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OZET

Yiksek Lisans Tezi

MARDIN, SIRNAK, SIiRT iLLERINE AIT ASMA GEN KAYNAKLARININ SSR (SIMPLE
SEQUENCE REPEATS)’A DAYALI GENETIiK KARAKTERIZASYONU

Kiirsat Alp ASLAN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Bahge Bitkileri Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Sadettin GURSOZ
YIL: 2018, Sayfa: 49

Genetik karakterizasyon calismalar1 gerek tiirler arasi gerekse tiir i¢i genetik ¢esitliligin belirlenmesi
ve tiirlerin tanimlanmasi1 amaciyla 6nemli bir yere sahiptir. Ulkemizde hemen her yerde yetistirilen
cok zengin yerel cesit ve tipler barmndiran asma gen kaynaklart igerisinde, isimlendirme
farkliliklarindan ve ¢esitlerde gériilen varyasyonlarin sonucu olarak gesit karigikligi goriilmiis, ayrica
su an tretimde tercih edilmeyen bazi g¢esitlerin yok olma tehlikesi de s6z konusu olmustur. Bu
sorunlarin ortadan kaldirilmasi amaciyla SSR markér teknigi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada;
Giineydogu Anadolu Bolgesinde, Mardin, Siirt ve Sirnak illerinden Antepfistig1 Arastirma Enstitiisii’
ne ait Glineydogu Anadolu B6lgesi Asma Gen Kaynaklar1 Bagi’inda toplanan 44 gesit ve tiple beraber
iki adet referans ¢esit ile beraber toplamda 46 Vitis vinifera L. ¢esidinin 6 mikrosatelit markori
(VVS2,VVMD5,VVMD7,VVMD27,ZAG62,ZAG79) kullanilarak genetik karakteristik 6zelliklerine
bakilmugtir. Kullanilan 6 lokus itizerinde toplam 46 allel tespit edilmistir. Genetik iliski dendogrami
incelendiginde, referans gesitler ¢aliyma kapsaminda yer alan genotiplerden bagimsiz bir dallanma
gostermis, mevcut 2 dallanma igerisinde ise 3 sinonim grup saptanmistir. Arastirma sonucunda elde
edilen genetik veriler Antepfistigi Arastirma Enstitlisi Midurliigi’'nde buluna Giineydogu Anadolu
Bolgesi Asma Gen Kaynaklar1 parselinde yer alan gesit ve tipler “Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Biyoteknoloji Baskanliginda” kurum projesi sonucu olarak olusturulmus “Tirkiye Asma Gen
Kaynaklar1 Veri Tabam” ile karsilagtirilmis ve eslestirilmistir. SSR markorlerin yardimiyla bulunan
arastirma ¢iktilar1 Mardin, Siirt ve Sirnak illerinde Giineydogu Anadolu Bdlgesi asma gen
kaynaklarinin karakterizasyonu konusunda bir ilki olusturmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen veriler,
Antepfistigt Arastirma Enstitiisii Asma Gen Kaynaklar1 Koleksiyondaki cesitlerin daha ayrintili bir
sekilde karakterizasyonu, milli koleksiyondaki ¢esit miktarinin tekrar belirlenmesi ve ileride yapilacak
1slah ¢aligmalarinda biiyiik kolayliklar saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Tiirkiye, Giineydogu Anadolu Bolgesi, Asma, SSR
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Studies on genetic characterization are useful way to determine genetic diversity within species as
well as between species and identify species. Grown almost everywhere in Turkey vine has abundance
of local varieties and kinds. However, as a result of different denomination and variation within
varieties, there is confusion of grape varieties. Moreover, some varieties which is out of production
nowadays have risk of extinction Aiming to overcome problems mentioned above, SSR markers
method has been used. In this study, belonging Mardin, Siirt and Sirnak 44 variety and kind from
Pistachio Research Center Southeast Anatolian Vitis Genetic Sources Vineyards and together with 2
reference variety, 46 varieties (Vitis vinifera L.) were analyzed for genetic characterization by using 6
microsatellite markers (VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, ZAG62, ZAG79). In 6 loci, 46 alleles
were designated. Genetic relationship dendogram has showed that varieties used as reference had
independent branch from studied varieties and within 2 branches 3 synonyms were found. Genetic
findings as research results belong to Pistachio Research Center Southeast Anatolian Vitis Genetic
Resources Vineyards were integrated with Turkish Vitis Genetic Resources Databases created by
Ankara University Faculty of Agriculture Department of Biotechnology. Employing SSR markers,
this study reveals the first identification results of genetic Vitis resources of Mardin, Siirt and Sirnak
in Southeast Anatolia. Obtained by this study, the results have value in better identification of
varieties in Pistachio Research Center Southeast Anatolian Vitis Genetic Resources Collection
Vineyards, regulation the number of varieties in National Collection and new breeding studies.

KEY WORDS: Tirkiye, Southeast Anatolia, SSR, Vitis, SSR
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1. GIRIS

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2105 yili verilerine gére Tiirkiye 461.956
hektarlik bag alanlan ile diinyada 4. sirada ve ortalama 3,6 milyon tonluk Gretim
miktariyla 5. biiyiik bage1 iilke konumundadir. Glineydogu Anadolu Bolgesi 1.211.515
da bag alanina sahip iken verim bakimindan ise 640.242 tonluk iiretime sahiptir. Diger
taraftan, Anadolu bagcilik agisindan elverisli iklim kosullarina sahip ve asma genetik
orijinlerinden olmasi ile birlikte (Arroya-Garcia ve ark., 2006), bu boélgelerde yapilan
bagcilik ise oldukga ¢ok eski ve oldukga bagciligin temeli saglam ve kuvvetli bir
bagcilik yetistirilme sekline sahiptir. Tiirkiye’de bagcilik tarihi oldukca eski olup M.O.
3500 yillarina kadar uzandig1 yapilan arkeolojik ¢aligmalar ve aragtirmalar sonucunda
ortaya cikarilmistir. Yapilan bu arkeolojik kazilar sonucu ¢ikarilan tarihi eserlerde
tiztimlerle ilgili olarak bir takim sekil ve birtakim taslar iizerinde bulunan degisik
figtirlerin olmasi o bolgelerde bagcilik kiiltiiriiniin ve bagcilik yapildiginin oldukca
yaygin olduguna dair bir takim isaretler bulunmasi ag¢isindan en 6nemli gostergelerdir.

(Oraman, 1965).

Gilineydogu Anadolu Bolgesi yetistiriciligi yapilan alan bakimindan, Ege
Bolgesinden sonra en Onemli ve en biiyiik ikinci, iiretim bakimindan Akdeniz
Bolgesinden sonra tiglincii kisimda yer almaktadir. Giineydogu Anadolu Bélgesi; asma
gen kaynaklarmin farklihgi bakimindan olduk¢a zenginlik gdstermektedir.
Gilineydogu Anadolu Bolgesi gerek erkenci, orta mevsim ve gecci iiziim gesitlerinin
yetistiriciligi bakimindan oldukc¢a 6nem kazanmistir. Bu durum bu bdlgelerde daha
verimli bir bagcilik yapildigim1 gostermektedir. Ancak diger bolgelerde, 6zellikle
Gilineydogu ve Orta Anadolu Bolgeleri Tiirkiye iiziim iiretiminde bag alanlarina

paralel bir oranda pay sahibi degildir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Bag Alanlar1 ve Uziim Uretim Paylari(%)

Ege Bolgesi alan ve iiziim iiretim miktar1 bakimindan en fazla olan bélge

olurken, bu bolgeyi sirasiyla Akdeniz, Giineydogu, Orta Anadolu, Marmara, Dogu

Anadolu ve yiksek nem nedenleriyle bagcilik bakimindan oldukga diisiik bir

potansiyelin oldugu Karadeniz Bolgesi izlemektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Tiirkiye Bag Alanlar1 ve Yas Uziim Uretiminin Dagilimi (TUIK, 2015)

Sofralik Saraphk Kurutmalk Toplam
Bolgeler Alan Uretim | Alan | Uretim| Alan Uretim Alan Uretim
(da) (ton) (da) (ton) (da) (ton) (da) (ton)

Akdeniz 650.739| 539.417| 25.687| 24.266 99.029 97.551| 775.455| 661.234
Dogu 194.783 94.432| 50.210| 45.023 37.335 23.354| 282.328| 162.809
Anadolu

Ege 512.952| 675.560| 141.398 | 61.061| 759.781| 978.789|1.414.131|1.715.410
Giineydogu | 568.227 | 267.393|202.708 |128.111| 319.320| 159.406|1.090.255| 554.910
Anadolu

Karadeniz 41.708 20.692 | 42.060| 27.072 0 0 83.768 47.764
Marmara 184.363| 119.290| 68.290| 58.591 242 284 | 252.895| 178.165
Orta 479.701| 175.126| 124.502| 79.403| 116.522 75.179| 720.725| 329.708
Anadolu

Toplam 2.632.473|1.891.910 | 654.855 | 423.527 | 1.332.229 | 1.334.563 | 4.619.557 | 3.650.000
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Asma tiir ve ¢esitlerinin yetistiriciligi bakimindan mevcut iklim kosullar ile
diinya bagciliginda ¢ok bulyuk bir potansiyele sahip olan Ulkemiz, asma gen
kaynaklarinin farklilik igermesi bakimindan oldukg¢a zengin bir genetik potansiyele
sahiptir. Ulkemizde bitki gen kaynaklarinin 6nemi her gecen giin daha iyi
anlasilmaktadir. Bu kaynaklarin kaybolmamasi1 ve degerlendirilebilmesi igin
calismalarin ¢ogaltilmas1 gerekmektedir. Biiyiikk bir kismi Tarimsal Arastirmalar
Genel Miidiirliigi’ ne bagli olan Arastirma kurum kuruluslart ve bir kismi da
Universitelerin ilgili fakiiltelerinde yapilan arastirmalar ve ¢alismalar sonucunda
bir¢ok tlirde ve cesitlerde koleksiyon ve seleksiyon, kismen de klon seleksiyonu
calismalar1 sonlandirilmistir. Uretim ve miktarlar1 ve dis satimdaki paylari dikkate
alindiginda Koleksiyonun olusturuldugu tiirlerden birisi (zimsu meyvelerden asma
(Vitis vinifera L.) olup, yetistirme alanlarinin, iiretim miktarinin ve dis satimdaki

yiiksek pay1 ile oldukga biiyiik bir potansiyel s6z konusudur.

Gilineydogu Anadolu Bolgesi, liztim yetistiriciligi agisindan olduk¢a genis ve
o6nemli bir alana sahip olup oldukga farkli ve zengin bir yetistiricilik kiiltiirtine, ¢ok
eski zengin bir yoresel liziim ¢esit zenginligine sahiptir. Son yillarda halkin gerek
ekonomik yapilarindaki farkliliklarin olusmasi, gerekse farkli yerlesim yerlerine
goclerin olugsmasi ve benzeri nedenlerden kaynaklanan olumsuzluklar nedeniyle bu
cesitliligin fazla olmasi genetik cesitliligin gittikce azalmasina ve hatta yok olmasina
neden olmaktadir. GlUnlmuzde varolan bulunan yoresel gesitlerin muhafaza altina
alinmasi ve korunmasi nedeni ile, ulusal ve bolgesel nitelikteki Koleksiyon Baglari'nin
yaninda, yoresel nitelikte iiziim g¢esitleri ve tipleri ile koleksiyonu baglari
olusturulmustur. Bu calisma igerisinde bulunan yetistirici alanlarinda yerli yerinde
gozlemlenerek ve uzun yillar boyunca takip altina alinarak ¢ok eski yillardan bu giine

kadar bagcilik caligmalar1 yapilmaktadir.

Bitki gen kaynaklarimin 6nemi her gecen giin daha iyi anlasilmaktadir. Bu
kaynaklarin kaybolmamasi ve degerlendirilebilmesi i¢in c¢aligmalarin gogaltilmasi
gerekmektedir. Gen kaynaklarinin saptanarak korunmaya alinarak, muhafaza altina
alinmasi ile 1slah ve diger arastirma c¢alismalarinda degisik programlarinca

kullanilmasina olanak saglayacaktir.
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Bagcilikta iiziim cesitleri igerisinde ¢ok farkli 6zelliklere ve degerlendirilme
sekline sahip ¢esit ve tipler yer almaktadir. Cok farkli nedenlerden dolay1 bu paha
bicilemez zenginliklerimiz zamanla yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya kalmaktadir.
Gen kaynaklarimizda bulunan ¢ok farkli olan degisik cesitlerin {istiin 6zelliklerinin
saptanarak tilkemizin bagcilik tarimina kazandirilmasi ile verim ve kalitenin artmasi
saglanacak, lilke ve c¢iftginin ekonomik giiciine katma deger katmasina neden

saglanmig olacaktir.

Islah galismalarinda 6nemli bir yeri olan genetik varyasyonlar, Ulkemizin farkl
yorelerinde ve alanlarinda oldukga yiiksek bir zenginlige sahiptir. Bu c¢aligma
kapsaminda Giineydogu Anadolu Bodlgesinin bagcilikta oldukg¢a ¢ok farkli bir
potansiyele sahip olan ve dnemli iiziim ¢esitleri olan fakat hala adi ticari yetistiricilikte
aciga ¢ikmamis iizlim g¢esit ve tiplerinin belirlenerek hem iilke ekonomisine hem de
Ureticilerin ekonomik seviyelerinin en iyi bir sekilde belli bir dereceye yiikseltilmesi

acisindan katki saglanmasi amaglanmastir.

Gen kaynaklarinin ¢esitliligi ve zenginligi dikkate alindig1 zaman ise; ister yerli
isterse yabani popiilasyon yogunlugu bakimindan cesitlerin, tiplerin ve benzeri
zenginlikleri oldukca dikkat cekmektedir. Yapilmis olan c¢ok az sayida yabani
populasyonla ilgili koleksiyon baglar bulunmakla birlikte kiiltiire alinmis gesitlerinin
(Vitis vinifera L.) koleksiyonun olusturmak igin bu tiir ¢alismalara 1965 yilinda
baslanmistir. Yapilan bu tiir ¢alismalarin sonucunda; Tekirdag Bagcilik Arastirma
Enstitiisiinde yer alan “Milli Koleksiyon Bag1” olusturulmus ve Tiirkiye’nin farkli
yerlerinden 1200 adet Uzim gesit ve tipleri milli koleksiyon bagina katilmistir. Milli
Koleksiyon baginda da ampelografik ¢alismalar tamamlanmis olup, DNA diizeyindeki
yapilan ¢aligmalar ve arastirmalar sonucu bazi ¢esit ve tip gruplarinin genetik iligkileri
ve baglar1 farkli markorler duzeyinde saptanmistir (Ergul, 2000; 2002, Aras ve ark.,
2005; Ergul ve ark., 2006; Vouillamoz ve ark., 2006; Selli ve ark., 2007).

Ulkemizde iiretilen iiziimiin %40’a yakin1 pekmez, sucuk, kofter, bastik gibi
mamullere, %20’si cekirdeksiz-kuru Gziimde, %15’i c¢ekirdekli-kuru Uzimde

degerlendirilmekte olup, ¥4’( ise sira ve sarap iiretiminde kullanilmaktadir (Celik ve
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Karanis, 1998). Diinyada iiretilen toplam {iziim miktarinin % 69,3’l saraplik olarak
degerlendirilmektedir (DPT 1997). 2005 yilinda diinyada iiziim ve {iziimiin farklh
degerlendirilme sekillerinden elde edilen liriin gruplarinin satisindan kazanilan gelir
miktar1 24,5 milyar dolar civarinda s6z konusu olup, bunun yaklasik olarak %81’ini

sarap ihracati olusturmustur (Aktas, 2002).

TUIK verilerine gore bag alanlarmin zamanla azalmasi bagcilik agisindan
onemli bir sorun olarak goériiliir iken bagcilik potansiyelinin de dogru bir sekilde
degerlendirilemedigi agik bir sekilde ortaya koymaktadir. S6z konusu olan bu durum
biiyiikk 6l¢iide modern bagcilik tekniklerinin daha genis alanlarda yapilamamasi,
sofralik iiziim yetistiriciliginin sulanan alanlarda yapilmamasi, zengin asma genetik
kaynaklarinin ekonomik degeri olabilecek avantaja doniistiiriilememesi, {iriin isleme
ve pazarlama konularinda yeterli diizeye ulasilamamasi vb. gibi teknik nedenlerle

aciklanabilmektedir.

Ulkemizde ise yapilan bagcilikta saraplik olarak yapilan yetistiriciligin toplam
tiretimde sadece % 3 civarin1 kapsamaktadir. Bunun yani sira tarim isletmelerinde yer
alan pazarlama maliyetlerinin ¢ok yiiksek olmasi, ulagim ve satis masraflar1 bagcilikta
% 40,3 oldugu saptanmustir. Ulkemizde yetistiriciligi yapilan taze meyve-sebze
tretiminin yaklasik olarak %25’ lik bir kisminin satis islemlerinde yok oldugu
bilinmekte buda pazarlama maliyetini yikseltmektedir (Aktas, 2002; Celik ve ark.,
2005).

Bagcilik sektoriiniin lilkemize sagladigi maddi gelir ve insan saglig1 agisindan
yararlar1 bilinmektedir. Insan biinyesinin ¢evre kosullarindan dolay1 olusan stres
etmenlerine en dogal bir sekilde elde edilen 6zgiir etmenlere karsi en iyi ve en ideal
savunma mekanizmasi antioksidanlardir. Uziimlerin igerisinde yer alan en fazla
fenolik bilesikler ve antosiyaninlerin bulunmasi saf ve insan sagligini tehdit unsurlari
icermeyen maddeler olarak kabul gdrmiistiir. Uziimlerde fenol bilesiklerinin ve
antosiyanin miktarlariin farklilik gostermesi {iziim c¢esitlerine ve tiplerine gore

degismektedir (Ozden ve Vardin, 2009).
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Dogada bulunan iiziimlerin kabugunda yiiksek oranda yer alan, antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellige sahip diisiik molekiiler agirlikli polifenolik ve resveratrol
yapilar bulunmaktadir (Kaul ve ark., 1993; Ikizler ve ark. 2003). Uziimlerde
resveratroliin bulunma miktarlar1 {istiinde yapilan birtakim aragtirmalarda siyah
uzumler beyaz uzumlere gore daha fazla miktarlarda resveratrol igerdigi saptanmistir
(Abril ve ark., 2005; Gurbiz ve ark., 2007).

Diinyada yapilan bagcilikta 30.000° den fazla iiziim gesitlerinin oldugu 15.000
kadar Gzim tiplerinin ise yetistiriciligi yapilmakta sadece birkag yiiz adedi ekonomik
olarak degerlendirilmektedir (isci ve ark., 2009). Bugiinkii kosularda en fazla
kullanilmis olan siiflandirmalardan bir tanesi olan Vitaceae familyasinin 12 cinsten
olustugu, bu cinslerin ise 700 tiirden olustugu belirtilmistir (Emmett ve ark., 1992).
Nikolai Vavilov’ un 1920 ve 1930 yillar1 arasinda yaptig1 ¢alisma sonucunda diinyada
yer alan 8 farkli bitki gen merkezlerinin oldugunu belirtmistir. Bu 8 gen merkezinden

ikisinin Ulkemizin topraklarinda yer almaktadir (Celik ve ark., 2005).

Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda en fazla uluslararast normlarin kullanildig:
ampelografik tanimlamalar incelenmistir. Asma genetik varligimizin kaybolmamasi
ve Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in ampelografik calismalara ihtiya¢ oldugu gibi bu
aragtirmalar sonucunda elde edilen ¢esit ve tiplerden kurulmus olan Gen Kaynaklari
baglarina karsin tilkedeki ve bolgedeki iiziim tip ve gesitleri incelenememis ve bu

nedenle kaybolmaya yuz tuttugu belirlenmistir. (Celik ve Karanis, 1998).

Bir iilkenin yeterli bir sekilde kalkinabilmesi i¢in kalkinma politikalarinin
igerisinde alinmis olan kararlarda biyogesitliligin korunabilmesi, muhafaza altina
alinabilmesi ve devam ettirilebilmesi en basta gelmektedir. Uziimlerin belli bir irilige
gelebilmesi ve olgunlasabilmesi i¢in sicaklik, don, diisen yagis miktari, oransal nem
miktar1 ve rizgar gibi ekolojik kosullarin etkiledigi bilinmektedir. Cok sayida tiziim
cesit ve tiplerinin ampelografik o6zellikleri iizerine yapilan arastirmalarda ve
caligmalarda ¢ok fazla miktarda molekiiler ¢aligmalar yapilmis olup asma gen
potansiyelinin tespit edilmesi agisindan yeterli bir diizeye ulagilamamistir. Melezleme

calismalarinda ilk olarak seleksiyon olanaklarinin arastirilmasi, asmalarin tiir ve
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cesitlerinin saptanmas1 ve akrabalik oranlarmin belirlenmesi gibi farkli niyetlere
olanak saglamis ISSR, SSR, RFLP, AFLP gibi farkli olarak molekiiler caligmalar s6z
yapilmistir (Lamboy ve Alpha, 1998; Grando ve ark., 2000; Riaz ve ark., 2004).

Uziim ¢esitlerinin belirlenmesi ve tamimlanmasinda uzun yillar boyunca
ampelografik belirleme yontemleri kullanilmis olup, bu 6lgutlerin ¢cevre kosullarindan
olumlu ve olumsuz olarak etkilenmesi, arastirmaciya gore farkliliklar gostermesi,
morfolojik olcltler sayisindaki disiikliikler ve benzeri tanimlamalarda molekiiler
duzeyde, Ozellikle de DNA’ya dayali yontemlerin kullanilmast zorunlu hale
gelmektedir (This ve ark., 2004). Bu yontemlerden en 6nemlisi olan SSR markdrlerin
kullanimi polimorfizm yliksekligi, veri paylasiminin uluslaras1 diizeye yayilmasi,
yinelenebilirlik ve ko-dominant o6zelliklere sahip olmasi nedeni ile asma genetik
tanimlamalarinin belirlenmesinde (Thomas ve Scott, 1993; Bowers ve ark., 1996;
Aradhya ve ark., 2003; Goto-Yamamoto ve ark., 2006; Vouillamoz ve ark., 2006;
Selli ve ark., 2007) kullanilmaktadir.

Gilineydogu Anadolu Bolgesinde Asma Genetik Kaynaklarindaki iziim ¢esit ve
tiplerinin belirlenmesinin belli bir kism1 olarak gerceklestirilmis olan bu ¢alismada;
Glineydogu Anadolu Bolgesi’nin Mardin, Siirt ve Sirnak illerine ait genetik
tanimlamalar belirlenmistir. 6 SSR lokusu kullanilarak 50 {iziim c¢esit ve tiplerinde
yapilan caligmada; allel degerleri ile (kimlik verilerinin) ¢esitler aras1 genetik baglar

tanimlanmaistir.



2.ONCEKi CALISMALAR Kiirsat Alp ASLAN

2. ONCEKI CALISMALAR

Giliniimlizde bitkiler ve bitkilerin farkli tiirlerinde uygulanan molekiiler
arastirmalar sayesinde tiirler arasi genetik baglantilar, genetik benzerliklerin ve
farkliliklarin, genom dlzeyinde incelenmesi ile birlikte proteomik, transkriptomik,
hatta metabolomik seviyelerde belirlenmektedir.

Mikrosatellit DNA lokuslari; polimorfik, 2-6 nlikleotit uzunlukta yinelenen ve kisa,
ko-dominant belirteclerden DNA dizilerini gostermektedir. Genotipler arasi allelik
cesitliligi replikasyon sapmasindaki mutasyonlardan yararlanan SSR markorler ko-
dominathik ve diger DNA markorlere oranla daha fazla polimorfik 6zellik
gOstermektedir (Schlotterer ve Tautz, 1992). Bu nedenlerden dolay1, bitki tanimlama
popiilasyon yapisi ¢alismalari, genetik varyasyon degerlendirme, ebeveyn belirleme
ve pedigri analizleri, gen haritalarinin olusturulmasi, popiilasyonlar arasi1 genetik
benzerlik ve farkliliklarin saptanmasi gibi bir¢ok genetik calismada SSR markdrlerden

yararlanilmaktadir.

Bitkilerin hucrelerinde bulunan DNA’lar, molekiler markorlerin kaynagini
olusturmaktadir. Bitki popiilasyonundaki cesitlilik, bitki genotipleri arasindaki
iliskilerin saptanmasinda molekiiler markorler kullanilmaktadir. Genel olarak Lokus

izolasyonu ve karakterizasyonu;

1) Tipik ve zengin hale getirilmis DNA veri bankalarinin olusturulmast,

2) Olusturulan veri bankalarmin SSR yinelemelerine 6zgii oligonukleotid isaretli
problarla taranmasi,

3) Pozitif klon dizilerin tespiti,

4) Primerlerin tasarimi ile lokusa 6zgiin PCR basamaklarin1 kapsayan SSR

markorler, tanimlandig: hiicre kisimlarina gore farkliliklar gostermektedir.

Genetik ¢esitliligi belirleyen yalnizca bu sekilde kullanilmig tek markér SSR

markorler temel olarak genetik karakterizasyon olmak (izere, omcada genetik
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haritalama, genetik evrim tarzi amagclarla kullanilmis olup, asmada gergeklestirilmis

olan bazi 6nemli aragtirmalar asagida siralanmistir.

2. 1. Asma Mikrosatellit Calismalar

Thomas ve Scott tarafindan taranmig olan ve asmaya ait yapilmis olan ilk
mikrosatellit calismalar 1993 yilinda Avusturya’da yapmislardir. Toplam olarak 26
cesit Vitis vinifera L. ile ve 6 Vitis tiirlinde yapmis olduklari ¢alismalarda 6zellikle
VVS lokuslarin1 kullanmiglardir. Daha sonralarinda ise bu calismaya 80‘den fazla

genotipte eklenmistir.

Thomas ve arkadaslar1 (1994), yaptiklar1 ¢alismada asma anaglarini SSR
markdrleriyle taramis ve 5A Teleki ile Kober 5 BB’nin benzer DNA profillerine sahip
oldugunu belirlemigler ve farklilik gosteren bir deyimle adlandirildigini

belirtmislerdir.

Vignani ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada VVMDS; D6; D7; D8,
VVMS2; S4; S29 lokuslartyla birlikte Italyan saraplik iiziim ¢esidi olan
Sangiovese’nin 12 klonu degerlendirilmistir. Arastirmanin sonucunda SG 8T klonu
disindaki 11 klonun birbirlerine benzer oldugunu, SG 8T klonunun ise bir anne ve

babaya ait olabilme olasiligin1 belirtmislerdir (Vignani ve ark., 1996).

SSR markorlerinin bagcilik agisindan en 6nemli degerlerinden biri de Mdller-
Thurgau ¢esidinin ebeveynlerinin Rheinriesling x C. Courtillier olarak saptanmasidir
(Sefc ve ark., 1997). Fakat ayn1 markorler kullanilmis olarak yapilan g¢alismalar
sonunda, bu ¢esitlerin melezleme bilesiminin "Riesling x Madeleine Royal" olmasi 6n
plana ¢ikmistir (Dettweiller ve ark., 2000). Sefc ve arkadaglari tarafindan 1997 yilinda
yapilan farkli bir calismada ise SSR markorler kullanilmis ve Cabernet Sauvignon
¢esidine ait ebeveynlerinin C. franc ve S. blanc ¢esitleri oldugu belirlenmistir. Ayni
zamanda Bowers and Meredith (1997), bu {iziim ¢esidinde melez bilesiminin C. franc

X S. blanc oldugunu dogrulamislardir.
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Avusturyada yetistiriciligi yapilan 66 iiziim ¢esidi ile ve anaglarda yapilmis olan
baska bir ¢calisma sonucunda VVS1; S2; S3; S4; S29, VVMD7; MD28; MD32; MD36
mikrosatelitleri ele alinmis ve genetik karekteristik 6zellikler gesitlerde ve anaglarda

degerlendirilmistir (Sefc ve ark., 1998a).

Sefc ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan bir ¢calismada, Avusturya’ya ait olan
ve burada yetistirciligi yapilan 18 farkli sofralik {iziim ¢esidi, 11 mikrosatelit
markorinin yardimiyla incelemis ve bu tarz arastirmalarin taze, kurutulmus ya da
sofralik olarak degerlendirilen iiriinlerde halihazirdaki transgenik dizi varliginin
belirlenmesinde ileriki yillarda iyi bir potansiyele sahip olabilecegini belirtmislerdir.
(Sefc ve ark., 1998Db)

Sefc ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 farkli bir ¢alismada Viriis bulagiklarini
engellemek amaci ile in vitro ortamindaki bitkiciklerin saptanmasinda 4 SSR markoru

kullanilmis ve her farkli klondan alinan iki 6rnek testlenmistir (Sefc ve ark., 1998c).

3 farkli iklim bolgelerini temsil eden 22 Hirvat {iziimiinde 9 SSR lokusu
kullanilarak yapilan calismada, ¢esitlerin SSR profilleri ortaya konmustur. Ayrica 300
Avrupa liziim cesitlerinin veritabanlarindan yararlanilarak genetik parametreleri
karsilastirilmistir. Cesitlerin sinonim ve homonim durumlari ortaya konmus, 3 ¢ift
sinonim Dbelirlenmis, ampelografik go6zlemler sonucu saglanan veriler ile

desteklenmistir (Maletic ve ark.,1999).

Sanchez-Escribano ve ark. (1999) 43 farkli sofralik tizim ¢esidini STMS
lokuslari ile taramigtir. Bunun sonucunda diger calismalarda da iyi sonuglar veren
VVS1; S2; S3; S4; S5, VVMD5; MD6; MD7 lokuslart amplifiye olmustur. Lokus
basina gozlenen allel sayis1 2-8, gozlenen genotiplerin sayisi ise 3-19 arasinda
degiskenlik gosterirmistir. Heterozigotluk %38-80 arasinda yer alirken, VVMDS5 % 80
ile en yiiksek heterozigotluk gostermistir. Ek olarak 14 ¢esidin genetik diizeyde benzer
bulundugu agiklanmistir.

10
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Arroyo-Garcia ve arkadaslar1 (2006), ile Martinez-Zapater (2000), saraplik ve
sofralik olarak degerlendirilen birka¢ iiziim c¢esidinde; toplamda 9 adet yeni
(VMC6G8; C6D12; C6B11; C6F11; C6G10; C6A8; C6C7; C6C10; C6EL10) SSR
lokusunu kullanmigtir. Kullanilan ¢esitlerin % 70’ten fazlas1 her lokusta

heterozigotluluk gostermistir.

Bolgede yerel genetik kaynaklarin degerini korumak amaciyla kiigiik alanlarda
hala yetistirilen ve yalnizca birkag bitki tarafindan temsil edilen bir grup eski Vitis
vinifera ¢esidi bulunmustur. Bu germplasmin genetik c¢esitliligini degerlendirmek ve
daha yaygin olarak yetistirilen diger g¢esitlerle olasi iligkilerini kurmak igin,
mikrosatellit DNA bélgeleri polimorfizmleri analiz edilmistir. 36 eski Kuzey Italya
iziim ¢esidi ile bolgede halen yetistiriciligi yapilan 12 gesit yerel asma, 7 adet
mikrosatellit markdrii yardimi ile incelenmis ve genetik yakinliklart aragtirtlmistir. V.
Nera ile Merlot gesitleri ve F. Nera ile Carmenére cesitleri arasinda sinonimlik

belirlenmesi yaninda endemik yeni alleller saptanmistir (Grando ve ark., 2000).

Faria ve ark. (2000), de yapilan ¢alismada, iiziim gesit siralarinin ismine dogru
olup olmadigin1 mikrosatelit markorler yardimiyla tanimlamiglardir. En degerli 5 gesit
Porto saraplik iiziim (T. Roriz, Touriga Nacional, T. Cdo, T. Francesa, ve T. Barroca)
ile 4 mikrosatelit lokusu tzerinde ¢aligmis olan arastirmacilar, mikrosatelit yontemiyle

sek ve kupaj siranin belirlenmesinde muvaffak olmuslardir.

Thomas ve Scott (1993), ile Bowers ve ark. (1996), tarafindan tanimlanan
mikrosatellit lokuslar1 ile {iizlim ¢esitlerinin tanimlanmasi1 amaciyla kapiler
elektroforez uygulanmistir. Arastirma enstitiisiinde yiiriitiilen ¢alismalar sonucu 1slah
edilen “Incroci Rigotti” (IR) melezleri, mikrosatellit markoérlerler yardimi ile
incelenerek IR 107-2 ile IR 107-3 melezlerinin genetik benzerligini ortaya

koymuslardir. Ayrica antosiyanin durumlari da saptanmistir (Malossini ve ark., 2000).

Merdinoglu ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismada Vitis vinifera’nin 12 farkli
cesitlerine ait olan 21 farkli klonda RAPD, AFLP, SSR olarak birbirinden farkli 3

11
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molekiiler markor teknigi ile ¢aligmalarini gergeklestirmis ve dendogram diizeyinde

genetik benzerliklerini aragtirmiglardir (Merdinoglu ve ark., 2000).

Perret vd (2000)’ in yaptigi arastirmada ise, Vitis vinifera ssp. silvestris
cesitlerinden 35 yabani genotip ile Dogu Avusturya ve Almanya'nin Ren Vadisi'nden
gelen 9 ¢esidin genetik cesitliligini ortaya koymak amaciyla 10 mikrosatelit lokusu
kullanilmistir. Toplamda 49 allel bulunmus ve ayrica yapilan kiimeleme analizi sonucu
yabani ve Kkiiltiir ¢esitlerinin birbirinden tamamiyle ayrildigi goézlenmistir. Bir¢ok
acidan kiiltiir asmalar1 ile yabani asma anaglar1 arasindaki genetik farkliliklar

belirtilmistir.

1200'den fazla asma c¢esidinin genotiplendirilmesi i¢in ¢esitli markér (SSR,
ISSR, AFLP, RAPD) yontemleri kullanilmistir. Beyaz Riesling ¢esidine ait 10 farkli
klon genotipinde genetik polimorfizmini arastirmak amaciyla 300 asma ¢esidi ve 20
farkl1 Vitis silvestris genotipi RAPD, SSR ve ISSR markorleriyle taranmistir. V.
Silvestris’ e ait allelerin ¢ogunlugu V. vinifera’da goriildiiglinii, dolayisi ile V.
silvestris ve V. vinifera arasindaki genetik benzerligi belirtmislerdir. Boylelikle
Avusturya'da yetistirilen asma ¢esitlerinin genetik iliskisini ayrintili olarak
incelenmislerdir. Daha eski ¢esitlerin kdkenleri tanimlanmis ve sonug olarak basarili

melezleme stratejileri hakkinda bilgiler edinilmistir (Regner ve ark., 2000).

Dangl ve ark. (2001), Ulusal Gen Bankas: koleksiyonundan almis olduklar: 41
farkli asma tiiriiniin genetik karekterizasyonlarin1 yapmuslar ayrica, sinonim

belirlemislerdir.
Alplerin giiney bolgelerinden ve kuzey kesimlerden alinan “Schiave” grubuna
ait 10 farkl tiziim ¢esitlerinde yapmis olduklar1 aragtirmada AFLP ve SSR markorleri

kullanmislardir (Fossati ve ark., 2001).

Crespan and Milani’nin (2001), 64 misket {iziimii genotipinde yaptiklari

arastirmada 2 adet izoenzim ile 25 tane mikrosatelit lokusu incelemisler ve toplamda

12
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44 tane sinonim yaninda M. bianco’ya ait grupta pembe ve kirmizi taneli {i¢ mutanti
ayirt etmislerdir. Bunlarin disinda, Misket ailesinin atasi olarak M. bianco ve

Iskenderiye Misketi’nin kabul edilebilecegini belirtmislerdir.

Regner ve arkadaslar1 2001 yilinda Vitis turlerinde farkli 1200 civarinda bitkinin
genetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla SSR, ISSR, AFLP ve RAPD vb teknikleri
kullanarak, Avusturya’daki 300 taneden daha fazla gesit Uzerinde 40 mikrosatellit

markoriinii denemislerdir.

22 Pinot noir ve 22 Chardonnay klonlarinin genetik 6zelliklerinin belirlenmesi
icin 2001 yilinda Riaz ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada 92 mikrosatelit
markor kullanilmustir. Kullanilanilan markérlerden 8 tanesi Pinot noir’a ait klonlar ile

ve 4 adet Chardonnay klonunda polimorfizm gostermistir.

Italya ve Kuzey- Bat1 Fransa’dan elde edilen ve sinonimligi tahmin edilen 31
asma c¢esidi RAPD ve mikrosatellit markorleri ile analiz sonucunda Fransa’nin
“Verddese” cesidi ile Italya’nin “Neiret” cesidinin genetik olarak herhangi bir fark

olmadiklari, yani ayn1 yapida oldugunu tespit etmislerdir (Schneider ve ark., 2001).

Uluslararas1 Asma Cesit Katologunda bulunan sinonim ¢esitler olarak yer alan
“Tintilia” ve “Bovale grande” g¢esitlerinde genetik baglarin tespit edilmesi igin
toplamda 14 farkli mikrosatellit markorii (VVS2; S3; S4; S5, VVMD6; MD25; MD27;
MD28; MD31; MD32; MD36; VrZAG62; ZAG79) kullanilmis olup, “Tintilia”
klonlarmin aralarinda iglerinde birbirlerine benzediklerini belirtmislerdir (Reale ve
ark., 2002).

Yapilmis olan farkli bir calismada 10 primerden secilmis olan 3 kloroplast
mikrosatelit lokusu kullanilmis, sofralik ve saraplik olarak degerlendirilen 500°den
fazla cesit ve yabani liziim populasyonlar1 incelenmis, bu ¢alismanin sonucunda ise
sofralik ve saraplik iizlim ¢esitleri aralarindaki farkli 6zellikleri ortaya ¢gikaran haplotip

frekanslar1 karsilagtirllmis ve bundan sonralari tiziimiin farkli olarak degerlendirme

13
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sekline gore birbirinden bagimsiz yayilim gosterdiklerini belirtilmistir (Arroyo Garcia
ve ark., 2002).

Asma germplazm materyalinin karakterizasyonu icin molekiler belirtecler
olarak RAPD ve mikrosatellitler kullamlmaktadir. Ispanya'da iki germplazma
bankasinda bulunan ¢esitlerle yapilan bir arastirmada bazi sinonimler ve homonimler
de dahil olmak tizere otuz dokuz genotip iizerinde ¢alisiimistir. 66 RAPD ve 4 adet
mikrosatelit lokusu (VVMD7, VVS2; S5; S29) kullanilarak yapilan tarama sonucunda
Moristell ve Monastel genotiplerden bir tanesi, Moturana ile Ribadavia ile Concejon
ile Monastel genotiplerinden bir tanesi ve arastirmaya konu Misket cesitlerinin
¢ogunlugunun sinonim oldugu saptanmistir. Ayrica Miguel de Arco, Monastel,
Monastrell ve Turruntés ¢esitlerinde de homonim durumu gézlenmistir (Ulanovsky ve

ark., 2002).

Vignani ve arkadaslar1 (2002), tarafindan yapilan ¢alismada 8 adet mikrosatelit
lokus yardimiyla “Sangiovese” nin degisik klonlarini ortaya ¢ikarmislardir. Bunlarin
disinda, bu konuda c¢alisan arastirmacilar AFLP metodu ve mikrosatelit ¢iktilarinin

cakistigini belirtmislerdir.

Aradhya ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda 222 Vitis vinifera ile V. vinifera
ssp. Sylvestris’e ait 22 yabani asma genotipi genetik ¢esitlilik ve farklilagsma agisindan
analiz edilmistir. Genotipler arasinda genis polimorfizm bulunanlarda 8 mikrosatelit
lokusunda arastirma yaparak toplam 94 allel bulunmustur. Farkli gruplar igin

gozlemlenen heterozigotluklar 0,625 ile 0,9 arasinda degismekte olup toplam ortalama

0,771dir.

Crespan et al. (2003), tarafindan yaptiklari ¢aligmalarda yerli Italyan asma
genotipleri tanimlanmis ve ayr1 6zellik gosteren cografik alan ve bolgelerde

yetistirilmis olan ¢esitlerin sinonimlerini saptamiglardir.

ABD ve Iran’dan 62 asma genotipi floresan isaretli ve kapiler elektroforez

fragment analiz sistemi kullanilarak 9 yiiksek polimorfik mikrosatellit lokusu ile analiz
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edilmistir. Lokuslara ait gozlenen allel sayist 4-16 bulunmus ve 0.47-0.86 arasi
heterozigotluk orani arasinda gézlenmistir. Caligsma neticesinde yapilan dendogramda
sofralik, saraplik ve anaglar olmak tizere 3 ana grup tespit edilmistir (Fatahi ve ark.,
2003).

Ibafiez ve arkadaslar1 (2003), tarafindan gerceklestirilen bir ¢calismada Ispanya’
da yetistirilen 111 adet {iziim ¢esidi 13 SSR (VVMD5; MD7; MD27; MD28, VVS2;
S5; S29, VrZAG29; ZAG62; ZAG67; ZAG83; ZAGT79; ZAG112) lokusu yardimiyla
taranmig daha Onceleri gergeklestirilen morfolojik ve izoenzimatik aragtirmalarla

karsilastirilmistir.

Martin ve arkadaglar1 (2003), Ispanya’daki 176 genotip 6 mikrosatelit
markorlerini kullanarak (VVS2, VVMD5, VVMD7, ZAG47, ZAG62, ZAGT79)
yaptiklar1 ¢alismalarda gergeklestirmis olup 163 adet birbirinden farklilik gdsteren
genotiplerin ayri gesitler oldugunu belirlemislerdir (2003).

Vouillamoz ve arkadaslarinin 2003 yilinda gergeklestirmis olduklart bir
calismada Giircistan, Ermenistan ve Tiirkiye’den toplamis olduklart kiiltiire alinmig
olan ve yabani asmalarini bulunduran 268 genotip Uzerinde VVMD5; MD7; MD27;
VIZAG62; ZAG79 ve VVS2 lokuslariyla tarama islemlerini ger¢eklestirmislerdir.
Benzer populasyonun i¢inde bulunan yabani asma cesitlerinde (Vitis vinifera ssp.
Silvestris), Giircistan’da 3 Tiirkiye’de 1 ve Ermenistan’da 9 farkli sinonim

belirlemislerdir (Vouillamoz ve ark., 2003).

Lefort ve arkadaglar1 (2003), yapmis olduklari bir ¢alismada 103 V. Vinifera ve
6 Vitis cinsinde olmak Uzere 12 adet SSR lokusunu kullanmis olup; 6zellikle
ssr'VVUHC12 ve ssrVvUHC29 lokuslarinin allel verme sayilart yoniinden biiyiik
6lciide polimorfik olduklarini belirtmislerdir.

Fransa ve Italya’da yetistiriciligi yapilan 30 farkli iiziim gesitlerinde, morfolojik

ozellikleri, ampelografik tanimlamalari, agronomik gozlemleri, saraplik 6zelliklerine

ve yapilarina dayali ¢ok eskiden yapmis olduklari ¢aligmada sinonimligi ortaya
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konulan 22 ¢esidin, RAPD ve mikrosatelit markorlerle analiz iglemleri yapilarak
Italyan cesitleri ile Alpler’in batisinda bulunan Fransiz esitlerinin sinonim olduklarini

belirlemislerdir’ (Schneider ve ark., 2003).

This ve Dettweiler (2002), tarafindan yapilmis olan diger arastirma sonucunda,
Avrupa Asma Bilgi Bankasi olusturmak amaciyla 6 adet mikrosatelit lokus VVS2,
VVMD5; MD7; MD27, VrZAG62; ZAG79 secilmislerdir. Yapilan g¢alismanin
sonunda 13 ile 23 arasindaki allel sayilarini saptanmis olup 6 lokusta her biri icin 10-

16 referans ¢esit olusturulmustur.

This ve ark. (2004), tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli laboratuvar
calismalar1 sonucunda saptanan mikrosatelit profillerinin karsilastirilmasi islemini
gerceklestirmek tizere, 7 farkli lilkeden 10 aragtirmaci 46 ¢esidi 6 lokusta (VVMDYS;
MD7; MD27, VVS2, VrZAG62, ZAG79) incelemislerdir. Daha genis alanlar
icerisinde ve ayrica bu calismalarda kullanilmis olan 6 markdriin, gelecekte
diisiiniilmek iizere asmada c¢esit taramasi icin en diisiik standart markoér gurubu
seklinde kabulli onerilmis ve baska acgidan birbirinden farklilik gosteren cesitlerin,

burada belirtilen kodlu referans allellerle tanimlanabilecegini belirtmislerdir.

Nufez ve ark. (2004)’(in, yapmis olduklari farkli bir calismada, Ispanya’nin “El
Bierzo” bolgesinde yetistirilen iiziim gesitleri ile asma gesitleri igin genetik veri aginin
kurulmasi amaglanmis ve “El Bierzo” havzasindan simdiye kadar saptanamayan 210
farkl1 genotipi toplayarak, 5 mikrosatelit markorler ile analiz iglemlerini

gergeklestirmislerdir.

Arroyo Garcia ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklari bir arastirmada,
Ispanya’dan ve Tiirkiye’den almmis olan yabani asma populasyonlarindaki degisik
Kloroplast haplotiplerini belirlemek amaciyla kloroplasta 6zgii 23 mikrosatelit

yardimiyla genetik karakterizasyon islemini yapmiglardir.

Cezayir, asma (Vitis vinifera L) ve bircok Akdeniz tirlerinin bilinmeyen genetik

cesitliliginin 6énemli bir kaynagidir. Genellikle, genetik agidan 6zdes olan bitki
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materyaline farkli yerel isimler verilmistir. 12 adet SSR markort (VVS2; S5, VVMDS5;
MD7; MD24; MD27; MD31; MD36, VrZAG21l, ZAG62; ZAG67, ZAGT79)
yardimiyla farkli Akdeniz cevresinde yetistirilen yerel gesitler (Vitis vinefera L.)
arasindaki genetik benzerligi ortaya koymuslardir. Gergeklestirilen arastirmada
Uzerinde calisan 60 cesit igerisinde 34 degisik genotip oldugunu gostermislerdir
(Akkak ve ark., 2005).

Italyanin Giineyinde- Campania alanindan elde edilen 69 bolgesel bag
cesitlerine karsilik gelen toplamda 114 genotibin VVS2, VVMDS5; MD7; MD25;
MD27; MD31, VrZAG62; ZAG79 mikrosatelit markdrlerinin yardimiyla tarama
islemleri gergeklestirilmistir. Campania liziim ¢esidinin farkli cografi yapiya sahip

bolgelere tasinmis olma olasiligi ortaya konmustur (Costantini ve ark.,2005).

Anadolu’ nun gesitli yerlerinden ve Kafkasya’nin gecit bolgelerinden alinmis
olan {liziim c¢esitlerin mikrosatelit tanimlamalar1 ve bu zenginlige sahip ampelografik
hazinesinin gen bankasinin olusturulmasinda ilk adimi olarak yapilan arastirma,
VVMD5; MD7; MD24; MD28; MD31; MD32, VrZAG62, ZAGT79, VVS2,
VMC2C3; C2H4; C5A1 mikrosatelit markorleri ile gerceklestirilmistir (Vouillamoz
ve ark., 2006). Ulkemizin yerli gesitlerinden olan Vilki, Sungurlu, Morek, Luvanek ve

Dimigk ¢esitlerinde 3 allelli kaynak saptanmaistir.

Arroyo-Garcia ve arkadaslarinin 2006 yilinda yapmis olduklari bir diger
calismada 513 V. vinifera ssp. Sativa ve 688 V. vinifera ssp. Sylvestris olmak (izere
toplam 1201 asma genotipi kullanilirken, aliman ornekler ise toplamda 130 farkl
lokasyondan elde edilmistir. Tiirkiyede 25 yerli ¢esit ve Antalya, Anamur, Fethiye ve
Gokgeada civarlarindan V. vinifera ssp. Sylvestris’e ait 132 yabani gesit lizerinde 9
primerle gerceklestirilmis olan genetik karakterizasyonlarin yaninda, yapilmis olan
caligmanin degisik asamalarinda daha ileri seviyede istatistikler ile c¢alisilmistir.
Yabani ve kiiltiir ¢esitlerinde kSSR (kloroplast SSR) ile yapilmis olan arastirmada
{iziimiin iki anavatanindan birinin On Asya, digerinin de Ispanya (saraplik cesitler)

olduklar1 ortaya ¢ikarilmstir.
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Goto-Yamamoto ve arkadaslart 2006 yilinda yaptiktiklar: arastirmalarinda Cin
ve Japon ¢esitlerinden 8 adet dogu ve 7 adet bati ¢esidinin aralarindaki molekdler
baglantinin tespit edilmesi i¢in 9 adet mikrosatellit (VMC2al; C2bl; C2g2; C2a3;
C2b3; C2c3; C2h4; C2a5; C2g6) markor iiretmislerdir. EK olarak VVS1; S2; S3; S4,
VVMD5; MD6; MD7; MDS8 mikrosatellit markdrlerininden faydalanmislardir.
Hesaplanan fenotipik uzakliklar (1 - paylasilan allellerin orani) {iziim siniflandirmasi

ile 1yi eslesmistir.

Karaaga¢ ve ark. (2006), birbirinden farkli 48 iiziim ¢esidinde 17 mikrosatelit
markdrden yararlanmig olup genetik tanimlamalar1 yapilarak birbirleriyle arasindaki
genetik agidan benzerlilik durumu iizerinde calismalar yapmiglardir, Dusuzu ile
Dimigki gesitlerinin sinonim gesitler oldugu belirlenmistir. Lokuslarda allel sayilar1 13
ile 4 arasinda degisme gostermektedir. Gozlenen ve tahmin edilen heterozigotluk
oranlarina bakildiginda sira ile 0.720 ve 0.689 oldugu tespit edilmistir. Dendogramda
iki belirgin grup olusmus olup dendogram icin UPGMA metodu uygulanmustir.

Peru ve Arjantin’de bulunan 25 Vitis vinefera L. ¢esitlerininin akrabaliklarinin
arastirilmasi 6 lokus (VVMDS5; MD7; MD31; MD32, VIZAG62; ZAG79) Uzerinde
gergeklestirmiglerdir (Martinez ve ark., 2006).

Yabani iiziimlerin hala dogada yetistigi Kafkasya ve Anadolu, binlerce yildir
sarap ve sofralik liziim yetistiriciligini yapmakta ve bagciligin besigi olarak kabul
edilmektedir. Gurcistan, Ermenistan ve Turkiye asma genetik koleksiyonlarindaki 116
cesitte VVMDS5; MD7; MD24;, MD28; MD31; MD32, VrZAG62;, ZAGT79, VVS2,
VMC2C3; C2H4; C5A1 lokuslar kullanilarak yapilan ¢alisma sonucu 17 genotibin
ayni oldugu gozlenmistir. Giircistan’in eski bir gen merkezi olabilecegi olasiligi ortaya
konmustur. 138 tane allel kullanilan diger bir arastirmada, tilkemizden Burdur Dimriti,
Dokiilgen, Eksi Kafa, Gemre Siyah ve Siralik ¢esitlerinin homonim oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alisma, bu zengin ampelografik mirasin germplazm yonetimine

yonelik ilk adimini temsil etmesi bakimindan oldukga degerlidir (Vouillamoz ve ark.,
2006).
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Upadhyay ve ark. (2007), 21 tane Hindistana ait tiziim ¢esidi ile 7 SSR, 7 AFLP
primeri ile taramiglar ve toplam 56 adet SSR alleli ile 252 adet AFLP bandinin varligin
bildirmislerdir. Calisma sonucunda genetik iliski AFLP i¢in 0.068-0.36 ve SSR icinse
0.13-0.36 degerleri araliginda goriilmiistiir.

Karatas ve arkadaslarinin 2007 yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada 6
polimorfik mikrosatellit lokusu (VVS2, VVMDS5; MD7; MD27, VIZAG62; ZAGT79)
kullanarak degisik alan ve bolgelerden almis olduklari homonim gesitler arasindaki
iligkiler tespit etmeye calismislardir. Caligmanin neticesinde, birden ¢ok homonim
cesidin aralarinda yiiksek bir oranda genetik ¢esitliligi belirlemislerdir. Dendogramda,
Sergi karasi ile Serpenekiran (Sanlurfa ve Gaziantep), ¢esitler ile Yediveren ( Milli
Koleksiyon Bagi-Gaziantep, Sanlurfa, Tekirdag) ¢esitleri birbirlerine oldukca yakin

bir dagilimi gdsterme egilimi igerisine girmislerdir.

Tirkiye'nin, tiziim ¢esitliliginin hakim oldugu bolgelere yakin cografi konumu
nedeniyle giiniimiiz modern iizlimlerinin evriminde Onemli bir rol oynadigina
inanilmaktadir. Buna ragmen, Tiirkiye'de bulunan zengin liziim germplazi, genetik
olarak yeterince analiz edilmemistir. Selli ve ark (2007) Anadolu’da yetistiriciligi
yapilan genotiplerden Dimrit ve Gemre’nin 8 SSR (VVS2, VVMD5; MD7; MD24;
MD27, MD28, VrZAG62; ZAG79) lokusu yardimiyla genetik taramalarini
yapmiglardir. Bu analizler, genel olarak, SSR wverilerine dayanarak olusturulan
dendrogram ayr olarak kiimelenmis, bu iki tizim gruplar arasinda yeterli genetik

cesitlilik tespit edilmistir.

Dilli ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptigi c¢alismada, Manisa Bagcilik
Aragtirma Enstitiisii biinyesince olusturulmus olan klon seleksiyonu sayesinde tespit
edilmis 5 tip ¢ekirdeksiz Sultani {iziim ¢esidinde, Osmanca, Ipek, Pembe Gemre iiziim
cesitlerine dahil olan 9 klon ile Ege Bolgesinde yetistiriciligi yapilan ve bu bolge igin
oldukcga degerli 15 yerel ¢esitle birlikte 2 ¢esidinde referans olarak kullanilmasiyla
toplam 31 V. vinifera L. izUm gesidinin SSR yontemiyle genetik taramalar1 16 adet

mikrosatelit markoriin kullanilmast sonucu yapilmistir. Bu ¢alismanin neticesinde
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aragtirmaci tarafindan klonal diizeyde polimorfiklik 6zelligini tespit etmis olduklarini

belirtmislerdir.

Ulke bag alanlarmin %33’{ine sahip ve ulusal iiziim iiretiminin yarisina
yakininin yapildig1 Ege Bolgesi Tiirkiye Bagciliginda 6nemli bir yere sahiptir. Buytk
tiretim alan ve iiretim potansiyelinin yaninda bdlge iiziim genetik zenginligine sahiptir.
Fakat cesit i¢i varyasyonlardan ve isimlendirme farkliligindan kaynaklanan cesit
karmasasinin goriildiigii ve mevcut yetistiricilikte yer bulamayan bir kisim ¢esitlerin
yok olma riski gdzlenmistir. Yiiksel (2008), arastirmasinda Kiitahya Mugla, Izmir ve
Manisa illerinden 55 gesit liziim 15 adet mikrosatellit lokusu yardimiyla incelemeye
tabi tutmus genotipler arasinda benzerlik ve sinonim goriilmemistir. Bes adet
homonim Beyaz Sam, Bulanma, Eksi Uziim, Siksar1 ve Tek ¢ekirdekli genotipleri
olarak bulunmustur. Tanimlama olasilik yiizdesi en yiiksek VVMD?7 lokusu se¢ilmis

ve , %90 altinda genotipler aras1 diisiik benzerlik orani tespit edilmistir.

Ankara ve Cankirt illeri liziim yetistiriciligi s6z konusu oldugunda iklim
acisindan daha ¢ok saraplik iiziim {retimine uygun olsa da, modern sulama
teknikleriyle birlikte sofralik tiiketime uygun {iziim {iretimine olan alakanin da hizla
yogunlastig1 bir iiretim bolgesidir. Yildirim (2008), tez calismasinda bu iki ilden 51
adet gesidi 15 tane mikrosatellit lokusu (VVMD5; MD7; MD24; MD27; MD28;
MD31, VMC2C3; C2H4, VrZAG62; ZAGT79; ZAG83, VVS2, VVIB01, VVIH54,
VRGI1) yardimiyla incelemis, iki benzer genotip, dort sinonim ile bes homonimlik
durumu genotipler arasinda tespit edilmistir. Bu ¢alisma hem SSR markorleri
yardimiyla elde edilen sonuglar hem Ankara ve Cankir1 yoresi hem de I¢ Anadolu
Bolgesi asma genetik kaynaklarinin SSR markoérler yardimiyla belirlenmesi agisindan

Oncu oOzelligi tagimaktadir.

Shidfar (2008), yapmis oldugu tezin ¢alismalarinda, Eskisehir ve Kayseri
illerindeki yetistiriciligi yapilmakta olan 39 cesit ile 2 referans gesitle beraber toplam
olarak 41 iizim cesitlerinin genetik analizlerini 15 SSR lokusu (VVMD5; MD7,
MD24; MD27; MD28; MD31, VMC2C3; C2H4, VrZAG62; ZAG79; ZAG83, VVS2,
VVIB01, VVIH54, VRG1) kullanilmis olarak yapilmistir. Kullanilmis olan 14 primer
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tizerinde ¢esit ayriminda yeteri kadar fark bulunamamis iken VRG1 lokusunda fazla
sayidaki null allel siiphesi olustugu miinasebetiyle dendogram 14 adet lokusun

yardimiyla belirlenmis; dort adet sinonim ile bir adet homonim g¢esit belirtilmistir.

61 eski Tunus {iziim ¢esitinin ebeveyn arastirmasi ve genetik baglantilarin1 2009
yilinda Zoghlami ve arkadaglart 10 SSR lokusu ile yaptiklar1 ¢aligmalarda
incelenmislerdir (Zoghlami ve ark., 2009).

Sirintas (2010), Tekirdag Milli Koleksiyon Bagi’na Antalya ve Mersin illerinden
alian 50 iizim ¢esidi ve 3 ¢esidin referans olarak kullanilmasi ile toplam 53 Vitis
vinifera L. ¢esidi tiziimiin 20 mikrosatelit markor (VVSI1; S2, VVMD5; MD7,
MD21; MD24; MD27; MD28; MD31, ZAG21; 47; 62; 64; 79; 83, VMC2c3; C2h4,
VVIb01, VVIH54, ZA112) yardimiyla molekiiler baglari incelenmistir. Incelenen
20 lokus tizerinde alleller miktar1 166 oldugu tespit edilmistir. Ug¢ sinonim ve 1

homonim grup genotipler arasinda gézlenmistir.

Calismada; 6 gesit Gemre liziimii [Dumanli Gemre (1), D. Gemre (2), Gokge G.,
Halis G., Siyah G., Sultani G.] ve Manisa Bagcilik Aragtirma Enstitisi’nde se¢ilmis
Pembe G. klonlar1 ile iki ¢esidin referans olarak kullanilmasi ile toplamda 11
Vitisvinifera L. g¢esidi liziimiin 15 tane mikrosatelit markor (VVSL; S2; S3; S4,
VVMD5; MD6; MD7; MD17; MD24; MD27, MD28; MD31, VIZAG29; ZAG62,;
ZAG67; ZAG79) yardimiyla molekiiler taramalari yapilmistir. Calisma neticesinde
Gemre aksesyonlarinin molekiiler agidan farki ortaya konmustur. Calismaya konu olan
cesitlerin benzer isme sahip fakat degisik genetik karaktere sahip (homonim) oldugu

gozlenmistir. (Dilli ve ark., 2011).

Ulkemiz Ege bélgesinde yetistiriciligi yapilan 36 yerli gesit asma ve standart
cesitlerden olan C. Sauvignon ile Merlot arasindaki genetik baglanti SSR markorleri
yardimiyla incelenmistir. 11 adet SSR primerinin kullanimi olumlu amplifikasyonlar
gostermis ve 37 polimorfik bandin olusumu gozlenmistir. Yoresel ¢esit asmalar ile
referans olarak kullanilan cesitlerin aralarindakidaki molekiiler fark net olarak

goriilmistiir. Siyah Razaki ve Parmak cesitleri 0,96 ile en yiliksek benzerligi
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gostermistir. Inek Memesi ve Ufak Dimrit gesitlerinde sinonim 6zelligi belirlenmistir.
Ek olarak c¢esitlerde homonim mevcudiyeti tespit edilmistir. Bulgular, SSR
markdrlerinin asmalarda parmak izi ile genetik farklilik arastirmalarinda etkili yontem

olarak kullanilabilecegini kanitlamaktadir (Is¢i ve Dilli, 2014).

Yakin tarihli yapilan calismalardan Karatas ve Arkadaslar1 2014 yilindaki
calismasinda Turk liziimlerinin genetik ¢esitliligini arastirmak amaci ile 22 niikleer ve
3 kloroplast mikrosatalite kullanilmis ve 21 adet yabani Vitis vinifera L. ssp. sylvestris
(Gmelin ) ve 13 adet kiiltiir asmasi (Vitis vinifera ssp. sativa tipleri) degerlendirmeye
almmistir. Arastirma sonucunda Giineydogu Anadolu Tiirk Uziimleri 4 ana dala
ayrilmigtir. Calisma Elazig iiziimlerinin( érnegin Okiizgdzii) bityiik cogunlugunu 1.
Grupta toplarken Diyarbakir iiztimlerinin (6rnegin Bogazkere) ¢ogunu ise 2. Grupta
toplamistir. Calismada yer alan yabani ¢esitlerin biiyiik cogunlugu 3. Ve 4. Grupta yer
almistir. Referans c¢esit olarak kullanilan Cabernet Sauvignon ve Merlot ¢esitleri 4.
Grupta yer almistir. Sonuglar yabani ¢esitlerin Turk genetik i¢inde net olarak ayrimini

da gostermistir (Karatas ve ark., 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, 2015-2017 {iretim doneminde Antepfistigt Arastirma Enstitiisi
Miidiirliigii Ahmet Miinir Bilgen Uretim isletmesinde bulunan ‘Giineydogu Anadolu
Bolgesi Asma Gen Kaynaklari’ uygulama parselinden 2012 yilinda dikilmis olan
genotiplerden materyaller elde edilmis olup molekiiler ¢alisma ise Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiistindeki Merkez Laboratuari’nda yiiriitiilmustiir. (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Antepfistig1 Arastirma Ens. Ar-Ge Bagi’ndan goriiniim

Gilineydogu Anadolu Bolgesinde, Mardin, Siirt ve Sirnak illerinden Antepfistigi
Arastirma Enstitiisii’ne ait Giineydogu Anadolu Bdlgesi Asma Gen Kaynaklari
Bagi’na alinan 44 gesit ve tip ile 2 referans gesit ile birlikte 46 asma ¢esidinin (Vitis
vinifera L.) materyal olarak kullanilmistir. Mardin iline ait olan; Deyvani, Drejik,
Rojik, Zorafa, Tath siyah, Eksi siyah, Beyaz musabbak, Musabbak, Beyaz karfoki,
Zeynebi, Sitvi, Azezi, Lehdo, Atf, Verdani, Havinik, Boker, Kunduri, Skori, Pelurik,
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Kinefi, ¢esit ve tipleri; Siirt ilinden Tayfi, Hamrani, Bennitati, Triyesifi, Gevruk,
Gemre, Ermenia, Hasani, Res paizi, Ag liziimii, A§ parmagi, Kara ¢esit ve tipleri;
Sirnak ilinden ise Kome, Sirnak siyahi, Zeyti, Bleke, Katirnefs, Bakari, Bezdo,
Biilbiilzaki, Derfuke, Musaki, Besirhane, Kokarpaizi cesit ve tipleri ile Genetik
karakterizasyon amactyla 6 adet SSR primer ¢iftlerinden (VVS2, VVMDS, VVMD7,
VVMD27, ZAG62, ZAG79) yararlanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu ve Olgiimleri

DNA izolasyonunda Lefort ve ark. (1998), metodu izlenmistir. DNA’nin kalite
ve miktar analizleri i¢in %1 yogunlukta agaroz jel ile ND-1000 spektrofotometre’den
faydalanilmistir.

1. Siirgiin uglar1 veya geng yapraklar sivi azotta ezilmistir.

2. 100’er mg’lik 6rnekler 2 pl’lik ependorf tiiplere konulmustur

3. Tuplere 1’er ml DNA ekstrat sollisyonundan eklenmistir,

4. 65 C’de belirli araliklarla karigtirilarakrak 15 dakika bekletilmistir,

5. 0,5 ml kloroform/isoamilalkol (24:1) karigim1 iizerine konularak, 30 dakika
buzda tutulmustur.

6. Normal sartlar altinda, 14 bin devir/dk hizda 5 dk santrifiij yapilmistir.

7. Uste ¢ikan s1v1, yeni ependorf tiipiine konulmustur.

8. Alman siviya 800 pl isopropanol ilave edildi.

9. Materyaller, 15 ile 20 dakika suresince buzun ustinde bekletilerek 14 bin
devir/dk ile 1 dakika santrifiij yapilmustir.

10. Uste ¢ikan s1v1 tekrardan temiz ependorf tiipiine konulmustur.

11. Pellet Gizerine 1 ml %70’lik ethanol ilave edilerek, 14.000 rpm’de 2 dk santrif(j
islemi yani karistirma islemi yapilmastir.

12. DNA 0.1 ml su igerisinde ¢ozduralda.

13. Herbir 0.1 ml igin 1 ul RNase-A eklenerek, 37°C sicaklikta 15 dakika
bekletilip, RNA ayrimi yapildi ( RNase-A 100 mg/ml).
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DNA ekstrakt soliisyonu igeriginde (50 ml soliisyonda): 2 ml TRIS (50 mM, pH
8), 4 ml EDTA (50 mM, pH 8), 10 ml LiCl (4M), 1 g CTAP (%1), 2 g PVP (%2), 0.5
ml TWEEN 20 (%0,5), Kloroform/isoamil alkol (24:1) (V:V) RNase-A 100mg/ml.

3.2.2. PCR reaksiyon hazirhgi ve PCR

PCR reaksiyonu; 15-200 ng DNA, 5 pmol forward (ileri) primer, 5 pmol
florosan isaretlemis revers (ters) primer, 0.5 mM toplam dNTP, 0.5 Uinite Go Taqg DNA
Polymerase (Promega) (1,5 mM MgCI2 igerir), 3 pl buffer olarak 15ul’de yapilmstir.

PCR reaksiyonunda yararlanilan PCR takvimi ise:

1. 94 °C 3 dakika,

2. 94 °C 1 dakika,

3. 48 -66 °C 1 dakika,

4. 72 °C 2 dakika,

5. 72 °C’ 10 dakika olacak sekilde 35 dongii ihtiva etmektedir.

PCR ardindan lokuslarin PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel yardimiyla kontrolii
yapilarak, amplifikasyonu tamamlanmis orneklerin kapilleri elektroforez sathasi

tamamlanmustir.

Calismada kullamlan SSR primerleri: Uziimlerde standart set kabiilii gormiis
VVMDS5; MD7; MD27, VrZAG62; ZAG79, VVS2 (This ve ark. 2004) mikrosatelit
lokuslar1 olarak toplamda 6 adet SSR primeri uygulanmistir. Her lokus i¢in forward
primer D4 (mavi), D3 (yesil) ve D2 (siyah) renkli floresan isaretlenmis olmakla
beraber primerlerin baz dizileri, kullanilmis olan floresan boya ve Tm(°C) verileri

Cizelge 3.1.de g0sterilmistir.
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Cizelge 3.1. SSR lokuslarinda primerlerin baz dizileri, isaretleme boyast ve PCR
No|  Lokus Adi Primer Dizileri (5’...3") Isgg;la";?e Tm (°C)
1 | VVS2-F** cagcccgtaaatgtatccatc D4 55
VVS2-R aaattcaaaattctaattcaactgg
2 | VVMD5-F** ctagagctacgccaatccaa D2 55
VVMD5-R tataccaaaaatcatattcctaaa
3 | VWMD7-F** agagttgcggagaacaggat D3 55
VVMD7-R cgaaccttcacacgcttgat
4 | VVMD27-F** gtaccagatctgaatacatccgtaagt D4 55
VVMD27-R acgggtatagagcaaacggtgt
5 | ZAG62-F ** ggtgaaatgggcaccgaacacacgc D4 55
ZAG62-R ccatgtctctcctcagcettctcage
6 | ZAG79-F** agattgtggaggagggaacaaaccg D3 66
VRZAGT79-R tgcccccattttcaaactccecttcce

** Floresan isaretli

3.2.3. Kapilleri elektroforez ve allel goriintiilerinin alinmasi

Bu arastirmada kullanilmis olan genotiplerin fragment aragtirmalari, Beckman

CEQTM 8800 Genetik Analiz Sistemi kullanilarak yapilmistir. PCR iiriinlerin

isaretlenmesinde yararlanilan floresan (Proligo, wellred isaretli primerler, Fransa)

boyalara gore farkli kisimlarda (1:5, 1:10 gibi) 20 ul SLS (Sample Loading Solution)

ile seyreltilme islemi yapilmistir. Uzerlerine 0,2-0,4 ul standart—400 eklenmistir ve

sonrasinda CEQTM 8000 Genetik Analiz Sistemi (zerinde elektroforez islemi

yapilmistir. Sonrasinda pikler herbir lokus icin tip ve renklerine gére homozigot ve
heterozigot olarak gorsel isleme alinmistir. Elde edilen sonuglarin dogrulugunu tespit

etmek maksadi ile reaksiyonlarin en azindan ¢ift tekrar1 yapilmistir.

3.2.4. Genetik analizler

Arastirmaya konu gesitlerin, her bir lokusundaki allel miktar1 (n), frekansi,
beklenen heterozigotluk (He) ve gdzlenen heterozigotluk (Ho), null allellerin frekansi
(r), tanimlama olasilig1 (PI) degerleri Wagner ve Sefc’in 1999 yilindaki tanimladigi
IDENTITY 1.0 isimli programi araciligiyla, Paetkau ve arkadaslarinin 1995 yilindaki

yapilan ¢alismasinda gosterildigi sekliyle tamamlanmistir. Paylasilan allelerin orani,
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3.MATERYAL ve YONTEM Kiirsat Alp ASLAN

ps’nin (1-(ps)) opsiyonu yardimiyla Bowcook ve ark. (1994)’te gosterildigi sekilde
genetik farklilik Microsat (version 1.5) Minch ve ark. (1995) programiyla hesaplanip,
veriler Excel Gzerinde benzerlik matrisine ¢evrilmistir. Dendogram ise (UPGMA)
Sneath ve Sokal (1973)’e bagli, NTSYS-pc software 2.02g versiyonunun yardimiyla

kurulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. DNA Izolasyonu ve Olciimleri

Calismada kullanilmis olan bazi gesit ve tiplere ait birtakim DNA’lara ait, agaroz

jel’e ait gortintiiler Sekil 4.1.’de verilmistir.

Sekil 4.1. Calismada kullanmilmis DNA’larin agaroz jel(%1) goruntileri

Nkleik asitlerin spektrofotometrik 6l¢iim degerleri (A260/A280) oranlarinin
ortalama 1.8 ile 2 arasinda olmasi tercihen gerekmektedir. Sonuglardaki DNA saflik
oranlar1 genellikle belirtilen degerler arasinda bulunurken, jel goriintiilerinde kirik
olmadan bant gelisimi giivenilir DNA izolasyonunun bagka bir 6nemli parametresi

bi¢iminde degerlendirilmistir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Cesitlere ait DNA’larin spektrofotometrik degerleri
No ng/ul 260/280 No ng/ul 260/280
1 467,75 1,94 26 814,78 1,95
2 423,42 2,04 27 219,89 1,92
3 103,11 2,03 28 322 2,07
4 225,78 1,92 29 513,89 2,06
5 317,71 1,94 30 542,48 1,85
6 829,09 2,01 31 317,02 1,89
7 877,27 2 32 517,94 2,01
8 594,48 2,03 33 407,58 1,98
9 795,65 1,9 34 249,68 2,02
10 713,31 1,98 35 397,09 2,05
11 394,48 2,04 36 713,62 2,02
12 826,78 2,04 37 956,46 2,04
13 560,58 2,04 38 265,66 1,97
14 719,7 1,94 39 528,95 2,02
15 454,43 1,96 40 774,77 2,07
16 836,18 1,96 41 463,71 2,02
17 524,99 2,06 42 198,4 2
18 214,22 1,96 43 389,48 2,02
19 155,63 1,96 44 435,81 2,06
20 656,78 1,95 45 109,46 1,91
21 289,82 1,96 46 451,15 1,97
22 345,42 1,95
23 498,56 1,78
24 632,34 2,06
25 351,37 2,02

29



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kiirsat Alp ASLAN
4.2. SSR Lokuslarinin PCR Reaksiyonu ve Allel Goriintiilerinin AliInmasi

Birtakim SSR lokuslarinin PCR sonrasidaki jel gorintlsu Sekil 4.2. ile 4.3.’de
gosterilmistir.

— T G — T s P — e W — — — S —

e G S G S SED S S e S — e g . —

Sekil 4.2. VVMDS lokusunda bulunan allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii

Sekil 4.3. VVMD27 lokusunda bulunan allelerin PCR sonrasi jel goriintiisii
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Sekil 4.4. ZAG79 lokusunda bulunan allelerin PCR sonrast jel goriintiisii

Kapiller elektroforez sonucu elde edilen homozigot ve heterozigot pik profilleri,
sirayla Sekil 4.5.ile Sekil 4.6 yardimiyla gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Kapiller elektroforez aletinden alinan homozigot pik profili
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Sekil 4.6. Kapiller elektroforez aletinden alinan heterozigot pik profili

4.3. Genetik Analizler

Calismada 6 SSR lokusunun allel biiyiikliigii cift baz seklinde Cizelge 4.2°de
verilmistir. Analizi gergeklestirilmis olan mikrosatelit markorler arasindaki cesit
arastirmasi i¢in This ve ark. (2004) tarafinca standart minimum mikrosatelit markor
grubu olarak kabul gormiis markérler olan VVMD5; MD7; MD27, VVS2, VIZAG62;
ZAG79’da yer almaktadir. Bununla birlikte Cabernet Sauvignon ve Merlot

cesitlerinden de referans gesitler olarak yararlanilmistir.
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Cizelge 4.2. Asma gesitlerine ait olan 6 lokustaki allel biyiikliikleri (bp), CS: Cabernet Sauvignon, M:

Merlot
N[ curtivars |VVS[VVS| ZAG [ ZAG [ VWM [ VWM [ VWM [ VWM [VWMD[VVMD| ZAG | ZAG
0 2 | 2| 62| 62 | D5 | D5 | D7 | D7 27 27 79 | 79
1 [Tayfi 143 |155 |188 194 [239 [245 [238 250 [187  [195  |246 |256
2 |Kome 135 |149 |188 [192 (227 (233 |238 [246 [183  [195  [238 254
3 |Deyvani 133 |149 |188 [188 [227 [235 [238 246 [183  [187  [248 |248
4 |Drejik 133 [133 [200 [200 [235 235 246 |246 [179  |195  [246 [246
5 |Rojik 125 [125 [200 200 [227 [235 238 |250 (179  |195  [248 (256
p |Zorafa 133 |133 |188 [192 (233 [233 [242 246 [185  [185  |248 |248
7 |TatliSiyah 1145 |153 |188 |196 [227 [237 238 [248 [179  [195  [248 |256
g |EksiSiyah 143 155 |188 [188 [227 [235 238 [246 [181  |195  [238 254
9 [Swnak Siyahi |125 1143 (192 (194 [225 (245 |248 |248 [183  |195  [242 (258
10|Zevti 135 |155 |188 [196 [225 [225 [238 238 [187  [195  [250 [256
11|Hamrani 133 |133 |188 [192 (233 [233 [242 246 [185  [185  [|246 |246
12|Bennitati 143 |143 |196 (196 (233 (239 |234 (240 |181  [185 (244 244
13|Bleke 125 |149 |188 [200 [227 [235 [248 248 [179  [185  |248 |256

Beyaz
14|Musabbak 133 [143 |192 196 |233 |239 232  |238 179 183 248 248

15|Musambbak 1143 |143 (192 [192 |225 [233 |248 [248 |185 195 246|254

Beyaz
16|Korfaki 143 |151 [188 [196 [235 (235 238 |246  |185 195  [242 |248
17|Triyesfi 135 |155 |188 196 [225 225 [238 |238 |185 195  |248 |254
18|Gevruk 133 [149 |188 [188 [227 [235 238 |246 |181 187 248 |248
19|Gemre 149 (149 |188 [192 (231 [245 246 |246 |179 195 246 |254
20|Sitvi 135 |145 |196 |196 [225 [235 |232 |238 |185 195 246 |254
21|Katirnefs 135 [153 |188 [194 [225 |225 238 [238 |185 195  |248 |254
22|Lehdo 143 |143 [196 |196 [233 239 232 [238 |179 183 244|244
23|Atf 133 [149 |188 [188 [227 [235 238 |246 |181 187 248 |248
24| Verdani 135 [145 196 [196 |[225 [235 232 [238 |183 195  |248 |256
25|Havinik 141 (141 196 [196 [237 |245 238 [238 |183 195  [248 [248
26|Boker 125 (143 192 [192 [225 |245 246 |246 |181 195  [242 |258
27|Bakari 133 |149 [188 |188 [227 |235 238 |246 |181 185 242|254
2g|Kunduri 135 (149 |188 [192 (227 [233 246 |246 |181 195  |248 |254
29|Skori 149 (149 |188 [192 (231 |245 246 |246 |179 195 246 |254

30|Ermenia 133 149 [188 188 [227 235 238 [246  [183  [187  |246 |246
31|Res Bahititi 1133 143 |194 [194 [235 [245 246 [246  [179  |179  [244 244
32|Res Paizi 135 [153 188 [196 [225 [225 238  [238  |185 195 248  |254
33|Aglzimi 1133 |155 (192 |192 [233  [237 |246 [246  |195 195 254  |254
34/AgParmagi 135 |143 (188 |192 [225 |225 238 [246 |195  [195  |254 |254
35|Kara 141 155 [196 |200 (235 |245 238 [248 [195  [195  |250 |254
36|Bezdo 143 143 [194 200 [235 239 248 [248 [185  [185  |244 |248
37|Bulbllzaki  |133 |151 |196 196 [225 235 (238 [238 [179  |185  [244 [244
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Cizelge 4.2.( devam)

3g|Pelurik 133 [133 [196  |200 235 [235 |246 246|179 195 244 244
39(Kinefi  [133 [133 |188 |192 233|233 [242 246|183 183 246 246
4o|Derfuke 133 |149 188 |200  [225 235 |246 246|179 195 244 244
41|Musaki 1133 |143 |196  |200 233|237 [238 248|179 195 244|254
42|Tuha-Mebi|133 |155 |192  |192 233|237 [246 246 |195 195 244|254
43|Besirhane 125 |149 188  [204 225 |245 (246 246|179 195 246|254

44|Kokarpaizi |125 1143 [192  |198 223|245 |246 264 191 191 240  |256
45/CS 139 |151 |188 |194 229 (237 |23 236 |175 189 246 (246

139 [151 [194 [194  [223 233 |p36 |44 |189  |191  [258 |258

46M

SSR lokuslarinda bulunan genetik parametrelerden; allel miktarlar1, beklenen ve
gozlenen heterozigotluk oranlari, tespit olasilik degerleri ve null (sessiz) allel
frekanslar: Cizelge 4.3’te verilmistir.

Mardin, Siirt ve Swrnak illerine ait Uziim ¢esit ve tiplerin genetik
parametrelerinden allel miktari, beklenen ve gézlenen heterozigotluklar, lokuslarin
tanimlama olasiliklari, sessiz allellerin frekanslaru 6 lokus itibari ile degerlendirilmis;
en yuksek allel mikatr1 11 allel ile VVS2 ve VVMD27 primerlerinde, en diisiik allel
miktar1 7 allel ile ZAG63 lokusunda goriilmiistiir. Diger lokuslardaki allel sayilart 9
ve 10 olarak belirlenmistir. Ortalama He (beklenen heterozigotluk) ve Ho (g6zlenen
heterozigotluk) degerleri sirasiyla 0.805 ile 0.618 belirlenirken, genel olarak lokus
mesafeleri He’de 0.740-0.843, Ho’da 0.500-0.750 olarak belirlenmistir. Pl (tanimlama
olasilig1) degerleri Sefc ve ark. (2001)’in bildirdigi 0.05 esiginin {istiinde bulunmusg

iken, sessiz allel verileri ise genellikle sifira yakin sekilde belirlenmistir.

Cizelge 4.3. SSR lokuslarina ait allel sayilari, beklenen (He) ve gozlenen (Ho) heterozigotluk oranlart,
tespit olasilik degerleri ve null (sessiz) allel frekanslari

Lokuslar Allel Beklenen Gozlenen Tespit Sessiz(null)
Sayilar1 (n) | Heterozigotluk | Heterozigotluk | olasiigi (PI) | allel frekansi
(He) (Ho)
VVS2 11 0.842 0.673 0.075 0.092
ZAG62 7 0.781 0.519 0.150 0.147
VVMD5 10 0.843 0.730 0.061 0.080
VVMD7 11 0.740 0.500 0.138 0.187
VVMD27 9 0.786 0.750 0.122 0.020
ZAGT79 10 0.838 0.538 0.087 0.162
Ortalama 9.66 0.805 0.618 0.105 0.114
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Herbir lokusda allel sayilarina ait olan oranlar1 gosteren frekans degerleri

Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Allel frekanslari

VVS2 ZAG2 VVMD5 VVMD7 VVMD27 ZAGT9
Allel |Allel Allel |Allel Allel |Allel Allel |Allel Allel |Allel Allel |Allel
Size |Frekansi |Size |Frekansi |Size |Frekansi |Size |Frekansi [Size |Frekansi |Size |Frekansi
125 |0.07692 |188 |0.29808 (223 |0.01923 [232 |0.04808 (175 |0.00962 |238 |0.01923
133 |0.27885 |192 |0.19231 (225 |0.21154 [234 ]0.00962 (179 (0.18269 |240 |0.00962
135 |0.08654 |194 |0.08654 (227 |0.10577 [236 |0.02885 (181 [0.07692 |242 |0.07692
139 |0.01923 |196 |0.24038 (229 |0.00962 (238 |0.30769 (183 [0.09615 |244 |0.16346
141 |0.02885 |198 |0.00962 (231 |0.02885 [240 |0.00962 (185 [0.16346 |246 |0.19231
143 |0.17308 |200 |0.16346 |233 |0.17308 242 |0.02885 (187 [0.05769 |248 |0.21154
145 |0.03846 |204 |0.00962 |235 |0.22115 (244 10.00962 (189 (0.01923 |250 |0.01923

149 |0.16346 237 |0.05769 |246 |0.36538 |191 |0.02885 (254 ]0.20192
151 |0.03846 239 |0.05769 |248 ]0.16346 |195 |0.36538 (256 |0.06731
153 |0.02885 245 |0.11538 |250 |0.01923 258 |0.03846
155 |0.06731 264 |0.00962

Markorler ele alindiginda alleller agisindan allel frekansi en yiiksek olan; VVS2
markort igin 143 alleli, ZAG2 markort icin 188 alleli, VVMD5 markori igin 235
alleli, VVMD7 markdru igin 246 alleli, VVMD27 markori igin 195 alleli ve ZAG79
markdrii igin 248 allelidir. Calisma kapsaminda, genotipler icinde bulunmus olan; ayni
genotip (adlar ile SSR lokuslarindaki allel biiyiikliikleri benzer) sinonim (diger bir adla
isimlendirilen ama genetik benzer) ile homonim (genetik farkli ama ayni isme sahip)
durumlarin1 incelenmistir. Ayn1 genotip ve homonim durumlari bulunmazken,
sinonim genotipler ise Gevruk(18)- Atf(23) ve Gemre(19)- Skori(29) olup 2 adettir.
SSR allelerinde yakinlik oranina bagli benzerlik indeksi ile iliski dendogramlari
Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’ de verilmistir.
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4.4. Benzerlik oran1 indeksi

Genetik benzerlik indeksi Ek 1. de verilmistir.
4.5. Genetik Iliski Dendogrami
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Sekil 4.7. Cesitlerin genetik iliski dendogrami
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Genotiplerde en fazla benzerlik orant; % 91.7 ile Triyesfi (17)- Res Paizi (32),
Deyvani (3)-Gevruk (18)- Atf (23), Ag Uziimii (33)- Tuha-Mebi (42), genotipler
arasinda gortilmistiir. Ayrica bunlar1 % 83,3 orani ile Triyesifi (17)- Katirnefs (21),
Zorafa (6)- Hamrani(11) ve % 75 orani ile Drejik (4) - Pelurik (38) genotipleri takip

etmistir.

Genetik iliski dendogrami (Sekil 4.5.) ise iki farkli dallanma gosterilmistir,
cesitlerden referans olarak kullanilanlar ¢alisma kapsaminda yer alan genotiplerden
bagimsiz bir dallanma gostermistir. Genotipler kendi icerisinde 2 ayr1 dallanma
gostermis, Kokarpaizi (44) genotipi ayr1 bir dallanma olusturmustur. Diger dallanma
da kendi igerisinde 2 farkli dallanma gostermistir. Illerin genelinde ¢esitlerin

dendogram dagilim degerlendirmesi sonucu, heterojen bir dagilim gozlenmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. SSR Analizleri

44 cesit ve tip’ e ek olarak 2 referans gesit ile birlikte olmak kaydiyla toplam
46 Vitis vinifera L. iizim ¢esidinin 6 mikrosatelit markor ( VVS2, VVMDS5, VVMD7,
VVMD?27, ZAG62, ZAG79) ile yapilan analizleri sonucu belirlenen allel say1s1 toplam
58’dir. En diisiik allel miktar1 7 allel ile ZAG62 lokusunda ve en yiiksek allel miktari
11 allel ile VVS2 ve VVMD7 lokuslarinda belirlenmis olup, ortalama allel sayisi ise
9,66 olarak tespit edilmistir. En yiiksek allel sayisi1 veren VVS2 lokusu, farkli
arastirmacilar tarafindan yapilan sonuglar ile benzerlik gostermektedir (Lin ve Walker,
1998; Lopes ve ark., 1999; Fatahi ve ark., 2003; Ibanez ve ark., 2003; Vouillamoz ve
ark., 2006; Selli ve ark., 2007).

Calisma kapsaminda, ortalama olarak He (beklenen heterozigotluk) ile Ho
(g6zlenen heterozigotluk) verileri incelendiginde sirasiyla 0.805 ve 0.618 olarak
belirlenmistir.  Beklenen  heterozigotluk  (He) tim  lokuslarda  gozlenen
heterozigotluktan (Ho) daha yiiksek ¢cikmistir. Bu lokuslarda, null allellerin frekansi
(r) degerlerinin diisiik ve pozitif olmasi null allel varlig1 olasiligin1 diistirmektedir.
Ayrica tim lokuslarda tespit olasiligi (PI) degerlerinin 0.05 esiginden (Sefc ve ark.
2001) yiiksek bulunmasi null allel ihtimalini aradan ¢ikarmistir. Tespit olasiligi (PI)
degerlerine bakildiginda ise en diisiik PI degeri ile VVMD?5 (0.061) ve VVS2 (0.075)
markorleri kullanilan markorler igerisinde en iyi ayrimi saglayan lokuslar olarak

belirlenmistir.

Lokuslarda en sik gzlenen alleler incelendiginde, VVS2 markori icin 0.27885
allel frekanst ile 133, ZAG2 markort i¢in 0.29808 allel frekansi ile 188 alleli, VVMD5
markort igin 0.22115 allel frekans ile 235 alleli, VVMD7 markoru igin 0.36538 allel
frekansi ile 246 alleli, VVMD27 markorl icin 0.36538 allel frekansi ile 195 alleli ve
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ZAG79 markori igin 0.03846 allel frekansi ile 248 allelleri en yiiksek frekansi vermis

olup, genotipler arasinda en sik bulunan alleleri olusturmuslardir.

5.2. Genotip-SSR iliskilendirmeleri

Ulkelerin asma genetik varligmin belirlenmesine 6zgii yapilan ¢aligmalarda,
SSR markorlerinden yararlanilarak degisik seviyede genotiplerin homonimlik ile
sinonimlik durumlari karsilasilmistir. (Ibafiez ve ark., 2003; Martin ve ark., 2003; This
ve ark., 2004). Bu tarz genotip belirlemesi genetik varliklar1 tam olarak tanimlamalarin
olusturulmasi, genetik iligski diizeyinin belirlenmesi ve ayni zamanda ayni isimle
adlandirilan fazla genotiplerin uzaklastirilmasi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.
Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde; aymi genotip ve homonim durumlar
bulunmamistir. Toplamda 2 adet sinonim grubu Gevruk(18)- Atf(23), Gemre(19)-
Skori(29) genotipleri arasinda saptanmistir. Sinonim gesitlerin dikkate alinmasinda ise
ayni genotipin hatali olarak farkli diger isimle isimlendirilmis oldugu belirlenmistir.
Calisma kapsaminda yararlanilan referans ¢esitlerden Cabernet Sauvignon ile Merlot
tiziimlerinden diger arastirmacilar da (Bowers ve ark., 1999; This ve ark., 2004; Selli
ve ark., 2007) yararlanmigtir. Tam benzerlik gosteren sinonim ¢esitler digindaki
benzerlik oranlar1 incelendiginde; genotiplerde en yiiksek benzerlik orani; % 91.7 ile
Triyesfi (17)- Res Paizi (32), Deyvani (3)-Gevruk (18)- Atf (23), Ag Uziimii (33)- Tuha-

Mebi (42), genotipler arasinda gérillmiistiir.

Genetik iliski dendogrami incelendiginde, referans c¢esitler ¢alisma
kapsaminda yer alan genotiplerden bagimsiz bir dallanma gostermis olup temelde 2
dallanma mevcuttur. Kokarpaizi (44) genotipi ayri bir dallanma gostererek diger

genotiplerden ayrilmistir.

Sonu¢ olarak; SSR markérleri kullanilarak elde edilmis olan bu calisma
ciktilar1 Mardin, Siirt ve Sirnak illerinde ve ayni zamanda Giineydogu Anadolu
Bolgesi asma genetik varliklarinin tanimlanmasina yonelik ilk olma niteligi
tagimaktadir. Bu tezde elde edilen sonuclar, Antepfistigt Arastirma Enstitiisii Asma

Gen Kaynaklar1 Koleksiyonda bulunan c¢esitlerin tanimlanmalarinin daha net

39



5.SONUCLAR Kiirsat Alp ASLAN

yapilmasi, karakterizasyonu, ulusal koleksiyon bagindaki c¢esit miktarmin tekrar
incelenerek diizeltilmesi ve ileride yapilacak islah calismalarinda biiyiilk oneme

sahiptir.

5.3 Oneriler

Gerek iilkemizde gerekse diinya genelinde bagcilik alaninda yiiriitiilen
biyoteknoloji ¢alismalar1 dikkate alindiginda genetik karakterizasyon c¢aligmalarinda
onemli gelismelerin kaydedildigi goriilmektedir. Herhangi bir ozellik ile iliskili
genlerin tanimlanmasma yonelik ¢alismalar yapilmakta fakat yeterli diizeye
ulagsmamuistir. Bu tlir calismalarin yiiriitiilmesinde genetik karakterizasyon ¢aligsmalari,
ebeveyn tanimlamalart biliyllk 6nem tagimaktadir. Elde edilen bulgular 1s18inda

yiiriitiilecek 1slah ¢aligmalar1 daha gilivenilir ve saglam bir sekilde yiirtitiilebilecektir.
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