlik i¢in baslica islevsel aday
gen olarak onermisler ve fenotipin destekleyici (diizenleyici) alandaki degisimlerden
kaynaklanabilecegini Oneren deneysel bulgular vardir. Bu sonuclar g¢ekirdek ve meyve
gelisimindeki molekiiller mekanizmalarin ileri aragtirmalart i¢in  yeni hipotezler

ongormektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu aragtirma 2007-2008 ve 2008-2009 yillar1 arasinda Tekirdag Bagcilik Arastirma
Istasyonu Baglari’ndan elde edilen bitkisel materyal ile Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Merkez Laboratuari’nda yiiriitilmiistiir.
3.1. Materyal
Arastirmada materyal olarak kullanilan tescilli iiziim ¢esitleri ve melez bitkiler

Tekirdag Bagcilik Arastirma Istasyonu Baglari’ndan elde edilmistir (Sekil 3.1). Ornekler

(yapraklar) siiren geng yaz siirgiinlerinden alinmustir.

e

Sekil 3.1. Cekirdeksiz melez ¢esitlerin parseli

Arastirmada kullanilan melez ¢esit ve melezleme kombinasyonlart Cizelge 3.1°de

sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Tescil edilmis melez cesitler ve ebeveynleri

Cesit Ana Baba

Barig Cardinal Beauty Seedless
Giiz Uziimii Emperor Sultani Cekirdeksiz
Tekirdag Cekirdeksizi Alphonse Lavellee Sultani Cekirdeksiz
Trakya Ilkeren Alphonse Lavellee Perlette

Recel Uziimii Elhamra Perlette

3.1.1 Melez gesitlere ait meyve ve tane ozellikleri

Tekirdag Cekirdeksizi; taneleri koyu kirmizi renkli, yuvarlak sekilli, orta biiyiikliikte,
cekirdeksiz, 6zel aromasizdir. Salkim ozellikleri; sekli dalli konik, orta biiyiikliikte, dolgun,
orta mevsimde olgunlasan bir gesittir (Celik 2002).

Trakya Ilkeren; taneleri mavi-siyah renkli, yuvarlak sekilli, orta biiyiikliikte,
cekirdekli, 6zel aromasizdir. Salkim Ozellikleri; sekli dalli konik, iri, dolgun, ¢ok erken
olgunlasan bir ¢esittir (Celik 2002).

Recel Uziimii; taneleri mavi-siyah renkli, oval sekilli, kiiciik-orta biiyiikliikte,
cekirdeksiz ve 0Ozel aromasizdir. Salkim o6zellikleri; sekli silindirik, iri, dolgun-sik, orta
erkenci bir ¢esittir (Celik 2002).

Giiz Uziimii; taneleri yesil-sar1 renkli, eliptik sekilli, orta biiyiikliikte, ¢ekirdeksiz, 6zel
aromasizdir. Salkim 6zellikleri; dalli silindirik, iri, sik, orta mevsim olgunlasan bir gesittir
(Celik 2002).

Baris; taneleri sarimsi yesil renkli, yuvarlak sekilli, orta biiyiikliikte, ¢ekirdeksiz ve
0zel aromasizdir. Salkim ozellikleri; konik sekilli, iri, dolgun, orta mevsim olgunlasan bir
cesittir (Celik 2002).

Cekirdeksizlik belirlemeye yonelik kullanilacak 7xM melez kombinasyonunun
ebeveynleri Italia x 2B/56’dur.

Italia; taneleri sar1 renkli, oval sekilli, iri, ¢ekirdekli ve misket tadindadir. Salkim
Ozellikleri; konik-piramit, iri, dolgun, orta ge¢ olgunlasan bir ¢esittir (Celik 2002).

Cekirdeksizlik belirlemeye yonelik kullanilacak 36xL melez kombinasyonunun
ebeveynleri Ribolx3A/261 dir.

Ribol; Mor siyah renkli, iri taneli (6-7 gr), ¢ekirdekli (2-3), bir ¢esittir. Salkimlari iri
yapilidir (450-500 gr). Gegci bir ¢esit olup kisa budama 6nerilir (Celik 2006).
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Tezde, Cekirdeksizlik Erken Seleksiyonu amaci ile segilen ve meyve agsamasina
gelmis  Fplerden  bazilarinin @ tane  ve  salkim  Ozellikleri  Cizelge  3.2°de

sunulmustur.
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Cizelge 3.2. Cekirdeksizlik erken seleksiyonu amaci ile se¢ilmis ve meyve asamasina gelmis olan F;’lerden bazilarinin tane ve salkim 6zellikleri

ital_ya x Recel DNA Tane_ Tane Salkim Ribol x 3A261 DNA Tane_ Tane Salkim
Uziimii No Rengi Sekli Sekli No Rengi Sekli Sekli
1 145 Sari-yesil Uzun elips Konik 1 29-1 Sari-yesil Kisa eliptik Konik
2 153 Sari-yesil Kisa eliptik | Silindirik 2 30-1 | Kirmizi-siyah | Yumurta Konik
3 159 Sari-yesil Yuvarlak¢a Konik 3 32-1 Mavi-siyah | Kisa eliptik Konik
4 160 Kirmizi- gri | Kisaeliptik | Dalli 4 g5.q | Koywkimizi |y 0ita | silindirik
menekse
5 173 Sari-yesil Kisa eliptik Konik 5 38-1 Sari-yesil Yumurta Dalli
6 175 Sari-yesil Kisa eliptik Konik 6 40-1 Sari-yesil Kisa eliptik Konik
7 181 Kirmizi-gri Kisa eliptik Konik 7 42-2 Sari-yesil Yuvarlak¢a Dalli
8 188 Sari-yesil Kisa eliptik Konik 8 46-1 Sari-yesil Yumurta Kanatl
9 195 Sari-yesil rers Kanatls 9 47-1 | Mavi-siyah Basik Konik
yumurta yumurta
10 197 Kirmizi-siyah | Kisa eliptik Konik 10 48-1 | Kirmizi-siyah | Yumurta Dalli
11 201 Sari-yesil Kisa eliptik Konik 11 49-1 Mavi-siyah | Kisa eliptik Dalli
12 202 Koyu kirmiz: Kisa eliptik Kanatl 12 52-1 Sari-yesil Yuvarlak¢a | Silindirik
menekse
13 o0z | Koyukimuzi o lintik | Konik 13 54.p | Koyukimuzi g o akea | Silindirik
menekse menekse
14 205 Sar1-yesil Kisa eliptik Konik 14 57-1 | Kirmizi-siyah | Kisa eliptik | Silindirik
15 207 Kirmizi-siyah | Kisa eliptik Konik 15 58-1 Mavi-siyah | Kisa eliptik Konik
16 209 Sar1-yesil Kisa eliptik Konik 16 60-1 Sari1-yesil Yuvarlakca Konik
17 221 Mavi-siyah Kisa eliptik Dalli 17 67-2 Sari-yesil Kisa eliptik | Silindirik
18 231 Sar1-yesil Kisa eliptik Konik 18 68-1 Mavi-siyah | Kisa eliptik Konik
19 232 Kirmizi-siyah | Kisa eliptik Konik 19 69-1 Sari-yesil Kisa eliptik Konik
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3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu i¢in yaprak érneklerinin toplanmasi

DNA izolasyonu i¢in siirgiin ucunda yeni agilmakta olan geng yapraklar kullanilmistir.
Cesitlere ait yaprak Ornekleri ilkbahar aylarinda toplanmistir. Orneklemede yapraklarmn geng,
hastalik ile zararlilardan ari olmasina 6zen gosterilmistir. Arastirma kapsamina dahil edilen
asmalardan toplanan Ornekler, etiketlenerek kuru buz ile laboratuara getirilmistir. Laboratuar

kosullarina getirilen yaprak ornekleri, DNA izolasyonuna kadar —80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Tescilli ¢esitlerin ebeveyn analizlerinde kullamilan yontem

Tezde uygulanan yontem Sekil 3.2° de gosterildigi sekilde asagidaki asamalardan
olusmaktadir:

e (a) DNA izolasyonu ve dl¢iimleri

e (b) PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasi ve PCR
e (c) Kapilleri elektroforez

e (d) Allel goriintiilerinin alinmasi

e (e) Allel biiyiikliiklerinin degerlendirilmesi
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YONTEM a) DNA izolasyonu ve olciimleri b)PCR reaksiyonlarimin hazirlanmasive PCR

T
Bitkisel materyal 3"
= =T “‘\"—"
Spekirofotomeire
Uziim
Pipetleme sistemi
d} Allel goriintiilerinin alinmasi <) Kapilleri elekiroforez
e I
e} Allel y—
biiviikliiklerini i
belirlenmesi = ——— e
(L |
- - ! - - N e -

Beclkman CE Q 8800 Genetik Analiz sistemi

Sekil 3.2. Tezde uygulanan yontem asamalari
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3.2.2.1. DNA izolasyonu ve ol¢iimleri

Aragtirmada c¢alisilan 12 {iziim ¢esidinin DNA izolasyonlar1 agagida metot aciklamasi
verilen Lefort ve ark. (1998) yontemine gore yapilirken, DNA kalite ve miktar dlgtimleri

amact ile %]1’lik jel ve Nanodrop ND—1000 spektrofotometre kullanilarak yapilmistir.

e Geng yaprak veya siirgiin ucu siv1 azotla ezildi,

e 100 mg aliarak 2 ul ependorf tiiplere aktarildi,

e Tiiplerin iizerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu eklendi,

e 65 °C’de arasira calkalanarak 15 dk bekletildi,

e 0,5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) karisimi eklenerek, 30 dk buz iizerinde
bekletildi,

e (Qda sicakliginda, 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi,

e Ust s1v1, temiz bir ependorf tiipe aktarilds,

e Uzerine 0,8 ml isopropanol eklendi,

e Ornekler, 15-20 dk buz iizerinde tutularak 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi,

e Ust s1v1 tekrar yeni bir ependorf tiipe aktarildi,

o Pellet (alt kat1) tizerine 1 ml % 70°lik ethanol eklenerek, 14.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi,

e DNA, 50-100 pl H,O’da ¢oziildi,

e Her 100 pligin 1 ul RNase-A eklenerek, 37 °C’de 15 dk bekletilerek, RNA
uzaklastirildi.

Izolasyon cozeltisi (50 ml icin);

2 ml TRIS (50 mM, pH 8.0) 0,5 ml TWEEN 20 (% 0.5)

4 ml EDTA (50 mM, pH 8.0) %0,2 B-Mercapto Ethanol

10 ml LiCl (4M) Kloroform/isoamil alkol; (24:1) (hacim: hacim)
1gCTAB (% 1) RNase-A (Applichem); 100mg/mi

2 g PVP (% 2)

25



3.2.2.2. PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasi ve PCR

PCR reaksiyonu; 15-200 ng DNA, 5 pmol ileri (forward) primer, 5 pmol florosan
isaretlemis ters (revers) primer, 0.5 mM toplam dNTP, 0.5 iinite Go Taqg DNA Polymerase
(Promega) (1,5 mM MgCI, igermekte), 3 pl buffer (5x buffer) olmak tizere 15ul’de
gerceklestirilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programi:

1.94 °C’ de 3 dk,

2.94°C’ de 1 dk

3.48 - 66 °C’de 1 dk

4.72°C* de2 dk * 2-4. basamaklar 34 dongii olmak lizere,

5. 72 °C’ de 10 dk olmak {izere toplam 35 dongii olarak uygulanmastir.

PCR sonrasi lokuslara ait PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra,
amplifikasyonu gerceklesmis drneklerde kapilleri elektroforez asamasi gergeklestirilmistir.
SSR lokuslarina ait primerler:

Uziimde standart set olarak kabul goren VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62 ve
VrZAG79 (This ve ark. 2004) mikrosatellit lokuslar: da dahil olmak iizere toplam 19 SSR
primeri kullanilmistir. Her ileri primer D4 (mavi), D3 (yesil) ve D2 (siyah) (Proligo, Fransa)

renklerde fluoresan igaretlenmis olup primerlere ait baz dizileri, kullanilan fluoresan boya ve

Tm degerleri Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. SSR lokuslarina ait primerlerin baz dizileri, isaretleme boyasi ve Tm degerleri

No | Lokus adi Primer dizileri(5...3%) Isaretleme Tm
boyasi °O)

1 VIZAG79F** agattgtggaggagggaacaaaccg Yesil 66
VIZAGT79-R tgcccccattttcaaactcccttcc

2 VVIH54 F** ccgcacttgtgttgaatttcag Siyah 55
VVIH54 R caaaccgtttttacaccagcag

3 VVMD24-F** gtggatgatggagtagtcacgc Mavi 55
VVMD24-R gattttaggttcatgttggtgaagg

4 VVMD7-F** agagttgcggagaacaggat Yesil 55
VVMD7-R cgaaccttcacacgcttgat

5 VVMD28-F** aacaattcaatgaaaagagagagagaga Yesil 55
VVMD28-R tcatcaatttcgtatctctatttgctg

6 VVMD27-F** gtaccagatctgaatacatccgtaagt Siyah 55
VVMD27-R acgggtatagagcaaacggtgt

7 VMC2H4 F** accaggtgtgcctataagaatc Yesil 50
VMC2H4 R tctctggaacatccaatcaac

8 VVIB01 F** tgaccctcgaccttaaaatctt Mavi 55
VVIB01 R tggtgagtgcaatgatagtaga

9 VIrZAG83-F** ggcggaggcggtagatgagagggceg Mavi 66
VIrZAG83-R acgcaacggctagtaaatacaacgg

10 | VVS2-F** cagcccgtaaatgtatccatc Mavi 55
VVS2-R aaattcaaaattctaattcaactgg

11 | VVMD5-F** ctagagctacgccaatccaa Siyah 55
VVMD5-R tataccaaaaatcatattcctaaa

12 | VIZAG62-F** ggtgaaatgggcaccgaacacacgc Mavi 55
VIZAG62-R ccatgtctctcctcagcttctcagce

13 | VVMD31-F** cagtggtttttcttaaagtttcaagg Siyah 55
VVMD31-R ctctgtgaaagaggaagagacgc
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Cizelge 3.3. (devam)

No | Lokus adi Primer dizileri(5’...3%) Isaretleme Tm
boyasi °C)

14 | VMC2C3 F** tgcaatcccattattatctctt Siyah 48
VMC2C3 R aatatttgtagaatggtgctttt

15 | VVS1 F** acaattggaaaccgcgtggag Siyah 53
VVS1R cttctcaatgatatctaaaaccatg

16 | ZAGAT-F** ggtctgaatacatccgtaagtatat Siyah 55
ZAG4T7-R acggtgtgctctcattgtcattgac

17 | ZAG64-F ** tatgaaagaaacccaacgcggcacg Yesil 55
ZAG64-R tgcaatgtggtcagcctttgatggg

18 | VVMD21-F** ggttgtctatggagttgatgttgce Mavi 55
VVMD21-R gcttcagtaaaaagggattgcg

19 | ZAG112-F** cgtttaaagccagctgaatcttggg Yesil 55
ZAG112-R tggctccatactgcttcacgtagge

**: Fluoresan isaretli

28




3.2.2.3. Kapilleri elektroforez ve allel goriintiilerinin alinmasi

Tezde kapilleri elektroforez amaciyla Beckman CEQ™ 8800 Genetik Analiz Sistemi
kullanilmistir. Cesit ve referanslarina ait genotiplerin PCR iiriinleri isaretlemede kullanilan
fluoresan (Proligo,wellred isaretli primerler, Fransa) boyalara gore degisik oranlarda (1:5,
1:10 gibi) 20 pl SLS (Sample Loading Solution) ile seyreltilmistir. Uzerlerine 0,2-0,4 ul Size
Standart-400 eklendikten sonra CEQ™ 8800 Genetik Analiz Sistemi’nde elektroforez
edilmistir. Daha sonra her bir lokusa ait pikler; tipleri ve renkleri goz Oniine alinarak
heterozigot ve homozigot olarak goriintiilenmistir. Verilerin dogrulugundan emin olmak i¢in

reaksiyonlar en az iki kez tekrar edilmistir.

3.2.3. Cekirdeksiz Cesit Adaylarinda Cekirdeksizlik Belirlenmesi

3.2.3.1. DNA izolasyonu ve olciimleri

Arastirmada calisilan 97 c¢ekirdeksiz ¢esit adaymin izolasyonlar1 asagida metot
aciklamasi verilen Lefort ve ark. (1998) yontemine gore yapilmistir. DNA kalite ve miktar
Olcimleri amaci1 ile %1’lik jel ve Nanodrop ND-1000 spektrofotometre kullanilarak
yapilmustir.
o Geng yaprak veya siirgiin ucu s1vi azotla ezildi,
o 100 mg alinarak 2 pl ependorf tiiplere aktarildi,
o Tiiplerin lizerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu eklendi,

. 65 °C’de arasira calkalanarak 15 dk bekletildi,

. 0,5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) karistmi eklenerek, 30 dk buz iizerinde
bekletildi,

. Oda sicakliginda, 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi,

o Ust s1v1, temiz bir ependorf tiipe aktarildi,

. Uzerine 0,8 ml isopropanol eklendi,

. Ornekler, 15-20 dk buz iizerinde tutularak 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi,

. Ust siv1 tekrar yeni bir ependorf tiipe aktarildi,

o Pellet (alt kat1) iizerine 1 ml % 70’lik ethanol eklenerek, 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi ve DNA, 50-100 ul H,O’da ¢oziildd,

. Her 100 ul igin 1 pl RNase-A eklenerek, 37 °C’de 15 dk bekletilerek, RNA
uzaklastirildi.

29



3.2.3.2. PCR reaksiyonlariin hazirlanmasi ve PCR

PCR reaksiyonu; 15-200 ng DNA, 10 pmol ileri (forward) primer, 10 pmol ters
(revers) primer, 2,5 mM toplam dNTP, 0.1 {inite Go Taqg DNA Polymerase (Promega) (25
mM  MgCl, igermekte), 5Sul buffer (5x buffer), 7,4 pul su olmak {izere 25ul’de
gerceklestirilmistir.

PCR reaksivonu icin kullanilan Touch-Down PCR programa:

1.94 °C’ de 3 dk,
2.94 °C’ de 1dk
3.62°C
10 dongii 1 dk
1’er derece
K3 °
4. 72 °C’ de 2 dk 29x20
5.72°C’ de 10 dk
6.10°C’ de surekli

PCR sonrasi lokuslara ait PCR driinleri, SCF27 primeri igin %2’lik agaroz jele
yiiklenmistir. Jel goriintiisiinde tek bant olanlar ¢ekirdeksiz, bant bulunmayanlar ¢ekirdekli
olarak degerlendirilmistir (Mejia ve Hinrichsen,2003).

SCC8 primerinde PCR sonrasi lokuslara ait PCR {driinleri %2’lik jele yiiklenerek
kontrol edilmis, sonrasinda Bq III enzimi ile kesim yapilmustir.

Enzim Kesim Programi:

DNA 3l
Bq I 0,6 ul
BCA 0,2 ul
Buffer 4 ul
Su 32,2 ul
Toplam 40 ul

Kesim protokolii:

37 °C’de 2sa
70 °C’de 20 dk
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Kesim sonrasi triinler %2’lik agaroz jele yiiklenmis ve elde edilen goriintii asagidaki sekilde

degerlendirilmistir (Lahogue ve ark.1998).

1000 bg¢’den biiyiik yukarida tek bant = (Cekirdeksiz
500 b¢’den biiyiik asagida tek bant == Cekirdekli
900 bg tek bant wssp Sultani

Cift bant wmmp Cekirdeksiz (heterezigot)

3.2.4. Cekirdeksiz Cesit Adaylarinda Cekirdeksizlik Belirlenmesine Yonelik Yapilan
Gozlemler

3.2.4.1. Tane toplanmasi ve ¢ekirdeklerin ¢ikarilmasi

Her melez bitkiden rastgele 10 tane alinmistir. 10 tanedeki ¢ekirdekler ¢ikarilmastir.

Sekil.3.3. Tanelerden ¢ekirdeklerin ¢ikarilmasi ve 6rnek goriiniim
3.2.4.2. Cekirdek yas ve kuru agirhg:
10 taneden elde edilen gekirdeklerin, yas ve kuru olarak agirliklarinin tartimi ile

gergeklestirilmistir. Degerler ‘mg’ olarak belirtilmistir. Cekirdek yas ve kuru agirliklar i¢in 2

yil veri alinmistir.
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3.2.4.3. Cekirdek en ve boy olciimleri

Her melez bitkiye ait 9’ar ¢ekirdegin dijital kumpas ile en ve boy oOl¢iimleri

yapilmustir.

3.2.4.4. Cekirdekteki embriyo durumu

Her melez bitkiden 9’ar ¢ekirdek alinarak, ¢ekirdek bisturi yardimi ile kesilmis ve
embriyo durumu N (Normal), K (Kiiciik), F (Dolu), B (Bos), CI (Cekirdek izi) olarak

degerlendirilmistir.
3.2.4.5. Yiizdiirme testi
Her melez bitkiden 10’ar ¢ekirdek alinarak kavanozlar i¢ine yerlestirilmis ve tizerine

su konmak suretiyle 2 giin bekletilmistir. 2 giin sonunda her melez bitki i¢in batan ve yiizen

¢ekirdek sayilari belirlenmistir.

Sekil 3.4. Yiizdiirme testi i¢in ¢ekirdeklerin kavanozlara ayrilmasi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Aragtirmadan elde edilen bulgular;

- Tescilli gesitlerin ebeveyn tayini

- Cekirdeksiz cesit adaylarinda “Markore Dayali Seleksiyon” ile ¢ekirdeksizligin
belirlenmesi,

olmak {izere 2 ana baslik altinda sunulmustur.

4.1. Tescilli Cesitlerin Ebeveyn Tayini

4.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunu takiben DNA’lar %]1’lik agaroz jelde kontrol edilmis ve bu

islemi takiben saflik ve miktar degerlerinin belirlenmesi spektrofotometrik 6l¢iim igin

NanoDrop ND-1000 kullanilmigtir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Tescilli gesitler ve ebeveynlerine ait DNA’larin saflik ve miktarlari

No Cesit ismi ng/ul A260 A280 260/280
1 Baris 3310.66 66.213 34.369 1.93
3355.19 67.104 34.767 1.93
3387.22 67.744 35.325 1.92
2 Cardinal 4331.74 86.635 47.319 1.83
4305.21 86.104 46.872 1.84
4312.31 86.246 46.978 1.84
3 B. Seedless 3715.47 74.309 39.438 1.88
3770.61 75.412 40.048 1.88
3831.9 76.638 40.85 1.88
4 Giiz Uziimii 3798.26 75.965 38.649 1.97
3798.26 75.965 38.649 1.97
3798.26 75.965 38.649 1.97
S) Emperor 3112.69 62.254 32.136 1.94
3630.19 72.604 37.791 1.92
3732.52 74.65 39.025 1.91
6 Sultani Cekirdeksiz | 4636.99 92.74 50.351 1.84
4678.17 93.563 51.111 1.83
4691.33 93.827 51.286 1.83
7 Tekirdag Cekirdeksiz| 4502.34 90.047 48.082 1.87
4416.12 88.323 46.92 1.88
4506.52 90.13 48.013 1.88
8 Alphonse L. 4791.78 95.836 52.4 1.83
4903.99 98.08 54.698 1.79
4857.25 97.145 53.539 1.81
9 Trakya ilkeren 5322.56 | 106.451 63.113 1.69
3325.01 66.5 33.644 1.98
3334.47 66.689 33.829 1.97
10 Perlette 4406.74 88.135 49.857 1.77
2782.98 55.66 30.285 1.84
2866.2 57.324 31.312 1.83
11 Recel Uziimii 4606.6 92.132 50.342 1.83
4416.77 88.335 47.685 1.85
4403.86 88.077 47.605 1.85
12 Elhamra 1230 24.6 14.12 1.74
1248.84 24.977 14.41 1.73
1236.5 24.73 14.221 1.74

Spektrofotometre degerlerine bakildiginda DNA miktarinin yeterli oldugu ve
260/280 (saflik) degerlerinin olmasi

goriilmektedir.

gereken
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4.1.2. PCR goriintiileri ve kapiller elektroforez yontemi ile elde edilen allel biiyiikliikleri

PCR firiinleri 6nce % 2’lik agaroz jelde kontrol edilmis (Sekil 4.1-Sekil 4.19) sonra
CEQ™ 8800 Genetik Analiz Sistemi’nde elektroforez edilmistir. Lokuslardaki allel

bliytikliikleri pik verisi olarak sistemin fragment analiz programu ile belirlenmistir.

Sekil 4.1. VVMDS5 lokusuna ait allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.2. VVMD24 lokusuna ait allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii
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Sekil 4.3. VMC2C3 lokusuna ait allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.4. VIZAGT9 lokusuna ait allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.5. VVMD27 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii



Sekil 4.6. VVMD28 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.7. VVS2 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisi

Sekil 4.8. VIZAG62 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii



Sekil 4.9. VVIBO01 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.10. VVS1 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.11. VMC2H4 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii



Sekil 4.12. VVMD?7 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.13. VVIH54 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.14. VVMD31 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii
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Sekil 4.15. VrZAG83 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.16. VVMD21 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel gortintiisii

Sekil 4.17. ZAG112 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii



Sekil 4.18. ZAG64 lokusuna ait allellerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.19. ZAG47 lokusuna ait allellerin PCR sonrast jel goriintiisii

4.1.3. Tescilli ¢esitlerin ebeveyn tayini ile ilgili genetik bulgular

Her bir lokusa ait allel biiyiikliigii baz cifti (bg, basepair) olarak Cizelge 4.2, Cizelge
4.3, Cizelge 4,4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6’da sunulmustur. Iki Fransiz cesit Cabernet
Sauvignon ve Merlot ¢esitleri referans cesit olarak 6rneklerle beraber analiz edilmistir. Analiz
edilen mikrosatellit SSR markoérler arasinda, asma gesit analizi igin This ve ark. (2004)
tarafindan minimum standart mikrosatellit markor seti olarak kabul edilen markorler

(VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VVS2, VrZAG62, VIZAG79) de bulunmaktadir.
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Cizelge 4.2. Giiz Uziimii ¢esidi ve ebeveynlerinin 19 lokustaki allel biiyiikliikleri (bg)

DNA

. VIZAG |VIZAG |VVMD [VVMD |[VVMD |[VVMD |VVMD |VVMD

No | Cesit VVMD5 | VWMD5 [VMC2C3 | VMC2C3 |5 2 ) ) o o -8 A

4 Giiz Uziimii | 233 235 163 101 250 260 207 217 183 197 219 247

5 Emperor 233 233 163 169 250 260 207 207 183 197 247 257

6 Sultani | o34 235 161 191 250 260 207 217 183 187 219 243
Cekirdeksizi

Cizelge 4.2. (Devam)

BONA Cesit VVS2 |VVS2 | VrzAGe2 |VrzAGe2|VVIBOL |VVIBOL [VWS1  |VVS1 | VMC2H4 | VMC2H4 | VWMD7 | VWMD7

4 Giiz 137 153 190 206 202 300 181 187 204 212 236 244
Uzimu

5 Emperor | 135 137 190 206 202 296 181 181 212 212 240 244

6 Sultani |5 153 190 196 202 300 181 187 204 214 236 250
Cekirdeksizi

Cizelge 4.2. (Devam)

DNA | (i VVIH |[VVIH |VVMD [VVMD |VIZAG |VIZAG [VVMD [VVMD |ZAG |ZAG |ZAG |ZAG |ZAG |ZAG

No $ 54 54 31 31 83 83 21 21 112 112 64 64 47 47

4 Giz 164 164 211 219 185 195 244 | 256 227 231 134 156 157 171
Uzimu

5 Emperor | 164 164 209 219 185 101 244|248 231 237 134 134 157 171

6 Sultani —— )0 164 211 211 101 195 248 | 256 227 231 140 156 157 171
Cekirdeksizi
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Cizelge 4.3. Tekirdag Cekirdeksizi ¢esidi ve ebeveynlerinin 19 lokustaki allel biiyiikliikleri (bg)

BONA Cesit VVMD5 | VVMD5 | VMC2C3 | VMC2C3 | VIZAGT9 | VIZAGT9 | VWMD24 | VWMD24 | VVMD27 | VVMD27 | VWMD28 | VWMD28

7 | Tekirdag — ,qq 235 169 101 252 260 207 211 183 187 243 243
Cekirdeksizi

g |Sultani )ogq 235 161 191 250 260 207 217 183 187 219 243
Cekirdeksizi

g |Alphonse g 235 163 169 240 252 207 211 187 187 243 243
Lavallee

Cizelge 4.3. (Devam)

R'S'A Cesit VVS2 |VVS2 |VrzAGe2 |VrzAG62 |VVIBOL |[VVIBOL |[VWSL |VWS1  |VMC2H4 |VMC2H4 |VWMD7 |VVMD7

7 |Tekirdag 1,00 1453 |1gg 190 206 300 181|187 202 214 244 250
Cekirdeksizi

6 Sultani 1, /5 153|190 196 202 300 181|187 204 214 236 250
Cekirdeksizi

8 Alphonse 150|137 |1gg 190 206 206 181|181 202 214 244 250
Lavallee

Cizelge 4.3. (Devam)

DNA | . . VVIH [VVIH [VVMD [VVMD [VIrZAG |VrZAG | VVMD | VVMD

No | Cesit il A o) a1 63 63 ’ o ZAG112 | ZAG112 | ZAG64 | ZAG64 | ZAGAT | ZAGAT

7 Tekirdag 1100 164|211 215 191 191 248 248 227 243 140 156 157 161
Cekirdeksizi

6 Sultani —  1oer 1164|211 211 101 195 248 256 227 231 140 156 157 171
Cekirdeksizi

8 f‘;{’/gﬁgze 164 |164 |209 |215  |191 195 248  |248  |231 243 156 190 161 161
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Cizelge 4.4. Trakya ilkeren cesidi ve ebeveynlerinin 19 lokustaki allel biiyiikliikleri (bg)

R'S'A Cesit VVMD5 | VWMDS5 | VMC2C3 | VMC2C3 | VIZAGT9 | VIZAGT79 | VVMD24 | VWMD24 | VWMD27 | VWMD27 | VWMD28 | VVMD28

9 Trakya | ogq 235 163 169 240 248 207 211 183 187 243 243
Ilkeren

8 f;ggﬁgze 223 235 163 169 240 252 207 211 187 187 243 243

10 |Perlette | 231 233 163 191 248 258 207 207 181 183 233 243

Cizelge 4.4. (Devam)

EONA Cesit VVS2 VVS2 | VrzAG62 | VrzAG62 | VVIBOL | VVIBOL |VVSL  |VVSL | VMC2H4 | VMC2H4 | VWMD7 | VVMD7

9 Trakya |40 135 190 206 202 206 181 187 202 214 244 248
Tlkeren

8 Alphonse |, 137 188 190 206 206 181 181 202 214 244 250
Lavallee

10 |Perlette | 135 145 190 206 202 202 181 187 204 214 244 248

Cizelge 4.4. (Devam)

DNA| . . VWIH [VVIH|[VVMD [VVMD |[VrZAG [VrZAG [VVMD |VVMD

No | Cesit [ e |a a1 63 63 21 o1 ZAG112 | ZAG112 | ZAG64 | ZAG64 | ZAGAT | ZAGAT

9 E{i‘gﬁ 164 164 [209 |211  |191 191 248|248  |239 243 156|156  |157  |161

8 f;ﬁgﬁgze 164 164|209 215 191 195 248 248  |231 243 156 190 161 161

10 |Perlette |164 164 |211  |211  |185 191 248|256 | 227 239 136|156 |165  |157
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Cizelge 4.5. Regel Uziimii ¢esidi ve ebeveynlerinin 19 lokustaki allel biiyiikliikleri (bg)

RQIA Cesit VVMD5 | VVMD5 | VMC2C3 | VMC2C3 | VrZAG79 | VrZAG79 | VVMD24 | VVMD24 | VVMD27 | VVMD27 | VVMD28 | VVMD28

11 Begel . 225 231 163 191 248 260 207 207 183 183 243 243
Uzimii

12 Elhamra | 225 231 163 177 260 260 207 217 183 183 243 257

10 Perlette | 231 233 163 191 248 258 207 207 181 183 233 243

Cizelge 4.5. (Devam)

I?\:EA Cesit VVS2 VVS2 VrZAG62 | VrZAG62 | VVIB01 | VvVIBO01 | VVS1 VVS1 VMC2H4 | VMC2H4 | VVMD7 | VVMD7

11 Be?el .. 145 145 190 202 292 292 181 181 198 204 238 248
Uzimii

12 Elhamra 145 151 202 202 292 308 181 187 198 198 238 248

10 Perlette 135 145 190 206 292 292 181 187 204 214 244 248

Cizelge 4.5. (Devam)

DNA . VVIH [VVIH |VVMD |VVMD |VrZAG |VrZAG |VVMD |VVMD

No Cesit 54 54 31 31 83 83 21 21 ZAG112 | ZAG112 | ZAG64 | ZAG64 | ZAGAT | ZAG4T

11 Begel . |158 164 209 211 185 191 248 248 227 239 136 156 157 157

Uzimii
12 Elhamra | 158 158 209 209 185 189 242 248 227 227 136 156 157 171
10 Perlette | 164 164 211 211 185 191 248 256 227 239 136 156 155 157
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Cizelge 4.6. Baris ¢esidi ve ebeveynlerinin 19 lokustaki allel biiyiikliikleri (bg)

?\lNOA Cesit VVMDS5 | VVMDS5 | VMC2C3 | VMC2C3 | VIZAGT9 | VIZAGT9 | VWMD24 | VWMD24 | VVMD27 | VVMD27 | VWMD28 | VWMD28

1 |Bars 223 223 163 177 248 260 207 217 187 197 243 267

2 |cCardinal |223 235 163 163 258 258 207 207 181 187 243 267

3 |Beauty ,4q 235 161 195 248 258 213 221 181 183 219 233
Seedless

Cizelge 4.6. (Devam)

R'S'A Cesit VWS2  |Vwvs2 | VrzAGe2 | VrzAGe2 | VVIBOL | VVIBOL |VVSL  |VVS1 | VMC2H4 | VMC2H4 | VWMD7 | VVMD7

1 |Bars 151 153 188 190 202 300 181 187 198 200 240 246

2 |cCardinal 137 137 188 188 292 296 181 181 200 212 246 246

3 |Beally 135 153 190 206 202 202 181 181 212 214 244 250
Seedless

Cizelge 4.6. (Devam)

DNA[ . .. |VVIH |VVIH |VVMD |VVMD |VrZAG |VIZAG |VVMD |VVMD

No | Cesit |5, o a1 a1 63 83 ’ o1 ZAG112 | ZAG112 | ZAG64 | ZAG64 | ZAGAT | ZAGAT

1 |Bans |164 |176  |203 211 185 191 242 254 231 233 138|156 |161  |171

2 |cardinal [164 |164 |211 215 185 189 248 266 231 239 156|156  |155 | 161

3 (Bealty o0 g |211 215 185 101 256 256 237 257 140 |156 |157  |157
Seedless
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4.2. Cekirdeksiz Cesit Adaylarinda Markore Dayah Seleksiyon Yontemi ile

Cekirdeksizligin Belirlenmesi

4.2.1. Morfolojik bulgular

Melez parselinden alimarak DNA izolasyonu yapilan c¢esit adaylarindan, salkimi
bulunan omcalardan tane alinarak, ¢ekirdekleri ¢ikarilmis ve 9’ar ¢ekirdekte asagidaki ol¢tim

ve gozlemler yapilmistir:

a. Cekirdek eni
b. Cekirdek boyu
c. Cekirdekteki embriyo durumu

Ayrica 10 tanedeki,

Cekirdek sayis1

Cekirdek yas agirlig
Cekirdek kuru agirlig
Tek cekirdek kuru agirligt
Tanedeki ¢ekirdek sayist
Yiizdiirme testi

hD OO o

Yukaridaki degerlerle ilgili 6l¢iim ve gozlemler Cizelge 4.7°de ve Cizelge 4.8’de
verilmistir.

47



Cizelge 4.7. 7xM (italyaxRecel Uziimii) melez kombinasyonu cekirdek dl¢iim ve gézlemleri

Yiizdiirme testi

Primere gore c¢ekirdek

< X
§ 5 ) durumu
%“ é’é\ X E »B0 )E” é )E” o o
S~ & o 5} C- < = e c c
e |2|EE|EE2E | E% 2E ki 2% E|. % |85 | o3
< < |- 83|23 8 = z < z B 2 ES = 8 .5 IL € o O € o
= Z 5= 2 23|€E5 =< ® &~ S == o = = | T s O'C:5 O'C:5
» | 0|05 o8 |ua a s o = o222 =2 E ~ S | m S ) )
1 145 | 3,58 | 5,23 | Kiiciik 19 23 | 0,670 [0,950| 0,582 {0,791 | 30,63 | 34,39 2 8 Cekirdekli | Cekirdekli
2 153 {4.00| 6,56 |Normal 29 14 | 1,328 |0,725| 1,076 | 0,551 | 37,10 | 39,36 - 10 Cekirdekli | Cekirdekli
3 159 {4,08| 6,21 |Normal 24 18 | 1,044 (0,861 | 0,792 | 0,670 | 33,00 | 37,22 - 10 Cekirdekli | Cekirdekli
4 160|1,66| 4,57 Bos 12 13 0,213 {0,118 0,133 | 0,063 | 11,08 | 4,85 9 1 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
5 173 (4,34| 7,68 | Dolu 28 17 1,606 | 0,962 | 1,369 | 0,877 | 48,89 | 51,58 4 6 Cekirdekli | Cekirdekli
6 175(1,94| 4,88 Bos 36 39 | 1,299 | 0,967 | 0,736 |0,475| 20,44 | 12,18 6 4 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
7 181 (4,15| 7,06 | Dolu 23 28 | 1,340 |1.373| 1,111 |1,125| 48,30 | 40,17 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
8 188 (3,78 6,68 | Dolu 18 13 | 0,960 (0,713| 0,718 | 0,532 | 39,88 | 40,92 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
9 195 (3,61| 6,68 |Normal 17 17 | 0,920 (0,457 | 0,62 |0,372| 36,47 | 21,88 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
10 197 (1,96 | 5,80 Bos 25 24 | 0,660 [0,325| 0,363 {0,227 | 14,52 | 12,5 6 4 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
11 201 (2,31 | 4,20 Bos 13 15 | 0,195 |0,256| 0,137 | 0,211 | 10,53 | 14,06| 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
12 202 | 3,68 | 6,62 |Normal 28 18 | 1,307 0,996 | 1,109 | 0,765 | 39,61 | 42,50 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
13 203 (3,81 | 6,03 [Normal 30 14 | 1,414 (0,828 | 1,117 | 0,631 | 37,23 | 45,07 - 10 Cekirdekli | Cekirdekli
14 205 (4,08 | 6,32 [Normal 23 26 | 1,380 [ 0,966 | 1,120 {0,740 | 48,69 | 28,46 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
15 207 (2,13 | 451 | Bos 15 17 | 0,282 |0,258| 0,215 | 0,143 | 14,33 | 8,41 6 4 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
16 209 |2,15| 5,45 Bos 24 - 0,793 - 0,436 - 18,17 - 8 2 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
17 221 (2,28 | 5,32 | Bos 28 - 0,984 - 0,581 - 20,75 - 6 4 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
18 231 (2,02 | 4,66 | Kiigik 29 9 0,900 (0,061 | 0,500 | 0,056 | 17,24 | 6,20 7 3 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
19 232 2,04 | 4,99 Bos 10 - 0,080 - 0,045 - 4,50 - 6 4 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
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Cizelge 4.8. 36xL (RibolxGiiz Uziimii) melez kombinasyonu ¢ekirdek dl¢iim ve gozlemleri

Yiizdiirme testi

Primere gore c¢ekirdek

% % durumu

3 |3 - & 2 5 @ @

:A :g %g &)EI) &T: ET: &EO OO-EQ
ol 2 |EE|EE| 22 8% S E S & 2% T £ 585 | 084
c SEc|8=| TE c T >80 S = Y = =T c B O € "% 5 S o
= L |EZE2 €¢c g3 2 S 2 g 25 |35 |s5| ?% =
= 2 |=Z| = B‘ E S o % v & O = v 5 £ = % 5+ % o o
»n| 0O |C gl Qa w o — O o =2 o 22 == > O M0 o
1 |29-1|2,15]| 3,68 Bos 7 - 0,318 - 0,151 - 21,57 - 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
2 |30-1|1,79]| 3,85 Bos 26 26 0,379 | 0,374 | 0,155 | 0,166 5,96 | 6,38 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
3 [32-1/4,36| 5,61 Dolu 22 29 1,098 | 1,130 | 0,821 | 0,909 | 37,32 31,34 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
4 135-1(3,17| 4,99 Bos 24 - 0,894 - 0,501 - 20,88 - 6 4 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
5 138-1/3,62| 521 Kiiciik 16 12 0,542 | 0,480 | 0,375 | 0,355 | 23,44 | 29,58 6 4 Cekirdekli | Cekirdekli
6 |40-1|4,15| 7,52 Dolu 17 26 1,380 | 1,275 | 0,881 | 1,063 | 51,82 | 40,88 - 10 Cekirdekli | Cekirdekli
7 (42-2|2,13| 4,32 Bos 31 21 0,551 | 0,376 | 0,262 | 0,193 8,45 | 9,19 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
8 [46-1|4,10| 6,30 Kiiciik 25 22 0,658 | 0,669 | 0,505 | 0,516 | 20,20 | 23,45 2 8 Cekirdekli | Cekirdekli
9 |47-1|4,00| 5,93 Normal 17 17 1,256 | 0,774 | 0,830 | 0,670 | 48,82 | 39,41 - 10 Cekirdekli | Cekirdekli
10 |48-1|3,05| 4,66 Bos 16 18 0,39 | 0,582 | 0,213 | 0,313 | 13,31 | 17,39 7 3 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
11 |49-1|3,11| 5,30 Bos 13 15 0,403 | 0,378 | 0,269 | 0,180 | 20,69 | 12,00 8 2 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
12 |52-1|2,56 | 4,96 Kiiciik 33 - 0,900 - 0,486 - 14,73 - 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
13 |54-2 2,07 | 4,46 Bos 36 - 0,445 - 0,175 - 4,86 - 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
14 |57-1|1,21| 2,85 |Cekirdekizi| 10 17 0,082 | 0,109 | 0,035 | 0,053 3,5 3,12 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
15 |58-114,33| 7,01 Normal 35 33 1,791 | 1,692 | 1,346 | 1,330 | 38,46 |40,30 - 10 Cekirdekli | Cekirdekli
16 |60-1|2,58 | 4,65 Bos 22 15 0,446 | 0,346 | 0,315 | 0,220 | 14,32 | 14,67 8 2 Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
17 |67-2|0,37 | 0,70 |Cekirdekizi| 36 25 0,227 | 0,247 | 0,174 | 0,113 | 4.80 | 4,50 10 - Cekirdeksiz | Cekirdeksiz
18 |68-1|3,95| 5,97 Dolu 19 17 0,760 | 0,692 | 0,61 | 0,573 | 32,11 |33,71 1 9 Cekirdekli | Cekirdekli
19 |69-1|3,56| 6,03 Normal 20 - 0,820 - 0,597 - 29,85 - 2 8 Cekirdekli | Cekirdekli
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4.2.2. DNA izolasyonu
Cekirdeksiz ¢esit adaylarinin DNA izolasyonunu takiben DNA’lar %]1’lik agaroz jelde

kontrol edilmis ve bu islemi takiben saflik ve miktar degerlerinin belirlenmesi i¢in NanoDrop

ND-1000 spektrofotometrede Olglilmiistir (Cizelge 4.9 - 4.10).
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Cizelge 4.9. 7xM (italya x Recel Uziimii) Melezlerine ait DNA’larin saflik ve miktarlar1

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
1 143 1878,44 37,569 18,626 2,02
143 2010,39 40,208 20,08 2
143 1956,85 39,137 19,586 2
2 144 1914,65 38,293 18,805 2,04
144 1949,89 38,998 19,182 2,03
144 1953,19 39,064 19,223 2,03
3 145 1201,14 24,023 11,234 2,14
145 1211,91 24,238 11,329 2,14
145 1244,87 24,897 11,689 2,13
4 146 3839,76 76,795 38,334 2
146 3788,94 75,779 37,745 2,01
146 3909,76 78,195 39,126 2
5 147 2759,59 55,192 29,427 1,88
147 2823,92 56,478 30,102 1,88
147 2847,43 56,949 30,364 1,88
6 148 2722,35 54,447 27,318 1,99
148 2961,18 59,224 29,949 1,98
148 292424 58,485 29,484 1,98
7 149 951,73 19,035 9,069 2,1
149 1049,05 20,981 10,123 2,07
149 1036,42 20,728 9,958 2,08
8 152 1589,68 31,794 18,375 1,73
152 1055,3 3,106 7,733 1,7
152 1096,21 3,924 7,836 18
9 153 1208,11 24,162 12,712 1,9
153 1203,24 24,065 12,71 1,89
153 1441,69 28,834 15,277 1,89
10 154 2014,35 40,287 18,737 2,15
154 1778,39 35,568 16,31 2,18
154 1700,24 34,005 15,517 2,19
11 158 995,25 19,905 10,295 1,93
158 1083,93 21,679 11,219 1,93
158 1048,4 20,968 10,893 1,92
12 159 1812,96 36,259 18,204 1,99
159 1681,79 33,636 16,847 2
159 1671,72 33,434 16,768 1,99
13 160 2529,15 50,583 26,924 1,88
160 2259,72 45,194 23,913 1,89
160 2449,99 49 25,971 1,89
14 161 1890,9 37,818 18,779 2,01
161 1873,61 37,472 18,655 2,01
161 1839,53 36,791 18,248 2,02
15 163 1717,85 34,357 16,837 2,04
163 171271 34,254 16,804 2,04
163 1792,47 35,849 17,567 2,04

o1




Cizelge 4.9. (Devam)

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
16 164 2280,36 45,607 24,512 1,86
164 2293,87 45,877 24,483 1,87
164 2249,98 45 24,001 1,87
17 166 2370,57 47,411 23,843 1,99
166 2435,13 48,703 24,54 1,98
166 2377,9 47,558 23,999 1,98
18 169 1798,33 35,967 16,739 2,15
169 1825,06 36,501 17,02 2,14
169 1993,99 39,88 18,679 2,14
19 172 2807,05 56,141 27,866 2,01
172 2788,72 55,774 27,728 2,01
172 2833,3 56,666 28,2 2,01
20 173 601,84 12,037 6,039 1,99
173 647,11 12,942 6,527 1,98
173 685,85 13,717 7,06 1,94
21 175 2730,64 54,613 27,549 1,98
175 2889,26 57,785 29,212 1,98
175 2972,79 59,456 30,18 1,97
22 176 873,43 17,469 8,045 2,17
176 843,45 16,869 7,701 2,19
176 846,94 16,939 7,715 2,2
23 177 966,6 19,332 8,843 2,19
177 965,7 19,314 8,902 2,17
177 956,97 19,139 8,667 2,21
24 180 1317,3 26,346 13,114 2,01
180 1306,89 26,138 13,014 2,01
180 1304,21 26,084 12,964 2,01
25 181 1326,2 26,524 12,5 2,12
181 1321,23 26,425 12,421 2,13
181 1327,65 26,553 12,529 2,12
26 183 1410,21 28,204 14,027 2,01
183 1408,35 28,167 13,936 2,02
183 1416,08 28,322 14,088 2,01
27 184 2736,82 54,736 28,266 1,94
184 2758,51 55,17 28,568 1,93
184 2758,77 55,175 28,501 1,94
28 185 2613,48 52,27 26,499 1,97
185 2616,84 52,337 26,553 1,97
185 2617,05 52,341 26,551 1,97
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Cizelge 4.9. (Devam)

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
29 186 1695,18 33,904 17,47 1,94
186 1708,81 34,176 17,61 1,94
186 1683,7 33,674 17,317 1,94
30 187 1466,96 29,339 14,71 1,99
187 1438,58 28,772 14,705 1,96
187 1493,13 29,863 14,99 1,99
31 188 1703,79 34,076 16,577 2,06
188 1694,95 33,899 16,393 2,07
188 1696,52 33,93 16,437 2,06
32 189 1295,83 25,917 12,431 2,08
189 1318,11 26,362 12,595 2,09
189 1304,06 26,081 12,399 2,1
33 190 910,39 18,208 10,624 1,71
190 888,48 17,77 10,347 1,72
190 893,55 17,871 10,399 1,72
34 191 1543,81 30,876 14,945 2,07
191 1569,73 31,395 15,207 2,06
191 154171 30,834 14,85 2,08
35 193 791,43 15,829 8,792 18
193 782,83 15,657 8,709 18
193 782,81 15,656 8,729 1,79
36 194 1699,57 33,991 17,157 1,98
194 744,26 14,885 7,008 2,12
194 764,33 15,287 7,232 2,11
37 195 2414 48,28 22,68 2,13
195 2448,44 48,969 23,016 2,13
195 2433,78 48,676 22,989 2,12
38 197 1953,14 39,063 19,91 1,96
197 1946,57 38,931 19,812 1,97
197 1947,92 38,958 19,859 1,96
39 198 2375,47 47,509 23,273 2,04
198 2389,22 47,784 23,429 2,04
198 2331,1 46,622 22,754 2,05
40 199 1326,2 26,524 12,5 2,12
199 1321,23 26,425 12,421 2,13
199 1327,65 26,553 12,529 2,12
41 200 2436,95 48,739 23,024 2,12
200 244179 48,836 23,053 2,12
200 2441,39 48,828 23,056 2,12
42 201 2515,11 50,302 25,207 2
201 2511,81 50,236 25,109 2
201 2523,54 50,471 25,282 2

53




Cizelge 4.9. (Devam)

43 202 1898,39 37,968 18,097 2,1
202 1891,2 37,824 17,983 2,1
202 1888,51 37,77 18,004 2,1
44 203 552,43 11,049 6,017 1,84
203 544,64 10,893 6,05 1,8
203 1699,57 33,991 17,157 1,98
45 204 744,26 14,885 7,008 2,12
204 764,33 15,287 7,232 2,11
204 756,34 15,127 7,069 2,14
46 205 570,44 11,409 5,738 1,99
205 581,9 11,638 5,91 1,97
205 585,15 11,703 5,898 1,98
47 206 961,94 19,239 8,857 2,17
206 962,93 19,259 8,831 2,18
206 984,09 19,682 9,107 2,16
48 207 1459,1 29,182 15,386 1,9
207 1458,15 29,163 15,375 1,9
207 1458,69 29,174 15,331 1,9
49 208 3336,26 66,725 34,12 1,96
208 3313,12 66,262 33,966 1,95
208 3345,81 66,916 34,197 1,96
50 209 814,71 16,294 7,76 2,1
209 810,61 16,212 7,689 2,11
209 823,7 16,474 7,823 2,11
51 211 909,3 18,186 8,821 2,06
211 907,29 18,146 8,791 2,06
211 912,63 18,253 8,843 2,06
52 212 1202,57 24,051 14,411 1,67
212 1192,25 23,845 14,297 1,67
212 1194,32 23,886 14,33 1,67
53 213 778,86 15,577 7,53 2,07
213 779,02 15,58 7,53 2,07
213 780,31 15,606 7,527 2,07
54 218 356,76 7,135 3,482 2,05
218 1442.9 28,858 13,718 2,1
218 1417,24 28,345 13,401 2,12
55 219 707,26 14,145 6,971 2,03
219 708,14 14,163 6,996 2,02
219 710,12 14,202 7,021 2,02
56 220 963,41 19,268 10,431 1,85
220 965,84 19,317 10,405 1,86
220 967,97 19,359 10,404 1,86
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Cizelge 4.9. (Devam)

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
57 221 1553,33 31,067 14,284 2,17
221 1548,03 30,961 14,191 2,18
221 1567,27 31,345 14,357 2,18
58 222 2386,32 47,726 24,072 1,98
222 2410,64 48,213 24,333 1,98
222 2408,06 48,161 24,315 1,98
59 224 1623,41 32,468 17,071 1,9
224 1642,42 32,848 17,133 1,92
224 1634,96 32,699 17,085 1,91
60 225 1538,25 30,765 15,201 2,02
225 1538,53 30,771 15,15 2,03
225 1537,41 30,748 15,167 2,03
61 227 1775,72 35,514 17,757 2
227 1786,13 35,723 17,885 2
227 177177 35,435 17,76 2
62 229 588,11 11,762 6,127 1,92
229 575,94 11,519 5,975 1,93
229 591,85 11,837 6,19 1,91
63 231 1379,61 27,592 13,892 1,99
231 1357,68 27,154 13,662 1,99
231 1371,24 27,425 13,787 1,99
64 232 1184,42 23,688 12,015 1,97
232 1188,77 23,775 12,054 1,97
232 1175,81 23,516 11,965 1,97
65 233 2129,35 42,587 21,142 2,01
233 2117,93 42,359 21,104 2,01
233 2119,94 42,399 21,098 2,01
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Cizelge 4.10. 36xL (Ribol x Giiz Uziimii) Melezlerine ait DNA’larm saflik ve miktarlari

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
1 27-1 1185,52 23,71 12,716 1,86
27-1 4893,16 97,863 58,648 1,67
27-1 1344,98 26,9 14,42 1,87
2 29-1 551,55 11,031 5,661 1,95
29-1 530,83 10,617 5,435 1,95
29-1 5026,47 100,529 58,58 1,72
3 30-1 1373,95 27,479 14,753 1,86
30-1 1063,15 21,263 11,479 1,85
30-1 1098,87 21,977 11,778 1,87
4 31-1 2250,1 45,002 23,591 1,91
31-1 2061,04 41,221 21,562 1,91
31-1 1559,35 31,187 16,26 1,92
5 32-1 1890,98 37,82 20,943 1,81
32-1 1718,76 34,375 18,942 1,81
32-1 3237,81 64,756 36,875 1,76
6 35-1 908,7 18,174 9,968 1,82
35-1 1762,25 35,245 19,653 1,79
35-1 1111,33 22,227 12,143 1,83
7 37-2 2451 49,02 28,542 1,72
37-2 772,86 15,457 8,652 1,79
37-2 2241,37 44,827 26,079 1,72
8 38-1 2270,34 45,407 24,612 1,84
38-1 2546,34 50,927 27,648 1,84
38-1 2393,44 47,869 26,045 1,84
9 39-1 1914,61 38,292 19,54 1,96
39-1 1848,21 36,964 18,836 1,96
39-1 1825,16 36,503 18,603 1,96
10 40-1 2850,48 57,01 31,05 1,84
40-1 2425,36 48,507 26,027 1,86
40-1 2655,14 53,103 28,612 1,86
11 42-2 3442,34 68,847 36,577 1,88
42-2 4125,22 82,504 44,915 1,84
42-2 2292,3 45,846 23,688 1,94
12 43-1 2577,94 51,559 27,127 1,9
43-1 1908,29 38,166 19,747 1,93
43-1 862,14 17,243 8,743 1,97
13 44-1 2676,62 53,533 29,868 1,79
44-1 2306,42 46,128 25,272 1,83
44-1 2155,6 43,112 23,597 1,83
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Cizelge 4.10. (Devam)

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
14 45-1 2558,29 51,166 27,338 1,87
45-1 2432,15 48,643 25,928 1,88
45-1 2178,15 43,563 23,195 1,88
15 46-1 1752,36 35,047 18,941 1,85
46-1 1600,2 32,004 17,36 1,84
46-1 1677,85 33,557 18,181 1,85
16 47-1 2204,52 44,09 25,065 1,76
47-1 2229,51 44,59 25,419 1,75
47-1 2866,1 57,322 32,953 1,74
17 48-1 1238,15 24,763 12,473 1,99
48-1 1192,09 23,842 11,962 1,99
48-1 1589,39 31,788 16,06 1,98
18 49-1 4419,44 88,389 48,569 1,82
49-1 3479,46 69,589 36,538 19
49-1 4341,12 86,822 47,232 1,84
19 50-1 2856,39 57,128 30,462 1,88
50-1 4885,23 97,705 56,206 1,74
50-1 2836,71 56,734 30,245 1,88
20 51-1 5648,3 112,966 99,09 1,14
51-1 2554,01 51,08 26,496 1,93
51-1 2307,64 46,153 23,927 1,93
21 52-1 144517 28,903 14,736 1,96
52-1 1066,62 21,332 10,914 1,95
52-1 1245,83 24,917 12,739 1,96
22 54-2 2017,14 40,343 20,924 1,93
54-2 2015,74 40,315 20,951 1,92
54-2 1992,96 39,859 20,689 1,93
23 56-1 3152,83 63,057 32,256 1,95
56-1 2274,38 45,488 23,062 1,97
56-1 5449,76 108,995 67,535 1,61
24 57-1 4584,66 91,693 50,809 18
57-1 4371,57 87,431 47,724 1,83
57-1 2547,73 50,955 26,26 1,94
25 58-1 1989,88 39,798 21,09 1,89
58-1 1953,78 39,076 20,701 1,89
58-1 1963,06 39,261 20,833 1,88
26 60-1 1617,22 32,344 16,895 1,91
60-1 4342,58 86,852 47,205 1,84
60-1 1870,99 37,42 19,461 1,92
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Cizelge 4.10. (Devam)

No Melez no ng/ul A260 A280 260/280
27 61-1 1702,85 34,057 17,152 1,99
61-1 1499,7 29,994 14,903 2,01
61-1 1638,99 32,78 16,312 2,01
28 62-1 2857,92 57,158 30,571 1,87
62-1 1482,06 29,641 15,522 1,91
62-1 1438,71 28,774 15,044 1,91
29 64-1 5725,58 114,512 87,565 1,31
64-1 5732,04 114,641 84,169 1,36
64-1 4365,37 87,307 45,758 1,91
30 67-2 1602,28 32,046 17,075 1,88
67-2 1429,91 28,598 15,249 1,88
67-2 1499,67 29,993 15,981 1,88
31 68-1 3761,09 75,222 40,256 1,87
68-1 2340,91 46,818 24,562 1,91
68-1 2106,25 42,125 22,121 1,9
32 69-1 4007,38 80,148 43,332 1,85
69-1 4442,06 88,841 49,128 1,81
69-1 1666,12 33,322 17,013 1,96
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4.2.3. Cekirdeksiz cesit adaylarinda c¢ekirdeksizlik belirlenmesine yonelik genetik
bulgular

PCR sonrasi lokuslara ait PCR firiinleri, SCF27 primeri i¢in %2’lik agaroz jele
yiiklenmistir. Jel goriintiisiinde tek bant olanlar ¢ekirdeksiz, bant bulunmayanlar ¢ekirdekli
olarak degerlendirilmistir.

SCC8 primerinde PCR sonrasi lokuslara ait PCR {irlinleri %2’lik jele yiiklenerek
kontrol edilmis, sonrasinda Bq III enzimi ile kesim yapilmistir. Kesim sonrasinda %2’lik jele

yiiklenerek ¢ekirdeksizlik ag¢isindan degerlendirilmistir.
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Sekil 4.20. SCC8 primeri ile elde edilen 7xM (Italya x Regel Uziimii) melezlerine ait jel
goriintiileri
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Sekil 4.21. SCC8 primeri ile elde edilen 7xM (italya x Regel Uziimii) melezlerine ait jel
gorilntiileri
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Sekil 4.22. SCC8 primeri ile elde edilen 7xM (italya x Regel Uziimii) melezlerine ait jel
goriintiileri

Sekil 4.23. SCC8 primeri ile elde edilen 36 x L (Ribol x Giiz Uziimii) melezlerine ait jel
goriintiileri
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Sekil 4.24. SCC8 primeri ile elde edilen 36 x L (Ribol x Giiz Uziimii) melezlerine ait jel
goriintiileri

Sekil 4.25. SCF27 primeri 7xM (italya x Recel Uziimii) melezlerine ait jel goriintiileri
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Sekil 4.26. SCF27 primeri 36xL (Ribol x Giiz Uziimii) melezlerine ait jel goriintiileri
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Cizelge 4.11. 7xM (italya x Regel Uziimii) melez kombinasyonu i¢in SCF27 ve SCC8 primeri
ile ¢ekirdek verileri

NO DNA NO SCF27 primerine gore SCCS8 primerine gire
1 143 Cekirdeksiz (ekirdeksiz
2 144 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
3 145 Cekirdekli (Cekirdekli
4 146 Cekirdeksiz (ekirdeksiz
9) 147 Cekirdekli Cekirdekli
6 148 Cekirdekli (Cekirdekli
7 149 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
8 152 Cekirdekli (Cekirdekli
9 153 Cekirdekli Cekirdekli
10 154 Cekirdekli Cekirdekli
11 158 Cekirdekli (Cekirdekli
12 159 Cekirdekli Cekirdekli
13 160 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
14 161 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
15 163 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
16 164 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
17 166 Cekirdekli Cekirdekli
18 169 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
19 172 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
20 173 Cekirdekli (Cekirdekli
21 175 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
22 176 Cekirdekli Cekirdekli
23 177 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
24 180 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
25 181 Cekirdekli Cekirdekli
26 183 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
27 184 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
28 185 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
29 186 Cekirdekli Cekirdekli
30 187 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
31 188 Cekirdekli Cekirdekli
32 189 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
33 190 Cekirdekli Cekirdekli
34 191 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
35 193 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
36 194 Cekirdekli Cekirdekli
37 195 Cekirdekli Cekirdekli
38 197 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
39 198 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
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Cizelge 4.11. (devam)

NO DNA NO SCF27 primerine gore SCCS8 primerine gore
40 199 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
41 200 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
42 201 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
43 202 Cekirdekli Cekirdekli
44 203 Cekirdekli Cekirdekli
45 204 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
46 205 Cekirdekli Cekirdekli
47 206 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
48 207 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
49 208 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
50 209 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
51 211 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
52 212 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
53 213 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
54 218 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
55 219 Cekirdekli Cekirdekli
56 220 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
57 221 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
58 222 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
59 224 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
60 225 Cekirdekli Cekirdekli
61 227 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
62 229 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
63 231 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
64 232 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
65 233 Cekirdekli Cekirdekli
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Cizelge 4.12. 36xL (Ribol x Giiz Uziimii) melez kombinasyonu i¢in SCF27 ve SCC8 primeri
ile ¢ekirdek verileri

NO DNA NO SCF27 primerine gore SCC8 primerine gore
1 27-1 Cekirdekli Cekirdekli
2 29-1 Cekirdeksiz (ekirdeksiz
3 30-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
4 31-1 Cekirdekli Cekirdekli
5 32-1 Cekirdekli (Cekirdekli
6 35-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
7 37-2 Cekirdeksiz (ekirdeksiz
8 38-1 Cekirdekli Cekirdekli
9 39-1 Cekirdeksiz (ekirdeksiz
10 40-1 Cekirdekli (Cekirdekli
11 42-2 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
12 43-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
13 44-1 Cekirdekli Cekirdekli
14 45-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
15 46-1 Cekirdekli Cekirdekli
16 47-1 Cekirdekli (Cekirdekli
17 48-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
18 49-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
19 50-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
20 51-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
21 52-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
22 54-2 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
23 56-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
24 57-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
25 58-1 Cekirdekli Cekirdekli
26 60-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
27 61-1 Cekirdekli Cekirdekli
28 62-1 Cekirdekli Cekirdekli
29 64-1 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
30 67-2 Cekirdeksiz Cekirdeksiz
31 68-1 Cekirdekli Cekirdekli
32 69-1 Cekirdekli Cekirdekli
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4.3. istatistiki Analiz

Italya x Regel Uziimii ve Ribol x Giiz Uziimii melez kombinasyonlarindaki, salkimi
bulunan omcalardan alinan taneler {izerinde, ¢ekirdek eni (mm) ve gekirdek boyu (mm)
Ol¢timleri yapilmistir. Toplam 38 melezin her biri i¢in 9’ar ¢ekirdekte en ve boy dl¢timleri
yaptlmistir. Bu degerler Jump 7 istatistik programi ile degerlendirilmistir. Melez
kombinasyonlarinin istatistiki degerlendirmesi Cizelge 4.13°de yer almaktadir. Cekirdek eni
ve boyuna gore gruplamalar yapilmis, ortaya ¢ikan gruplamalara ait ¢ekirdek yas agirligi,
cekirdek kuru agirhigi ve tek cekirdek kuru agirliklar da

degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.13. Melez kombinasyonlarinin istatistiki degerlendirmesi

ItalyaxRecel Uziimii RibolxGiiz Uziimii

21 < gi:’ s Hiig S < Hifg'uiig =3

SI826385| 6| 63RE| 6||82|63T|6|6S8E|l &
1 197 | 196 | h 5,81 ef 29-1| 216 |f 3,69 1
2 175 | 1,95 | 4,89 hi 30-1| 1,80 |g 3,85 hi
3 221 2,29 | fg 5,33 gh 32-1| 437 |a 5,61 c
4 173 | 434 | a 7,69 a 35-1| 317 |d| 5,00 de
5 181 | 415 | ab 7,07 b 38-1| 363 |c| 521 de
s | 153 | 401 |bd 6,57 bd | |40-1| 4,15 g 7,52 a
7 160 | 167 | 1 4,58 1j 42-2| 214 |f 4,32 g
8 159 4,08 | ac 6,21 ce 46-1| 352 |c 4,25 gh
9 209 | 2,16 | fh 5,46 fg 47-1| 401 |b| 5,93 c
10 | 203 | 3,81 | ce 6,04 de ||48-1| 305 |d| 4,66 ef
11 | 207 | 2,14 | fh 4,52 j 49-1| 311 |d| 5,30 cd
12 | 202 | 368 | e 6,63 bc | |52-1| 257 |e| 4,96 ef
13 | 205 | 4,08 | ac 6,33 ce 54-2 | 2,08 |fg| 4,47 g
14 | 231 | 2,02 | gh 4,67 1j 57-1| 1,21 |h 2,86 j
15 | 232 | 2,04 | fh 4,99 gl 58-1| 434 |a| 7,02 b
16 | 195 | 361 | e 6,67 bc | |60-1| 258 |e| 4,66 fg
17 | 188 | 3,79 | de 6,69 bc ||67-2| 037 |1 0,71 k
18 | 201 | 2,31 4,20 j 68-1| 396 |b| 598 c
19 | 145 | 358 | e 5,24 gh ||69-1| 356 |c 6,03 c
CV % 1,78 3,37 1,72 2,83
Onem
Derecesi 1% 1% 1% 1%
t Degeri 1,97658 1,97658 1,97658 1,97658
Prob > F
degeri <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
Melez 0,838 0,7422 0,2118
Tekerriir 0,1697
LSD
Melez 0,2857 0,5619 0,3226 0,4598
Tekerriir 0,1966 0,3867 0,222 0,3165
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz, bagcilik konusunda diinyadaki ilk alt1 iilke arasinda yer almaktadir. Diinyada
bagcilik aragtirmalarinda kullanilan molekiiler markor tekniklerinde, agirlikli olarak cesit
tanimlama ve akrabalik iliskilerini belirlemeye yonelik ¢alismalar oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Molekiiler markorlerden mikrosatellitler; ebeveyn tayini, g¢esit tanimlamasi, sinonim ve
homonimlerin belirlenmesinde bir¢ok arastirici tarafindan kullanilmistir. (Lamboy 1997,

Ibaiiez ve ark. 2003, Martin ve ark. 2003).

Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii  tarafindan tescil ettirilen Tekirdag
Cekirdeksizi, Trakya Ilkeren, Baris, 2B/56 (Regel iiziimii), 3A/261 (Giiz iiziimii) cesitlerine
ait ebeveyn analizleri, 19 SSR lokusu kullanilarak gergeklestirilmistir.

Giiz liziimii gesidinde, VVMD5 (233 bg ve 235 bg), VMC2C3 (163 bg ve 191 bg),
VIZAGT79 (250 bg ve 260 bg), VVMD24 (207 bg ve 217 bg), VVMD27 (197 bg ve 183 bg),
VVMD28 (247 bg ve 219 bg), VVS2 (137 bg ve 153 bg), VIZAG62 (206 bg ve 190 bg),
VVIB01 (292 b¢ ve 300 bg), VVS1 (181 bg ve 187 bg), VMC2H4 (212 bg ve 204 bg),
VVMD7 (244 bg ve 236 bg), VVMD31 (219 bg ve 211 bg), VrZAG83 (185 bg ve 195 bg),
VVMD21 (244 bg ve 256 bg), ZAG112 (231 bg ve 227 bg), ZAG64 (134 bg ve 156 bg),
ZAGA47 (157 bg ve 171 bg) lokuslarinda bir allel anadan, bir allel babadan gelmistir. VVIH54
(164 bg) lokusunda, anadan ve babadan ortak allellere sahiptir (Cizelge 4.2).

Tekirdag Cekirdeksizi ¢esidinde, VVMD5 (233 bg¢ ve 235 bg), VMC2C3 (191 bg ve
169 bg), VIZAGT79 (260 bg ve 252 bg), VVMD24 (207 bg ve 211 bg), VVMD27 (183 bg ve
187 bg), VVS2 (153 bg ve 137 bg), VIZAG62 (190 be ve 188 bg), VVIBO1 (300 bg ve 296
b¢), VVS1 (187 bg ve 181 bg), VMC2H4 (214 bg ve 202 bg), VVMD?7 (250 bg ve 244 bg),
VVMD31 (211 bg ve 215 bg), ZAG112 (227 bg ve 243 bg), ZAG64 (140 bg ve 156 bg),
ZAGA47 (157 bg ve 161 bg) lokuslarinda bir allel anadan, bir allel babadan gelmistir. VVIH54
(164bg) lokusunda, anadan ve babadan ortak allellere sahiptir. VVMD28 (243bg), VIZAG83
(191bg), VVMD?21 (248bg) lokuslarinda, anadan ve babadan ayni alleli almistir (Cizelge 4.3).

Trakya Ilkeren ¢esidinde, VVMDS5 (233 bg ve 235 bg), VMC2C3 (169 bg ve 163 bg),
VIZAGT79 (240 bg ve 248 be), VVMD24 (211 be ve 207 be), VVMD27 (187 be ve 183 be),
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VrZAG62 (190 bg ve 206 bg), VVIB0O1 (296 bg ve 292 bg), VVS1 (181 bg ve 187 bg),
VMC2H4 (202 bg ve 214 bg), VVMD7 (244 be ve 248 be), VVMD31 (209 be ve 211 bg),
ZAG112 (243 bg ve 239 bg), ZAGA47 (161 bg ve 157 bg) lokuslarinda bir allel anadan, bir allel
babadan gelmistir. VVIH54 (164 bg) lokusunda, anadan ve babadan ortak allellere sahiptir.
VIZAG83 (191 bg), VVMD21 (248 bg), ZAG64 (156 bg), VVMD28 (243 bg), VVS2 (135
b¢) lokuslarinda, anadan ve babadan ayni alleli almistir (Cizelge 4.4).

Recel Uziimii ¢esidinde, VVMDS5 (225 bg ve 231 bg), VMC2C3 (163 bg ve 191 bg),
VIZAGT79 (260 bg ve 248 bg), VIZAG62 (202 bg ve 190 bg), VMC2H4 (198 bg ve 204 bg),
VVMD?7 (238 bg ve 248 bg), VVIH54 (158 bg ve 164 bg), VVMD31 (209 bg ve 211 bg),
VrZAG83 (185 bg ve 191bg), ZAG112 (227 bg ve 239 bg), ZAG64 (136 bg ve 156 bg)
lokuslarinda bir allel anadan, bir allel babadan gelmistir. VVMD24 (207bg), VVMD27 (183
b¢), VVS2 (145 bg), VVMD28 (243 bg), VVIBO1 (292 bg), VVMD21 (248 bg), VVSL1 (181
b¢), ZAGAT (157 bg) lokuslarinda, anadan ve babadan ayni alleli almistir (Cizelge 4.5).

Baris ¢esidinin ana ve baba ebeveynleri agisindan allel biiyiikliikleri incelendiginde; 4
SSR lokusu (VVMD5, VVMD28, VRZAG62, VRZAGS83) agisindan hibrit 6zellikleri tasidigi
goriilmekle birlikte, ¢esidin 14 SSR lokusunda (VMC2C3, VRZAG79, VVMD24, VVMD?27,
VVS2, VVIBO01, VVS1, VMC2H4, VVMD7, VVIH54, VVMD31, ZAG112,ZAG64,ZAGAT)
ise ebeveynlerinden yalnizca 1 allel, VVMD21 lokusunda ebeveynlerinden herhangi bir allel

almadig1 goriilmektedir. (Cizelge 4.6).

Cekirdeksizlik

Degirmenci ve Kunter (2007), asmalarda iki tip ¢ekirdeksizlik goriildiigiing;
birincisinin tozlanma ve dollenme olmaksizin tane tutumunun gerceklestigi partenokarpi,
ikincisinin ise dollenme sonunda c¢ekirdegin iz halinde gelismesi ile sonuglanan
stenospermokarpi oldugu bildirilmistir. Uziimlerde cekirdek dis kabugu tam gelismis
olmasina ragmen i¢ kisimda iz halinde olusmus embriyo veya dumura ugramis embriyo
oldugu, stenospermokarpik ¢esitlerde cekirdek dis kabugu deforme olmasina karsin, bos
cekirdeklilikte dis kabugun normal formda olmasi gerektigi bildirilmistir (Celik, 1998).
Calismamizda Italya x Regel Uziimii ve Ribol x Giiz Uziimii kombinasyonlarina ait salkimi
bulunan, her kombinasyona ait 19’ar F;’e ait toplam 38 omcadan alinan o6rneklerin

incelenmesi sonucunda 20 ¢ekirdeksiz, 18 g¢ekirdekli F; oldugu belirlenmistir. F;
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¢ekirdeklerinin jilet ve bistiiri ucu ile kesilerek binokiiler mikroskop altinda embriyo
durumlarmin incelenmesi sonucunda; Ribol x 3A/261 kombinasyonundan elde edilen F;’lerde
cekirdeksizlik 8 bos cekirdeklilik, 2 c¢ekirdek izi, 1 kii¢iik embriyo olarak belirlenmis olup,
ayn1 durum Italya x 2B/56 kombinasyonundan elde edilen F;’lerde ise 8 bos ¢ekirdeklilik, 1

kiigiik embriyo olarak saptanmastir.

Vinifera {iziim ¢esitlerinde tohum (gekirdek) biiyiikliigi 2 mm ve daha kiigiik olanlar
ya da tohum agirhigi 20 mg ve daha az olanlar rudimenter olarak degerlendirilmislerdir

(Ledbetter ve Shonnard 1991).

7xM (Italya x Recel Uziimii) kombinasyonuna ait, cekirdekli ve cekirdeksiz olarak
belirlenen F;’lerin, ¢ekirdek eni (mm) ve ¢ekirdek boyu (mm) Sl¢iimleri ile elde edilen veriler
istatistiki olarak degerlendirilmis ve gruplar elde edilmistir. Cekirdekli F;’lerin ¢ekirdek enleri
dikkate alinararak yapilan analizde 5 grup olusmustur. Biiyiikten kiiclige yapilan
gruplamalarda 1. grup i¢in ¢ekirdek eni ortalamasi 4,16 mm, 2. grup ¢ekirdek eni ortalamasi
4,01 mm, 3. grup ¢ekirdek eni ortalamasi 3,81 mm, 4. grup c¢ekirdek eni ortalamasi 3,79 mm
ve 5. grup cekirdek eni ortalamasi 3,62 mm olmustur. Ayn1 kombinasyona ait ¢ekirdekli
F1’lerin ¢ekirdek boylarmin istatistiki analizi sonucunda 5 grup olugmustur. 1. grup ¢ekirdek
boyu ortalamast 7,69 mm, 2. grup ortalamas1 6,66 mm, 3. grup ortalamast 6,21 mm, 4.grup
ortalamas1 6,04 mm ve 5. grup ortalamasi 5,24 mm’dir. Cekirdekli F;’lerde ¢ekirdek enine
gore yapilan gruplamada; 1. grupta ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 1,191 gram, ¢ekirdek kuru
agirlik ortalamasi 0,941 gram, son grupta ise ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,883 gram,
cekirdek kuru agirlik ortalamasi 0,706 gramdir. Yine ¢ekirdekli F1’lerde ¢ekirdek boyuna gore
yapilan gruplamada; 1. grupta g¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 1,284 gram, g¢ekirdek kuru
agirhik ortalamasi 1,123 gram, son grupta ise ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,81 gram,

cekirdek kuru agirlik ortalamasi 0,686 gramdir.

7xM (Italya x Recel Uziimii) kombinasyonuna ait ¢ekirdeksiz F’lerin ¢ekirdek enleri
(mm) dikkate alinararak yapilan analizde 4 grup olusmustur. 1.grup icin g¢ekirdek eni
ortalamas1 2,188 mm, 2. grup icin ¢ekirdek eni ortalamasi 2,02 mm, 3. grup i¢in ¢ekirdek eni
ortalamast 1,95 mm, 4. grup icin c¢ekirdek eni ortalamast 1,67 mm olmustur. Ayni
kombinasyona ait ¢ekirdeksiz Fi’lerin cekirdek boylarina gore yapilan istatistiki analiz
sonucunda 6 grup ortaya ¢ikmistir. 1. grup g¢ekirdek boyu ortalamas: 5,81 mm, 2. grup
cekirdek boyu ortalamasi 5,46 mm, 3. grup cekirdek boyu ortalamasit 5,33 mm, 4. grup
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¢ekirdek boyu ortalamasi 4,89 mm, 5. grup c¢ekirdek boyu ortalamasi 4,62 mm, 6. grup
cekirdek boyu ortalamasi 4,36 mm’dir. Cekirdeksiz Fi’lerde ¢ekirdek enine gore yapilan
gruplamada;l. grupta g¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,470 gram, gekirdek kuru agirlik
ortalamasi1 0,132 gram, son grupta ise ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,165 gram, ¢ekirdek
kuru agirlik ortalamasi 0,098 gram olmustur. Cekirdeksiz F;’lerde ¢ekirdek boyuna (mm)
gore yapilan gruplamada; 1. grupta ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,492 gram, gekirdek kuru
agirlik ortalamasi 0,295 gram, son grupta ise ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,247 gram,
cekirdek kuru agirlik ortalamasi 0,176 gramdir.

36xL (Ribol x Giiz Uziimii) kombinasyonuna ait cekirdekli ve ¢ekirdeksiz olarak
belirlenen F;’lerin, ¢ekirdek eni (mm) ve ¢ekirdek boyu (mm) Slgiimleri ile elde edilen veriler
istatistiki olarak degerlendirilmis ve gruplar elde edilmistir. Cekirdekli F;’lerin ¢ekirdek enleri
dikkate alinararak yapilan analizde 3 grup olusmustur. 1. grup cekirdek eni ortalamasi 4,28
mm, 2. grupta g¢ekirdek eni ortalamasi 3,985 mm, 3. grupta ¢ekirdek eni ortalamasi 3,595
mm’dir. Cekirdek boyuna gore yapilan gruplamada ise 4 grup olusmus ve ilk grupta ¢ekirdek
boyu ortalamas: 7,52 mm, 2. grupta 7,02 mm, 3. grupta 5,88 mm, 4. grupta ise 5,21 mm
olmustur. Cekirdekli F;’lerde ¢ekirdek enine gore yapilan gruplamada;l. grupta ¢ekirdek yas
agirlik ortalamasi 1,394 gram, ¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 1,058 gram, 3. grupta ¢ekirdek
yas agirlik ortalamasi 0,665 gram, ¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 0,481 gramdir. Cekirdekli
Fi’lerde ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada; 1. grupta ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi
1,327 gram, g¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 0,972 gram, 4. grupta cekirdek yas agirlik

ortalamas1 0,511 gram, ¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 0,365 gramdir.

36xL (Ribol x Giiz Uziimii) kombinasyonuna ait cekirdeksiz F;’lerin ¢ekirdek enleri
dikkate alinararak yapilan analizde 7 grup olusmustur. 1.grup i¢in ¢ekirdek eni ortalamasi
3,52 mm, 2. grup ¢ekirdek eni ortalamasi 3,11 mm, 3. grup ¢ekirdek eni ortalamast 2,57 mm,
4. grup g¢ekirdek eni ortalamasi 2,15 mm, 5. grup ¢ekirdek eni ortalamasi 1,80 mm, 6. grup
¢ekirdek eni ortalamasi 1,21 mm, 7. grup ¢ekirdek eni ortalamasi 0,37 mm’dir. Cekirdeksiz
Fi’lerde ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada ise 9 grup olusmustur. 1. grup g¢ekirdek
boyu ortalamast 5,30 mm, 2. grup ¢ekirdek boyu ortalamast 5 mm, 3. grup ¢ekirdek boyu
ortalamast 4,81 mm, 4. grup ¢ekirdek boyu ortalamasi 4,66 mm, 5. grup cekirdek boyu
ortalamast 4,34 mm, 6. grup ¢ekirdek boyu ortalamast 3, 85 mm, 7. grup ¢ekirdek boyu
ortalamast 3, 69 mm, 8. grup ¢ekirdek boyu ortalamasi 2, 86 mm, 9. grup cekirdek boyu

ortalamasi 0, 71 mm’dir. Cekirdeksiz F;’lerde ¢ekirdek enine gore yapilan gruplamada; 1.
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grupta cekirdek yas agirlik ortalamasi 0, 663 gram, c¢ekirdek kuru agirlik ortalamast 0,510
gramdir. Son grupta ise ¢ekirdek yas agirlik ortalamasi 0,237 gram, kuru agirlik ortalamasi ise
0,143 gramdir. Cekirdeksiz Fi’lerde ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada; 1. grupta
cekirdek yas agirlik ortalamasi 0,390 gram, kuru agirlik ortalamasi 0,224 gramdir. Son grupta
cekirdek yas agirlik ortalamasi 0,237 gram, kuru agirlik ortalamasi 0, 143 gramdir.

Ledbetter ve Shonnard (1991), {iziim g¢esitlerinde, tohum agirligi 20 mg ve daha az
olanlar1 rudimenter olarak degerlendirirken, Ramming ve ark.(1990) embriyo ve endosperm
dejenerasyonu sonucu olusan abortif tohumlar i¢in 25 mg esik deger olarak kabul etmislerdir.
Baris ve Giirnil (1991), 2371 F; ferdinin ¢ekirdeklerinde inceleme yapmislar, tiim ¢esitlerde
20 mg’dan asag1r agirhiktaki c¢ekirdeklerde hi¢ cimlenme goriilmemis, bunun yanisira
Alphonse, Miiskiile, Black Rose gibi nispeten iri ¢ekirdek olusturan g¢esitlerde ise 25 mg’a
kadar agirlikta olan ¢ekirdeklerde hi¢ ¢imlenme olmamistir. Buradan stenospermik yapida
cekirdek agirliginin embriyonun dejenerasyonun zamanina bagl olarak 20-25 mg’a kadar
artabildigi sonucu ¢ikmaktadir. Bizim ¢alismamizda; Italya x Regel Uziimii kombinasyonunda
cekirdeksiz Fy’ler i¢in tek cekirdek kuru agirliginda en kiigiik deger 4,5 mg, en biiyiik deger
20,75 mg, ¢ekirdekli gesitler i¢in en kiiglik deger 30,63 mg, en biiyiik deger 48,89 mg’dir.
Ribol x Giiz Uziimii kombinasyonuna ait F;’lerde ise ¢ekirdeksiz olarak belirlenen F’lerde en
kiiclik deger 3 mg, en biiyiik deger 21,57 mg, cekirdekli cesit adaylarinda en kiiciik deger
23,44 mg, en bliylik deger 51,82 mg olmustur.

Iki kombinasyonun gekirdeksiz fertlerine ait tek cekirdek kuru agirligi degerlerinin

ortalamalarina bakildiginda ise bu degerin 13 mg oldugu goriilmiistiir.

Istatistiki analizler sonucunda; 7xM (italya x Recel Uziimii) kombinasyonunda
¢ekirdeksiz Fy’ler igin g¢ekirdek enine gore yapilan gruplamada, 1. grubun tek ¢ekirdek kuru
agirligi ortalamast 13, 533 mg, son grubun ise 7,965 mg, cekirdek boyuna gore yapilan
gruplamada 1. grubun tek ¢ekirdek kuru agirligi ortalamasi 13,51 mg, son grubun ise 11,832
mg olmustur. Ayn1 kombinasyondaki cekirdekli Fi’ler i¢in cekirdek enine gore yapilan
gruplamada 1. gruptaki tek ¢ekirdek kuru agirhigi ortalamasi 44, 567 mg, son grubun 34,245
mg, ¢ekirdekli F;’ler igin ¢ekirdek boyuna goére yapilan gruplamada 1. gruptaki tek ¢ekirdek
kuru agirligr ortalamasi 50,235 mg, son gruptaki deger 32,51 mg’dur.
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36 x L (Ribol x Giiz Uziimii) kombinasyonunda cekirdeksiz Fy’ler i¢in ¢ekirdek enine
gore yapilan gruplamada 1. grubun tek ¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 21,825 mg, son
grubun 4,65 mg, ¢ekirdek boyuna gére yapilan gruplamada ilk grubun 16,34 mg, son grubun
ise 4,65 mg olmustur. Ayn1 kombinasyonun ¢ekirdekli F;’ler i¢in ¢ekirdek enine gore yapilan
gruplamada 1. grup tek g¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 40,02 mg, son grup 28,23 mg,
¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada 1. grup tek g¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 46,35

mg, son grubun ise 26,51 mg’dir.

Karatas ve Agaoglu (2007), tohumlarin canliligmni tespit edebilmek icin 1537
tohumdan yiizdiirme testi sonucu 1350 tohum (¢ekirdek) ayirmislar ve ¢imlenme yiizdelerini
incelemislerdir. Ayrica Ebadi ve ark. (2009), c¢alismalarinda inceledikleri tohumlarin
canliligimi tespit etmek icin biitiin ¢ekirdekleri ve g¢ekirdek izlerini tanelerden ayirmuslar,
temizlemisler ve yiizdiirme testi yontemini kullanmislardir. Ribol X Giiz Uziimii ve Italya x
Recel Uziimii kombinasyonlarindan; 19’ar adet Fi’e ait ¢ekirdek orneklerinden her F; igin
10’ar ¢ekirdek alinmis, toplamda iki melez kombinasyonu i¢in 380 ¢ekirdek temizlenerek ayri
ayr1 su dolu kaplara konmustur. 48 saat bekletildikten sonra yiizen ve batan ¢ekirdek sayilari
tespit edilmistir. Buna gore; Ribol x Giiz Uziimii kombinasyonundaki 7 F1’in gekirdeklerinin
tamamu ylizmiis, 2 F1’de 6 ¢ekirdek ylizmiis, 4 ¢ekirdek batmis, 2 F;’de 1 ¢ekirdek ylizmiis, 9
¢ekirdek batmis, 2 F;’de 8 ¢ekirdek yiizmiis, 2 ¢ekirdek batmis, 3 F; de 10 gekirdekte batmus,
2 Fi’de 2 cekirdek yiizmiis, 8 c¢ekirdek, 1 F;i’de 7 ¢ekirdek yiizmiis, 3 ¢ekirdek batmuistir.
ItalyaxRegel Uziimii kombinasyonunda ise 5 F;’de 1 adet yiizen 9 adet batan cekirdek, 5
Fi’de 6 adet ylizen 4 adet batan ¢ekirdek, 3 F;’de 10 adet batan cekirdek, 1 F;’de 2 adet
yiizen, 8 adet batan ¢ekirdek, 1 F;’de 9 adet ylizen 1 adet batan ¢ekirdek, 1 F;’de 4 adet yiizen
6 adet batan cekirdek, 1 F;’de 10 adet yiizen ¢ekirdek, 1 F;’de 8 adet yiizen 2 adet batan
cekirdek ve 1 F;’de 7 adet ylizen 3 adet batan gekirdek olmustur.

Melezlerde, c¢ekirdekli-¢ekirdeksiz ayriminin etkin bir sekilde on seleksiyonunun
yapilabilmesi i¢in son yillarda molekiiler markorlerin kullanimi 6n plana ¢ikmistir. Molekiiler
markdrlerden RAPD (Striem ve ark. 1996), SSR (Barticevic ve ark. 2004), AFLP (Scott ve
ark. 2000) ve son yillarda SCAR (Adam-Blondon 2001, Mejia ve Hinrichsen 2003, Fatahi
ve ark. 2004) teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Bouquet ve Danglot (1996), iki adet RAPD markor tizerinde tanimlama yapmislardir.
SCC8 ad1 verilen kodominant bir SCAR gelistirmisler ve bunun ¢ekirdeksiz g¢esitleri segmek

tizere kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Mejia ve Hinrichsen (2003), tarafindan bildirildigine gore WF27-2000 adi verilen
RAPD fragmani klonlanip dizilenmis ve daha sonrasinda SCAR markoriine
dontstiirilmiistiir. SCF27 adi verilen bu markoér tim ¢ekirdeksizlerde 2.0 kb degerinde

spesifik bir amplikon meydana getirmistir.

Lahoque (1998), SCC8’in kodominant bir markdr oldugunu, bu nedenle homozigot
ve heterezigot bireylerin se¢iminde kullanilabildigini belirtmiglerdir. SCC8 primerinde PCR
sonrasi lokuslara ait PCR {iriinleri %2’lik jele yiiklenerek kontrol edilmis, sonrasinda Bq III
enzimi ile kesim yapilmistir. Kesim sonrasinda %?2’lik jele yiiklenerek c¢ekirdeksizlik
acisindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede; 1000 b¢’dan biiyiikk yukarida tek bant
cekirdeksiz, 500 b¢’dan biiyiik asagida tek bant ¢ekirdekli, 900 bg tek bant Sultani, ¢ift bant
ise ¢ekirdeksiz heterezigot olarak ifade edilmistir. Baris ve Giirnil (1991), normal
cekirdekliligin homozigot resesif, stenospermik cekirdeksizligin dominant ve heterezigot

yapida oldugu ve karakterin bir allel ¢ifti tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir.

Italya x Regel Uziimii kombinasyonundan 65 adet F;, Ribol x Giiz {iziimii
kombinasyonundan ise 32 adet F;” den yaprak 6rnegi alinmigtir. Toplam 97 bitkiden alinan
yapraklardan DNA izolasyonu yapilmis ve takiben SCC8 ve SCF27 primerleri ile
cekirdeklilik ve ¢ekirdeksizlik belirlenmistir. Primerlerle ¢ekirdek durumlar1 belirlenen 97
Fi’in 38’inde salkim goriilmiis, bu 38 F; i¢in primerlerle yapilan incelemelerin yanisira
morfolojik incelemelerde yapilmistir. 97 adet F;’in 61 adedi gekirdeksiz olarak belirlenmistir.
Italya x Regel Uziimii kombinasyonuna ait 65 adet F; i¢in SCC8 primeri ile yapilan uygulama
sonucunda, F;’lerin  23’tnde asagida tek bant gorilmiis ve ¢ekirdekli olarak
degerlendirilmistir. 24 adedinde yukarida tek bant goriilmiis ve ¢ekirdeksiz olarak
degerlendirilmis, 18 adedinde ise ¢ift bant goriilmiis ve cekirdeksiz heterezigot olarak
degerlendirilmistir. Cekirdeksiz heterezigot 4 adet F; i¢in; tek ¢ekirdek kuru agirliginda en
kiigiik deger 4,5 mg, en biiyiik deger 20,44 mg’dir. Yiizdiirme testi sonucunda 3 F;’de 6
yiizen, 4 batan ¢ekirdek, 1 F;’de ise 10 yiizen ¢ekirdek olmustur. italya x Recel Uziimii
kombinasyonuna ait 65 adet F; icin SCF27 primeri ile yapilan uygulama sonucunda F;’lerin

42’si cekirdeksiz, 23’i ¢ekirdekli olarak smiflandirilmistir. Ribol x Giiz Uziimii
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kombinasyonuna ait 32 adet F;’in SCC8 primeri ile yapilan uygulamasi sonucunda 1 adedinde
yukarida tek bant ¢ekirdeksiz, 18 adedinde ¢ift bant ¢ekirdeksiz heterezigot, 13’linde asagida
tek bant goriilmiis ve ¢ekirdekli olarak belirlenmistir. Cekirdeksiz heterezigot 10 adet F; igin
tek ¢ekirdek kuru agirliginda en kiiciik deger 3 mg, en biiylik deger 21,57 mg’dir. Yiizdiirme
testi sonucunda 6 adet F;’in tiim ¢ekirdekleri yiizmiis, 4 adedinde de yiizen ¢ekirdek sayist 6
ve iizeri olmustur. Ribol X Giiz Uziimii kombinasyonuna ait 32 adet F;’in SCF27 primeri ile
yapilan uygulamasi sonucunda 13 adet ¢ekirdekli, 19 adet c¢ekirdeksiz olarak

degerlendirilmistir.

Arastirmada bulunan sonuglar1 kisaca 0zetlersek;

-Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii tarafindan tescil ettirilen; Tekirdag Cekirdeksizi,
Trakya Ilkeren, Baris, Regel Uziimii, Giiz Uziimii iiziim gesitlerine ait ebeveyn analizleri, 19
SSR lokusu kullanilarak gergeklestirilmistir. Buna gore; 4 c¢esit icin 19 SSR lokusundaki
allellerin uyumlulugu tespit edilmistir. Fakat Baris ¢esidinde 4 lokusta allellerin uyumlulugu
goriilmis, 15 lokusta ise allelerde uyuma rastlanmamaistir. Bu sonug, Baris ¢esidinin ebeveyn

kombinasyonun dogrulanmadigin1 gostermektedir.

-Italya x Regel Uziimii kombinasyonuna ait F;’ler iizerinde yapilan gdzlemler sonucunda,
cekirdeksiz olarak belirlenenlerde, ¢ekirdek enine gore iri ¢ekirdekten kiiclige dogru yapilan
gruplamada ilk grup 2,18 mm, son grup 1,67 mm, ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada
ise ilk grup 5,81 mm, son grup 4,36 mm olarak Olgiilmiistiir. Cekirdekli olarak
belirlenenlerde, ¢ekirdek enine gore iri ¢ekirdekten kiiciige dogru yapilan gruplamada ilk grup
4,16 mm, son grup 3,62 mm, ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada ise ilk grup 7,69 mm,

son grup 5,24 mm olarak 6l¢tiilmiistiir.

-Ribol x Giiz Uziimii kombinasyonuna ait F;’lerde ise c¢ekirdeksiz olarak belirlenenlerde
cekirdek eni dikkate alinarak yapilan gruplamada ilk grup 3,52 mm, son grup ise 0,37 mm,
cekirdek boyuna gore yapilan gruplamada ilk grup 5,30 mm, son grup 0,71 mm olarak
Ol¢iilmiis ve smiflandirilmistir. Cekirdekli olarak belirlenen F;’ler igin; ¢ekirdek enine goére
yapilan gruplamada ilk grup 4,28 mm, son grup 3,59 mm, ¢ekirdek boyuna goére yapilan

gruplamada ilk grup 7,52 mm, son grup 5,21 mm olarak belirlenmistir.
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-Iki kombinasyondaki cekirdeksiz bireylere ait ¢cekirdek eni ortalama degeri 2,1 mm, ¢ekirdek
boyu ortalama degeri 4,4 mm, ¢ekirdekli bireylere ait ¢cekirdek eni ortalama degeri 3,9 mm ve

¢ekirdek boyu ortalama degeri 5,9 mm olarak ol¢iilmistiir.

-7xM (italya x Regel Uziimii) kombinasyonunda ¢ekirdeksiz Fi’ler igin cekirdek enine gore
yapilan gruplamada, 1. grubun tek ¢ekirdek kuru agirligi ortalamasi 13, 533 mg, son grubun
ise 7,965 mg, ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada 1. grubun tek ¢ekirdek kuru agirhig

ortalamas1 13,51 mg, son grubun ise 11,832 mg olmustur.

-36xL (Ribol x Giiz Uziimii) kombinasyonunda cekirdeksiz Fj’ler i¢in cekirdek enine gore
yapilan gruplamada 1. Grubun tek ¢ekirdek kuru agirlik ortalamasi 21,825 mg, son grubun
4,65 mg, ¢ekirdek boyuna gore yapilan gruplamada ilk grubun 16,34 mg, son grubun ise 4,65

mg olmustur.

-7xM (Italya x Regel Uziimii) kombinasyonunda, ¢ekirdeksiz heterezigot 4 adet F; igin; tek
cekirdek kuru agirliginda en kiigiik deger 4,5 mg, en biiylik deger 20,44 mg’dir.

- 36xL (Ribol x Giiz Uziimii) kombinasyonunda, ¢ekirdeksiz heterezigot 10 adet F; icin tek
cekirdek kuru agirhiginda en kiiciik deger 3 mg, en biiytlik deger 21,57 mg’dur.

-SCC8 ve SCF27 primerleri ile melezleme c¢alismalarindan elde edilen F;’lerdeki,

cekirdeklilik ve ¢ekirdeksizligin erken donemde tespit edilebilecegi sdylenebilir.
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