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Doktora Tezi
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Asma ¢esitlerinin tanimlanmasinda baslica sorun Vitis cinsindeki biiyiik morfolojik ve
genetik degiskenlik olup bu durum karigiklik ve belirsizliklere de yol agmaktadir. Bu
calismada, Tiirkiye’de klon seleksiyonu yapilmis bazi {iziim ¢esitleri ve Amerikan asma
anaclari ile bunlara ait klonlar ve referans cesitler de dahil olmak iizere toplam 154
birey AFLP teknigi ile tanimlanmistir. Bu teknikte ozellikle, restriksiyon enzimleri
(EcoRI/Msel) ve kesim bolgelerine yonelik ikili (di) selektif primerler (ESEL32-
MSEL2, ESEL32-MSEL6, ESEL32-MSEL7, AFLPC-MSEL6, AFLPC-MSEL?7,
AFLPD-MSEL7, AFLPD-MSEL2, ESEL22-MSEL2, ESEL22-MSEL6, ESEL22-
MSELY7) kullanilmistir. Sonugta polimorfizm orant %87,8 olarak bulunmustur. Klonlar
ve genotipler arasindaki benzerlik oranlarmin %99 ile %39 arasinda degistigi
gdzlenmistir. Farkli genotipler arasindaki en yiiksek benzerlik oran1 %84 ile Bilecik Iri
Karas1 ve Kozak Siyah1 198, en diisiik benzerlik oran1 %39 ile Hafizali ve Siyah Razaki
genotiplerinde goriilmistiir. Klonlar arasindaki en yiiksek benzerlik orani ise %99 ile
Karaerik 15 ve Karaerik 30’da goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasi ile klonal polimorfizm
saglanmigtir. Molekiiler filogenetikteki tekniksel ilerlemeler (SNP: Single Nucleotide
Polymorphism-Tek Niikleotid Polimorfizmi), mevcut materyalin klonal teyitlerinde

ileriye yonelik katkilar saglayacaktir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

MOLECULER CHARACTERIZATION OF ECONOMICALLY IMPORTANT SOME
GRAPE VARIETIES, ROOTSTOCKS AND THEIR CLONES BASED ON AFLP
MARKERS

Funda YILMAZ

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

Supervisor: Prof. Dr. Gékhan SOYLEMEZOGLU

The major problem in defining grape varieties is the huge morphological and genetic
variability in the genus Vitis, which also leads to confusion and uncertainty. In this
study, a total of 154 individuals were identified with AFLP technique, including grape
varieties selected in Turkey and grapevines and American rootstocks and their clones
and known varieties as central. In this technique, restriction enzymes (EcoRI / Msel)
and double (di) selective primers for cutting regions (ESEL32-MSEL2, ESEL32-
MSEL6, ESEL32-MSEL7, AFLPC- MSEL6, AFLPC- MSEL7, AFLPD- MSEL?7,
AFLPD- ESEL22-MSEL2, ESEL22-MSEL6, ESEL22-MSEL7) are used.
Polymorphism rate was found as 87,8%. It was observed that the similarity rates
between genotypes and clones varied between 99% and 39%. The highest similarity rate
among the different genotypes was found in the genotypes of Bilecik iri Karasi and
Kozak Siyahi with 84%. The lowest similarity rate was found in the genotypes of
Hafizali and Siyah Razaki with 39%. The highest similarity rate among the clones was
found in clones 15 and 30 of the Karaerik variety with 99%. In this study, clonal
polymorphism was provided. Technical progress in moleculer phylogenetics (SNP:
Single Nucleotide Polymorphism) will provide prospective contributions in clonal
assays of the present material.

February 2017, 104 pages
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1. GIRIS

Binlerce yillik farkli dongiilere sahip olan diinya iizerinde insan kaynakli etkiler de
hergegen giin artmaktadir. Giiniimiizde Birlesmis Milletler Niifus Fonu (United Nations
Population Fund-UNPFA)’nun verilerine gore 7,4 milyar kisiyi asan diinya niifusunun,
2100 yilinda 11,2 milyar kisiye ulasmasi 6ngoriilmektedir. Yine Birlesmis Milletler’in
kaynaklarina gore artan niifusun yeterli olarak beslenebilmesi i¢in onlimiizdeki 50 yil
icerisinde mevcut iiretimin ti¢ kati kadar daha iiretim yapilmasi gerekmektedir. Bu
kapsamda, Milenyum Kalkinma Hedeflerinde ve Ulusal Kalkinma Planlari’nda one
cikan arazi tahribatinin Onlenmesi ve tarim arazilerinin korunmasi hususlar1 biiyiik
onem tagimaktadir. S6z konusu arazi tahribatlarinin 6niine ge¢ilmemesi, gelecekte iklim
degisikligi ile beraber sadece ekonomik alanda degil sosyal alanda da biiyiik
problemlerin ortaya ¢ikmasina sebep olacaktir. Bu dogrultuda, 2015 yilinda Tiirkiye’de
gerceklestirilen UNCCD COP 12’de arazi tahribatinin dengelenmesi yaklasimi one

¢ikmig ve bu yaklasima yonelik hedeflerin olusturulmasi yoniinde kararlar alinmstir.

Uluslararas1 Gida Politikalar1 Arastirma Enstitiisii (International Food Policy Research
Institute-IFPRI) tarafindan yayimlanan 2016 Kiiresel Aclik indeksi (Global Hunger
Index-GHI)’ne gore Sahra Alti Afrika ve Giiney Asya’da ciddi seviyede, Dogu ve
Gilineydogu Asya, Kuzey Afrika, Latin Amerika ve Dogu Avrupa’da orta seviyede aglik
goriilmekte olup diinyada aglik orami ciddiyetini korumaya devam etmektedir. Hizli
niifus artisginin beraberinde getirdigi sorunlar sadece yeterli, dengeli ve saglikli olarak
beslenme olmamakla birlikte bir diger onemli sorun da ekonomik faaliyetlerin artmasi
sonucunda dogal cevrenin zarar gOrmesidir. Giinlimiizde stratejik alanlar olarak
tanimlanan tarim-gida, yakit ve finansman tiim hiikiimetleri ve uluslararasi kuruluslari
tretim ve dagitim konularinda kullanilan yontemler agisindan yeniden diisiinmeye

yonlendirmektedir.

Mevcut  beslenme  sorununun  giderilmesi  amaciyla  ekilebilir  alanlarin
genisletilmesinden ziyade birim alandan alinan {iriin miktarinin artirilmasi hususu
onemini korumaktadir. Bu nedenle, giiniimiize kadar uygulanan klasik 1slah yontemleri

sayesinde bitkisel iirlinlerin kalite ve miktarinda Onemli Olgiide gelismeler


http://www.iha.com.tr/search.aspx?mode=General&SearchText=%C3%BCretim

kaydedilmigtir. Ancak, s6z konusu islah yontemleri ile sonuglar uzun yillar siiren
caligmalar neticesinde elde edilmektedir. Ekonomik degeri yiiksek olan tarim
tirtinlerinin hem tiretim miktarin1 hem de kalitesini artirmak amaciyla uygulanan Klasik
1slah yontemlerinin gelistirilerek iyilestirilmesi ve daha etkin hale getirilmesi amaciyla
1slahta molekiiler yaklagimlarin uygulanmaya baslanmasi ile molekiiler genetik alaninda
yapilan calismalar giinimiizde ‘‘Bitki Biyoteknolojisi’> ve “Bitki Genetik
Miihendisligi” gibi kavramlar1 ortaya g¢ikarmistir. Bu alanda yapilan arastirmalarin
giinden giine artmasit ve bazi molekiiler genetik yontemleri ile 1slah g¢alismalarinin
birlikte uygulanmasi sonucunda ise mevcut c¢alismalarin ¢ok daha kisa bir siirede

tamamlanmas1 miimkiin olmustur.

Ulkemizde bitkisel iiretimde kaliteyi ve {iretimi artirmanin yami sira markalasmay1 ve
rekabetciligi tesvik etmeyi saglamak iizere, kendi sektorlerinde avantajli bulunan
tiriinlerde deger zincirlerinin tiim halkalarini igine alacak sekilde kiimelenmelerin
saglanmasi kapsaminda, iizim ve {iziim Uriiniine dayali sanayi konularinda ¢alismalar

surdirilmektedir.

Asma, kokeni milyonlarca yil dncesine uzanan diinyanin en eski bitkilerinden birisidir.
Asmanin en 6nemli tiirii olan Vitis vinifera L. bir iliman iklim kusag: bitkisi olup, en
ideal yetisme alanini diinyada 30°-40° Kuzey ve Giiney enlemleri arasinda bulmustur.
Diger yandan yapilan ¢alismalar, bagciligin Kuzey yarimkiirede 11°-53° kuzey enlem
dereceleri ve Giiney yarimkiirede ise 20°-40° giiney enlem dereceleri arasinda
yayildigini gostermistir (Oraman 1972, Agaoglu 1999). Akdeniz ve Yakindogu gen
merkezlerinin {izerinde yer alan, bagcilik i¢in son derece uygun iklim ve toprak
kosullarina sahip olan Anadolu, Vitis vinifera L’nin gen merkezi ve kiiltiire alindig1 yore

olarak kabul edilmektedir (Celik vd 1998).

Tiirkiye, diinya bagciliginda iiretim alani ve miktar1 agisindan 6nemli bir yere sahiptir.
Nitekim, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) niin verilerine gore diinyada yaklasik 7 milyon
(7.155.187) hektar alanda bagcilik yapilmakta olup, toplam yas tliziim iiretim miktari
yaklasik 77 milyon (77.181.122) ton’dur. (www. fao.org 2016). Tiirkiye de ise TUIK

verilerine gore iiretilen 4 milyon ton iiziimiin yaklasik 2 milyon tonunu sofralik iizlim,



1.536 bin tonunu kurutmalik tiziim ve 472 bin tonunu saraplik {iziim olusturmaktadir.
Diger yandan, iilkemizde bitkisel iretim i¢in kullanilan 23.763 bin hektar toplam tarim
alanmin, 435 bin (%1,83) hektar1 baglarla kaplidir. Bu kapsamda, diinyada bagcilik
yapilan alanlarin % 6,21’ini {ilkemiz bag alanlar1 olusturmakta olup, diinya yas {iziim

tiretiminin de % 5,19’una sahiptir (Anonim 2016a).

Diinyanin en kaliteli kurutmalik, sofralik, saraplik ve siralik iiziim c¢esitlerinin
yetistirildigi iilkelerden birisi olan Tiirkiye, bu bagcilik potansiyelinin yaninda, zaman
icersinde ortaya c¢ikmis cesit, tip ve klondan olusan zengin bir genetik ¢esitlilige
sahiptir. Son donemde yapilan bazi arastirmalarin bulgular1 da Anadolu’nun Vitis
vinifera L. tiirtiniin gesitlilik merkezi oldugunu kanitlamistir (Arroya-Garcia vd. 2006,
Ergiil vd. 2006). Buna karsin, s6z konusu g¢esitliligin korunmasi ve tanimlanmasi
yoniindeki caligmalarin yetersiz kaldigi goriilmektedir. Diger taraftan, bagciligin
gelistirilmesinde sorun teskil eden floksera, cesit-ana¢ standardizasyonu, sertifikali
fidan dretimi, terbiye sekli-budama, sulama, giibreleme, hastaliklar ile miicadele, hasat,
ambalajlama, depolama, kurutma teknikleri ve degerlendirme sekilleri konularinda

kaydadeger gelismeler olsa da anilan hususlar 6nemini korumaya devam etmektedir.

Bu baglamda, genetik cesitliligin en iyi sekilde degerlendirilmesi diger bir ifade ile
mevecut gen kaynaklarmin bilinmesi bagciligin {iretim asamalarinda biiyiik 6nem
tasimaktadir. S6z konusu gen kaynaklarinin degerlendirilme asamalar ise seleksiyon,
koleksiyon, tanimlama, istiin 6zellikli bireyleri se¢me ve degisik amagh kullanma

asamalarindan olusmaktadir.

Dettweiler ve Eibach (2003)’a gore diinyada belirlenen 18.500 iiziim ¢esidinin yaklasik
%70’i koleksiyonlarda yer almaktadir. Ulkemizde c¢esit koleksiyonlarinin
olusturulmasina yonelik caligmalar biiyiikk oranda tamamlanarak Tekirdag Bagcilik
Arastirma Enstitlisii biinyesinde 1436 cesit/tip i¢eren ‘‘Milli Koleksiyon Bagi™’
kurulmustur. S6z konusu koleksiyonun DNA diizeyinde tanimlanmasina ydnelik olarak,
2006 yilinda Miilga Tarim ve Kdyisleri Bakanhigi ve TUBITAK-KAMAG Kurum
Projesi (Proje No: 105G078) kapsaminda SSR markdrler kullanilarak (20 SSR lokusu)

veri tabanlar1 olusturulmustur. Diger taraftan, lilkemizde Manisa Bagcilik Arastirma



Enstitiisti'nde oldugu gibi 100-200 c¢esidi iceren koleksiyonlar da gelistirilme
asamasindadir. Ayrica, Milli Koleksiyon Bagi’nin bir replikasyonuda Manisa’ya
kurulmaktadir. Bu kapsamda, giliniimiize kadar yiiriitiilen seleksiyon ve koleksiyon
caligmalarinda Onemli asamalar kaydedilirken, iilkemiz bitki gen kaynaklarinin
tanimlanmasi1 amaci ile DNA diizeyinde yiiriitiilen ¢alismalarin sinirlt sayida oldugu ve
tanimlama caligsmalarinin agirlikli olarak tiirlerin morfolojik 6zelliklerine dayanan

ampelografik tanimlamalar diizeyinde kaldig1 goriilmektedir.

Klon Seleksiyonu ¢aligmalarin temelini 6zellikle dogal tomurcuk mutasyonlarindan,
viral etmenlerden, mitoz bdlinmede DNA eslesmesi (replikasyonu) sirasindaki
kaymalardan veya epistatik etkilerden kaynaklanan kalici degisimler olusturmaktadir
(Kester 1983). Nitekim, giliniimiizde mevcut baglarda yer alan ve vejetatif olarak
cogaltilan {liziim ¢esitlerinde morfolojik 6zelliklerde bir farklilasma olmadigi halde

farkli verim ve kalite 6zellikleri gosteren bireylere rastlanmaktadir.

Yiiksek bitkilerden olan ve diinyanin en eski bitki tiirlerinin yer aldigi Vitis cinsi
icerisinde, tiirler, cesitler ve daha kiiciik gruplar diizeyinde, gerek genetik gerekse
ekolojik anlamda dnemli bir agilim s6z konusudur. Ulkemizde yetistirilen ve ekonomik
oneme sahip olan bir ¢ok ¢esitte, klon seleksiyonu ¢alismalari tamamlanmis olup, istiin

ozelliklere sahip klonlar secilmistir.

Bu dogrultuda, iilkemiz bag bdlgelerinde yaygin olarak yetistiricili§i yapilan ve bu
onemleri sebebiyle popiilasyonlar: igerisindeki farkli genetik tiplerin ortaya konulmasini
amaglayan klon seleksiyonu c¢aligsmalarina konu olmus bazi Onemli {iziim
cesitlerimizden selekte edilmis tipler ve orjinalleri arasindaki c¢esit ici ampelografik
farklilik ve Dbenzerliklerin tespitiyle tescil edilerek iiretime kazandirilmasi
amaglanmakta, klon seleksiyonu yapilan cesitlerimizin ve seg¢ilen klonlarimizin
uluslararasi normlara uygun tanimlanmasi ve tescillerine dayanak teskil eden morfolojik

esasa dayal1 veri tabaninin olusturulmasi hedeflenmektedir.

S6z konusu genetik tanimlamalarin yapilmasi baglaminda, glinlimiizde bilimin en

onemli dallarindan biri olan modern biyoteknoloji, uygulamada gosterdigi hizli gelisme



ile dnemini her gegen giin artirmaktadir. Bitkide temel uygulama alanlarina bakildiginda
ise fonksiyonel genomik, yapisal genomik ve mutagenezis gibi dallanmalar
gostermektedir. DNA diizeyindeki farkliliklar1 degisik hassaslik oranlarinda ortaya
cikaran DNA markorler ile bitkilerin karakterizasyonlart bu uygulamalar igerisinde
Oonemli bir paya sahiptir. Son yillarda AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats) vb. markorler hizli teknolojilerle

kombine edilerek gen kaynaklarinin tanimlanmasi amaciyla kullanilmaktadir.

Bu calismada, {ilkemizde klon seleksiyonu yapilmis iizim cesitleri ve Amerikan asma
anacglar1 ile bunlara ait klonlarin DNA diizeyinde high-throughput teknoloji ile
tanimlanarak ¢esit ve klonlara ait kesin genotip sayilarinin belirlenmesi amaglanmuistir.
CEQ-8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter) kapilleri otomatik dizi analizi
aleti kullanilarak gerceklestirilen ¢alismada, referans gesitler de dahil olmak {izere
toplam 154 birey, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphsim) teknigi ile

tanimlanmastir.

Bahse konu AFLP tekniginde ozellikle, restriksiyon enzimleri (EcoRI/Msel) ve kesim
bolgelerine yonelik ikili (di) selektif primerler kullanilmistir. Calismada ayrica,
iilkemizde ekonomik Ooneme sahip olan iiziim c¢esitlerine ait se¢ilmis klonlarin genetik
karakterizasyonlarinda, klasik jel elektroforezine gore onemli avantajlara sahip olan

otomatik dizi analizi teknolojisinin kullanilmas1 yoniiylede ayr1 bir 6neme sahiptir.

Calismanin sonuglari, bir¢ok klon arasindan se¢ilen gen kaynaklarimizin, ampelografik
ozelliklere dayali uluslararas1 standartlara (IPGRI -International Plant Genetic
Resources Institute-Roma) gore tanimlanmalarini destekleyecek olan ve bu giine kadar
eksik kalan molekiiler diizeydeki karakterizasyonlari tamamlamanin yaninda, Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ve bagh arastirma enstitiilerinde bu gen kaynaklarini
koruma, etkin kullanma, tescil vb. faaliyetlerinde giivenilir olma ve ozellikle klon
bazinda daha sonraki calismalarda kullanilabilecek kalict DNA veri tabanlarmin

olusturulmasini saglama gibi ¢ok 6nemli katkilar da saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Bitkisel Uretimde Bagcilik

Kalkinma siirecindeki iilkelerde tarim sektorii milli ekonomi agisindan 6nemini daima
en list dlizeyde korumaktadir. Tarim sektorii i¢erisinde bulunan farkli tiretim alanlarinin

ve retilen tirtinlerin milli ekonomiye kattig1 degerlerde degiskenlik arz etmektedir.

Bitkisel tiretim sektoriinde rekabet giicliniin artirilmasi igin verimlilik artiginin
hedeflenmesi temel Onceliktir. Bu kapsamda, katma degeri yiiksek {iriinlerin
yetistirilmesine oncelik verilmesinin yani sira sertifikali tohumluk fidan iretiminin
yayginlastirilmasi, yerel ¢esitlerin korunmasi, biyoteknoloji, 1slah, ¢esit gelistirme, etkin
piyasa denetimi, Ar-Ge politikalarinin gelistirilmesi ve kamu ile 6zel kesimin etkin
isbirligi hususlari 6nemini korumaktadir. 2016 yilinda, tahil iiretiminde bir onceki
doneme gore yilizde 8,8 azalis beklenirken, yagli tohumlarda yiizde 3,7, sebze
iiretiminde yiizde 1,7 ve meyve lretiminde ylizde 6,1 artis olacagi tahmin edilmektedir

(KB 2017).

Meyve liretimi igerisinde genellikle en yiiksek paya iizim sahip olmaktadir. Ayrica, son
yillarda gelisim gosteren organik tarim sektdriiniin baslangicinda da Tiirkiye’de 1980’1
yillarda kuru iiziim gibi geleneksel {riinler liretilmeye baslanmis olup giin gectikce

thracat potansiyelinde artis gosterdigi bilinmektedir.

Bagcilik, sofralik, kurutmalik, saraplik ve diger degerlendirme sekilleri (sirke, pekmez,
pestil, recel, bulama, lokum, meyve suyu, hardaliye, sucuk, kofter, ezme ve diger
mamul iiriinler) ile ihracatta 6nemli bir yere sahiptir. Diger taraftan, istthdama, toprak

muhafazasina, insan sagligina kattig1 degerlerden dolay1 ayr1 bir dneme sahiptir.



2.1.1 Diinyada bagciik

Bagciligin cografi dagilimina bakildiginda, kuzeyde 11°-53° giineyde 20 °-40 ° enlemleri
arasinda hemen hemen tiim kitalara dagilmis durumda oldugu goriilmektedir. Ancak,
ozellikle 32°-40° giiney 34°-51° kuzey enlemleri arasnda yogun olarak kuzey
yarimkiirede toplanmistir. FAQ istatistiklerine gére Diinyada en biiyiikk bag alanlarina
sahip on iilkeler sirasiyla; Ispanya (944.200 ha), Fransa (760.615 ha), Cin (733.000 ha),
Italya (702.100 ha), Tiirkiye (468.792 ha), ABD (394.848 ha), Arjantin (233.721 ha) ,
Iran (220.836 ha), Sili (219.651 ha) ve Avusturalya (146.462 ha)’dir. Uretim miktari
acisindan ilk on iilke sirasiyla; Cin (11.650.024 ton), italya (8.010.364 ton), ABD
(7.744.997 ton), Ispanya (7.480.000 ton), Fransa (5.518.371 ton), Tiirkiye (4.011.409
ton), Sili (3.297.981 ton), Arjantin (2.881.346 ton), iran (2.046.420 ton) ve Avusturalya
(1.762.572 ton)’dir. Verim degerlerinde siralama ise; ABD (1.961 kg/da), Cin (1.589
kg/da), Sili (1.501 kg/da), Arjantin (1.233 kg/da), Avusturalya (1.203 kg/dea), italya
(1.141 kg/da), Iran (986 kg/da), Tiirkiye (856 kg/da), ispanya (792 kg/da) ve Fransa
(725 kg/da) seklindedir (Anonymous 2016a).

S6z konusu veriler incelendiginde, alan bakimindan s6z sahibi olan iilkelerin diinya
liziim idretiminin de o6nemli bir kismin1 verdikleri gozlenmektedir. Birim alandan
saglanan verim degerlerinde ise ABD ilk sirada yer alirken Ispanya ve Fransa son
siralarda yer almistir. Hasat edilen alan bakimindan ilk siralarda yer alan Fransa ve
Ispanya’nin bu verim diisiikliigii nedeniyle diger {iziim iireticisi iilkeler arasinda énemli

bir yer edinemedigi bilinmektedir.

Diinyada sofralik iiziim tiretimi 2014/2015 {iretim sezonunda yaklasik 20 milyon 637
bin ton iken, 2015/2016 sezonunda artis gostererek yaklasik 20 milyon 961 bin tona
ulagsmigtir. Ayni iiretim sezonlarinda, Giiney yarim kiire iilkelerinden Brezilya ve
Peru’da sofralik iizim iiretiminin artti1 ancak, G. Afrika, Arjantin ve Sili’de tiretimde
diisiis oldugu gozlemlenmektedir. AB’de ise az bir artis goriilmektedir. ABD’de bir

onceki sezona gore 28.348 tonluk bir artig ongoriilmektedir.



Cizelge 2.1 Dinyada sofralik {iztim dretimi {ilkeler bazinda (milyon ton)
(https://apps.fas.usda.gov 2016)

Arjantin 120.000 60.000
Avusturalya 110.000 110.000
Brezilya 1.450.900 1.460.000
Kanada 2.500 2.500
Sili 939,200 840,000
Cin 8.800.000 9.600.000
Avrupa Birligi 1.634.400 1.683.000
Hindistan 2.500.000 2.500.000
Japonya 57.500 57.500
Giiney Kore 260.000 260.000
Meksika 246.900 256.000
Peru 500.000 510.000
Rusya 99.300 90.000
Giiney Afrika 291.400 283.700
Tiirkiye 2.350.000 2.005.000
Ukrayna 320.000 260.000
ABD 955.302 983.650
Diinya 20.637.402 20.961.350

Diger taraftan, USDA verilerine gore diinya kuru tizim tretimi 2014/2015 iretim
sezonunda 1 milyon 251 bin ton iken, 2015/2016 iiretim sezonunda azalarak 1 milyon
197 bin tona gerilemistir. Ancak, 2016/2017 {iretim sezonunda tekrar 1 milyon 251 bin

ton seviyesine ulasmasi beklenmektedir.

Bununla birlikte, USDA’nin tahminlerine gére 2016/2017 sezonunda kuru {iziim
tiretiminde ABD 315 bin ton ile ilk sirada yer alirken, Tiirkiye 300 bin tonla ikinci
sirada yer almaktadir. Bu iki iilke diinya kuru {iziim iiretiminin %350’den fazlasini
gerceklestirmektedir. Sofralik {iziim iiretimi ile diinya birincisi olan Cin ise kuru {iziim
tiretiminde 185 bin ton ile ti¢lincii sirada yer almaktadir. Kuru {iziim iretiminde iklim
kosullarma bagl olarak artis ya da diisiisler goriilebilmektedir. Ornegin, ilkbahar gec
donlari, yagis rejimindeki farkliliklar, sel olaylar1 ve bilingsiz uygulamalar nedeni ile

kuru {iziim rekoltesinde ciddi kayiplar yaganabilmektedir.


https://apps.fas.usda.gov/

Cizelge 2.2 Diinyada

kuru Uzim Uretimi

(https://apps.fas.usda.gov 2016)

ulkeler bazinda

Afganistan 33.000 35.000
Arjantin 41.000 40.000
Avustralya 15.000 18.000
Sili 68.000 62.000
Cin 190.000 185.000
Avrupa Birligi 10.000 10.000
Iran 139.000 150.000
Meksika 10.000 10.000
Giiney Afrika 53.000 53.000
Tiirkiye 220.000 300.000
ABD 348.087 315.000
Ozbekistan 69.800 73.000
Diinya 1.196.887 1.251.000

(milyon

ton)

2.1.2 Kalkinma Planlar1 ve biyoteknoloji ile bagcilik

Tiirkiye, ekonomik, sosyal ve kiiltiirel alandaki kalkinma politikalarini1 1960’11 yillardan
itibaren kalkinma planlar1 ¢er¢evesinde siirdiirmektedir. Bu baglamda, giiniimiize kadar
yapilmis olan on adet Kalkinma Plani mevcuttur. Tirkiye’nin Kalkinma Planlari
incelendiginde, Bagcilik 6zelinde “Ugiincii Bes Yillik Kalkinma Plan1 (1973-1977)” ve
“Dérdiincii Bes Yillik Kalkinma Plan (1979-1983)”larinda Bitkisel Uretim ve
Meyvecilik Ozel Ihtisas Komisyon Raporlarinin Alt Komisyon Raporu olarak bagcilik
konusuna yonelik 6zel gruplar olusturulmustur. Bu dogrultuda, meyve {iretiminde

ozellikle de iiziim tiretimindeki gelismelerin yakindan takip edildigi goriilmektedir.

Genel anlamda tarimdaki gelismeyi anilan planlarda belirlenen hedeflerle tutarli bir
bitkisel

yiikseltilmesi, tarimda modern teknolojilerin yayginlagtirilmasi, mevcut kurumsal

sekilde siirdiirebilmek ig¢in, iretimde verimliligin artirilmasi, kalitenin

yapinin diizenlenmesi konular1 esas alinmstir.

Sekizinci Bes Yillik Kalkinma Plani (2001-2005)’ndan sonra, genetik miihendisligi ve
modern biyoteknoloji konularinin daha detayli bir sekilde ele alindigi bilinse de, bu


https://apps.fas.usda.gov/

konularla ilgili mevcut durum ve gelismelerin daha 6nceki plan donemlerinde de ele

alindig1 ve sonraki donemlere kaynak olusturdugu goriilmektedir.

Oyleki, Yedinci Bes Yillik Kalkinma Plami (1996-2000)’nda, modern biyoteknoloji
alan1 Oncelikli alanlardan biri olarak belirlenmis ve bu yonde gelistirilecek ulusal
politikalara yonelik ilke ve esaslara yer verilmistir. S6z konusu Plan siirecinde
hazirlanan Ulusal Cevre Stratejisi ve Eylem Plan1 (UCEP)’nda, iilkemizde biyolojik
cesitliligin korunmasi ve stirdiiriilebilir kullanimi1 i¢in stratejiler ve oncelikli eylemler
belirlenmistir. Ayrica, “Ulusal Biyolojik Cesitlilik Stratejisi Eylem Plan1” da bu stirecte
hazirlanmig olup, bahse konu Eylem Plani’nda bitki gen kaynaklarinin korunmasi ve
strdiiriilebilir  kullanimina yonelik olarak uluslararas1  yilikiimliliiklerin ~ yerine
getirilmesi hususu {izerinde durulmustur. Yine, bu kapsamda hazirlanan “Bitki
Cesitliliginin Yerinde Korunmasi Ulusal Eylem Plani”nda, tarimsal biyoteknolojinin
temeli olan Tiirkiye’nin bitki genetik ¢esitliliginin durumu belirlenmis olup kisa ve uzun
vadede bu ¢esitliligin korunmasi amaciyla gereken stratejiler tespit edilmistir. Bu
dogrultuda, korunmasi gereken alanlar belirtilerek bu alanlarin gen yonetim merkezi
olarak ilan edilmesinin gerekliligi ortaya konulmus olup, Tiirkiye’de genetik

kaynaklarin yonetimi i¢in yapilmast gereken hususlar detayli olarak belirlenmistir.

Sekizinci Bes Yillikk Kalkinma Plan1 (2001-2005)’nda, modern biyoteknoloji
uygulamalarindan kaynaklanabilecek olasi biyogiivenlik risklerinin en aza indirilmesi
icin biitlinciil bir yaklasimla yasal, kurumsal ve uygulamaya iliskin diizenlemeler
yapilacag1 ifade edilmistir. Ayrica, Biyogiivenlik Kanunu’nun c¢ikarilacagi, Ulusal
Biyogiivenlik Kurulu ve Biyoteknoloji Yiiksek Kurulu olusturulacag: ifade edilmistir.
Yanisira Plan’da Biyogiivenlik hususuna ayrica deginilmis olup bu ¢ercevede
“Biyoteknoloji ve Biyogiivenlik Ozel Ihtisas Komisyonu Raporu” hazirlanmistir. S6z
konusu Rapor kapsaminda, diinyadaki ve AB’deki gelismeler dogrultusunda,
Tiirkiye’de “Ulusal Molekiiler Biyoloji, Modern Biyoteknoloji ve Biyogiivenlik Atilim
Projesi” adinda bir eylem planinin hazirlanmasi tavsiye edilmis olup 6ngoriilen ulusal
stratejinin unsurlar1; Arastirma Altyapisi, Ar-Ge Calismalari, Uygulama ve Ekonomik

Yansimalar, Biyogiivenlik ile Toplumun Bilgilendirilmesi ve Tiiketici Haklar1 olarak
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belirlenmistir. Biyogiivenlik bashigr altinda ise GDO’lara iligkin birgok Oneri yer

almistir. Rapor’un biyoteknoloji ve biyogiivenlik hususundaki sonucu,

v" Modern biyoteknolojinin gelismesi, ancak molekiiler biyolojide arastirma
giiciiniin gelismesiyle ve sanayiye uygulanabilir sonuglarin elde edilmesiyle
miimkiindiir,

v Modern biyoteknolojinin toplumsal refaha katki saglamasi, ancak galismalarin

her asamasinda biyogiivenlik 6nlemlerinin alinmasi ile miimkiindiir

olmak tizere iki temel eksende 6zetlenmistir.

Dokuzuncu Kalkinma Plan1 (2007-2013)’nda, biyoteknoloji ve nanoteknoloji
konularmin ileriki yillarda 6ne ¢ikacagi ve oncelikli alanlar olarak desteklenecegi ifade
edilmistir'.  Onuncu Kalkinma Plani (2014-2018)’nda, biyoteknolojinin hizli gelisen
alanlar olarak 6ne ¢iktig1, nanoteknoloji ve biyoteknoloji alanlarindaki gelismelerin yeni
imkanlar sunmakla birlikte, ¢evre ve etik boyutlariyla da giindemde olacagi ifade
edilmistir®, Ayrica, genetigi degistirilmis organizma igerenler basta olmak tizere ileri
teknoloji kullanilarak iiretilmis iiriinlere yonelik biyogiivenlik dlgiitlerinin etkin olarak

uygulanacagi belirtilmistir.

Bu cer¢evede, modern biyoteknolojinin tarimda giin gectikge yayginlastigi ve dnemini
artirdig1 ifade edilebilir. Sektorel bazda ise Tiirkiye’nin dis ticaretinde biiylik onem arz

eden bagcilik alaninda s6z konusu ¢alismalar artarak devam etmektedir.

1 DPT (2007-2013):14,82.
? Kalkinma Bakanlig1 (2014-2018): 8.
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2.1.2.1 Tiirkiye’de bagcihik

Bagcilik, Tiirkiye’nin birgok bolgesinde cografi konum ve ekolojik faktorler
bakimindan optimal yetisme imkanlarina sahip olup gerek iiretim miktar1 gerekse

iiretim alan1 agisindan Tiirkiye tarimi ve ekonomisi igerisinde onemli bir yere sahiptir.

Gliniimiizde yetistiriciligi yapilan kiiltiir asmas1 (Vitis vinifera ssp. sativa ) ve yabani
(Vitis vinifera ssp. sylvestris) asmanin gen merkezi Anadolu’nun Kuzey Dogu
boliimiinti i¢ine alan Karadeniz ve Hazar denizi arasindaki Katkasya gecis bolgesi
(Transcaucasia), olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda, ¢ok zengin bir asma gen
potansiyeline sahip olan Tiirkiye mevcut potansiyelinin yaninda, zaman igersinde ortaya
¢1ikmis gesit, tip ve klondan olusan zengin bir genetik ¢esitlilige sahiptir. i¢ Anadolu ve
Dogu Anadolu’da yiiksekligi 1.500 mm’yi asan ydreler ile yillik yagisin 1.200 mm’nin
tizerinde oldugu Dogu Karadeniz bolgesi disinda kalan biitiin bolgelerde ekonomik
anlamda bagcilik yapilabilmektedir (Arroyo-Garcia vd. 2006, Ergiil vd. 2006).

Cizelge 2,3’te yer alan TUIK’in 2016 yili verilerine gore iilkemiz bag alanlarmin
yaklasik % 46°sinde sofralik iiziim iiretimi yapilmaktadir. Uretilen toplam iiziimiin ise
yaklasik %50’si sofralik {iziimdiir. Bolgeler bazinda sofralik iziim tretiminde ilk iki
siray1 Ege ve Akdeniz Bolgeleri almakta, bunlar1 Glineydogu ve Ortagiiney Bolgeleri
izlemektedir (Celik vd. 2010).

Uretilen {iziimiin yaklastk % 38’i ise kurutmalik olarak degerlendirilmektedir.
Tiirkiye’de iiretilen kuru tiziimiin yaklasik olarak %75’ini ¢ekirdeksiz kuru {iziim
olusturmaktadir. Cekirdeksiz kuru {iziim iiretiminin tamamini, Ege Bolgesinde basta
Manisa olmak iizere Denizli ve Izmir illerinde hakim tek cesit olarak yetistirilen,

Sultani tiztimii saglamaktadir (Celik vd. 2010).

12



Cizelge 2.3 Tiirkiye’de iizim iiretim alan ve miktarlar1 (www.tuik.gov.tr 2016)

Alan (Dekar) Uretim (Ton)

Toplam Sofrahk Kurutmahk Saraphk
2006 5138 351 4 000 063 2 060 167 1495 697 444 199
2007 4 846 097 3612781 1912539 1217 950 482 292
2008 4 827 887 3918442 1970 686 1477471 470 285
2009 4790 239 4264720 2 256 845 1531987 475 888
2010 4777 856 4 255 000 2 249 530 1543 962 461 508
2011 4725 454 4296 351 2 268 967 1562 064 465 320
2012 4622 959 4 234 305 2219813 1613833 400 659
2013 4687 922 4 011 409 2132602 1423578 455 229
2014 4670929 4 175 356 2166 749 1563 480 445 127
2015 4619 557 3650 000 1891910 1334 563 423 527
2016 4 352 269 4 000 000 1990 604 1536 862 472 534

Cekirdekli kuru tiziim tiretiminde ise ilk sirayr1 Dogu Akdeniz (Gaziantep ve Kilis) ve
Gilineydogu (Adiyaman “Besni ilgesi”, Mardin, Diyarbakir) bolgeleri almaktadir. Bu
bolgenin O6nemli ¢ekirdekli kurutmalik cesitleri ise; Besni, Rumi, Dimiski, Kerkiis
(Beyaz), Sergi Karas1 ve Horoz Karasi’dir (Renkli). lkinci énemli bdlge Ortagiiney
tarim bolgesidir. Bu bdlgede Nevsehir ve Konya iki 6nemli iiretici il durumundadir.
Nevsehir ilinin en 6nemli ¢ekirdekli kurutmalik ¢esidi olan Karadimrit, ilin volkanik
tiiflerinden olusan toprak yapisina ¢ok iyi uyum saglamistir. Konya ilinde ise Eksi Kara
ve Gog Uziim iki 6nemli yerel cesittir. Cekirdekli kurutmalik olarak degerlendirilen bir

diger gesit ise Cal Karas1’dir.

Bununla beraber, iiretilen 4 milyon ton iiziimiin yaklagik %11°i saraplik olarak
tiretilmekte olup yerli ¢esitlerden ekolojisi Ankara olan Kalecik Karasi, ekolojisi Elazig
ve Malatya olan Okiizgdzii, ekolojisi Diyarbakir olan Bogazkere énemli kirmiz1 saraplik
cesitler arasinda yer almaktadir. Beyaz saraplik ¢esitlerden ise Tokat yoresinde Narince,

Kapadokya yoresinde ise Emir ¢esitleri dnemini korumaktadir.
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2.2 Asma Islah1 ve Cesit Gelistirme

Bitki 1slahinin amaci dogada kendiliginden meydana gelen veya ¢esitli yollarla yapay
olarak elde edilen kalitsal varyasyonlardan yararlanarak yetistiriciligi yapilan bitkilerin
ekonomik degerlerinin artirilmasidir. Darwin (1857)’in kendileme etkileri ve evoliisyon
teorisi, Mendel (1866)’in kaliim kurallari, Weissmann (1892)’in kalitimin genetik
esaslarinin cinsiyet hiicrelerindeki kromozomlarda bulundugunu ve kromozom
sayilarinin rediiksiyona ugramasi ile yavru dollerde acilmanin gorildiigiinii agiklamasi,
Johannsen (1903)’in ar1 d6l ve mutasyon teorisi, Lineus (1935,1953)’un bitkilerin
smiflandirilmasina iligkin ¢alismalart modern bitki 1slahinin temelini olusturmaktadir

(Ozgen ve Sehirali 2002).

Bitki 1slahinda basari elde edilebilmesi i¢in dncelikle etkin, dogru ve hizli bir seleksiyon
yapilmasi gerekmektedir. Bilindigi iizere, genotip ve cevre etkilesiminden dolay1 sz
konusu uygulama kolay olmamaktadir. Bu sorunu agmak i¢in arastiricilar tarafindan

markor destekli seleksiyon gelistirilerek uygulamaya konulmustur.

Iliman iklim kusagi bitkisi olmasma ragmen, farkli iklim kosullarina adaptasyon
yetenegi yiiksek olan asma, diinya iizerinde genis bir alanda yayilim gdstermesi ile tiir
ve cesit zenginligine sahip olmasi dolayisiyla da temel taksonomik ve genetik

caligmalarin yogun bir sekilde stirdiiriildiigii cok yillik bir kiiltiir bitkisidir.

Misir’da bagcilik ile ilgili bulunan belgeler bu kiiltiiriin binlerce y1l dncesinden beri var
oldugunu kanitlamaktadir. Hazar Denizi ile Karadeniz arasinda dogal olarak yetisen
tiziimler kiiltiir asmas1 olarak bilinen V.vinifera L.’nin atasi sayilmaktadir. Buradan
Yakin Dogu ve Akdeniz sahillerine ulasan asmanin daha sonra i¢ kisimlara gotiiriildiigii
bilinmektedir. Daha sonra, Roma Imparatorlugu zamaninda Fransa’nmin Rhone River
Valley ve Kuzey’de de Rhine ve Moselle vadilerine kadar yayilis gostermistir.
Onbesinci yiizyilda bagcilik Madeira ve Kanarya adalarinda yayilmaya baslamis daha
sonra Giiney Afrika, Giliney Amerika ve Avustralya’ya gitmistir. Onsekizinci ylizyilin
sonlaria dogru ilk olarak saraplik liziimler Meksika’dan Kaliforniya’ya getirilmistir

(Celik vd 1998).
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Vitaceae familyast 14 cins ve 1000°den fazla tiirden olusmaktadir. Bunlar igerisinde
insanlar tarafindan tiiketime konu olan cins Vitis’dir. Vitis cinsi iki alt cinse ayrilir: ilki
Muscadinia (2n=40), ikincisi ise Euvitis (2n=38). Euvitis alt cinsi halihazirda
tiikkettigimiz iiziim ¢esitlerini icermekte olup bu cinse ait ¢esitler arasinda melezleme
calismalar1 daha kolay yapilabilmektedir. Muscadinia ile Euvitis tiirlerine ait gesitler
arasinda melezleme yapmak kromozom sayilar1 dolayisiyla daha zor olmaktadir. Yabani
asma iki alt tiire ayirilmaktadir. Bunlardan ilki Vitis vinifera ssp. sylvestris Gmel’in gen
merkezini Giiney ve Orta Avrupa, Kuzey Bati Afrika, Bati Anadolu ve Filistin
olusturmaktadir. ikincisi ise Vitis vinifera ssp. caucasia olup, Rusya’nin giineyinde
Kafkasya, Anadolu, Iran ve Tiirkmenistan’da yetismektedir. Bunlardan Vitis vinifera
ssp. sylvestris ormanlarda agaglara sarilarak yasayan iki evcikli bir bitkidir (Fidan 1985,
Celik vd. 1998, Agaoglu 1999).Asmanin ilk kiiltiire alindigi tarihlerden bu yana
bagcilik alaninda yapilan ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugunda temel amag kalitesi yiiksek

ve daha bol iiriin elde etmek olmustur.

Bagcilik kiiltiiriine baglanildiktan sonra gekirdekten yetistirilen omcalarda, fertler
arasinda biiyiik farklililk g6zlenmesi ve bircogunun 0Ozelliginin istenilen seviyede
olmamasi nedeniyle, aralarindan sadece iyi Ozellikte olanlarin yetistirilmesi igin
birtakim yollar aranmistir. Bu dogrultuda, celik ve daldirma gibi vejetatif yollarla
cogaltma yontemleri ortaya c¢ikmistir. Asma celikleri ile yeni baglarin kurulmasi
yontemiyle ve hastaliklardan ari verimli omcalarin kullanilmasi halinde daha iyi
sonuglar alindig1 gdzlenmis ve yeni bag tesis edilirken bu hususa dikkat edilmistir. Ilk
yazili belgelere gore Columella’nin M.O. 50 yillarinda iyi omcalardan ¢ubuk almarak
tiretimin bu ¢ubuklarla yapilmasini 6nermesi yukaridaki goriisii dogrulamaktadir (Fidan

1985, Agaoglu 2002).

Asma 1slah1 temelde 19’uncu yiizyilin ikinci yarisindan itibaren 6nemini artirmig olup
uygulamada sistemli bir yol izlenmeye baglanmistir. Ancak, 1850’li yillarda
Amerika’dan getirilen ¢esitlerle kiilleme (Uncinula necator), Fransa baglarina
bulastirilmistir. S6z konusu hastaligin neden oldugu zarari kontrol altina almak
amaciyla dayanikli goriilen ve ABD’den getirtilen materyaller ile 1860’11 yillarda

filoksera (Phylloxera vastatrix radicicola), sonrasinda ise mildiyé (Plasmopara
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viticola) zararl1 ve hastalig1 da Avrupa’ya giris yaparak kisa bir zamanda mevcut baglari

kullanilamaz duruma getirmeye baslamistir (Buchanon ve Amos 1992).

Ilerleyen zamanda, kimyasal yollarla kiilleme (Uncinula necator) ve mildiyd
(Plasmopara viticola) hastaliklar1 ile miicadele etmek miimkiin oldugu halde, filoksera
zararlisi ile kimyasal olarak miicadele etmenin miimkiin olmadigi anlasilmistir. S6z
konusu zararlinin meydana getirdigi tahribat oransal olarak ¢ok yiiksek seviyelere
ulagsmis ve Avrupa’daki mevcut baglarin yaklasik yiizde 75°i kuruyarak kullanilamaz
hale gelmistir. Bu kapsamda, Filoksera zararlisina kars1 ¢ok hassas olan kiiltiir asmasi
Vitis vinifera L. ile bagciligin yapilmasimin mimkiin olmadig1 goriilerek, filoksera
zararlisinin mevcut oldugu yerlerde arastiricilar tarafindan farkli yollarin arayisina
baslanmistir. Gelinen noktada, Avrupa’ya ABD’den ithal bazi tiirler getirilmistir.
Ancak, s0z konusu tiirlerin verim ve kaliteleri istenilen diizeyde olmadig: i¢in bazi lider
tireticiler sayesinde asilama teknigi uygulanmaya baslanmistir (Agaoglu vd 1998,

Granett vd 2001).

Boylelikle bagciligin bu yeni déneminde ABD’den getirilen tiirlerden bazilar1 (Vitis
riparia, Vitis rupestris, Vitis berlandieri, Vitis labrusca vb.) ana¢ olarak kullanilmaya
baslanmistir. Yapilan ¢aligmalarla zaman gegtikge bahse konu tiirlerin 6zellikleri daha

Iyi 6grenilmis, olumlu ve negatif yanlari ortaya ¢ikarilmstir.

Bu dogrultuda, Vitis berlandieri’nin kirece en toleransli ana¢ olmasina ragmen
koklenme ve asi tutma kabiliyetinin diisiik oldugu; kuvvetli bir anag¢ olan Vitis
rupestris’in filokseraya ¢ok dayanikli oldugu ancak tizerine asili ¢esitlerde tane silkmesi
yaptigi; Vitis riparia’nin filokseraya dayanikl, kisa vejetasyon siireli ve asi tutma
oraninin iyi olmasina ragmen kuraktan zarar gordigii ortaya konulmustur. Diger
taraftan, Vitis labrusca’nin filokseraya karsi ¢ok dayanikli olmadigi, ayrica yukarida
belirtilen diger Amerikan tiirlerinin Vitis vinifera L.’ye gore koklenme oraninin daha

zayif oldugu gozlenmistir (Ergiil 1992).

Yapilan yogun calismalar neticesinde, saf Amerikan tiirleri i¢erisinden bagcilik igin en

uygun olanlarinin segilmesi veya bu tiirlerden iyi 6zellikleri birlikte tasiyan daha genis
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adaptasyon ve afinite kabiliyetine sahip yeni gesitlerin elde edilmesi veya Amerikan
asma tirlerinin Vitis vinifera L. ile ve birbirleriyle kombine edilmesi fikri ortaya
cikmustir (Ergiil 1992, Agaoglu vd. 1998).

Bu anlamda 6ncelikli 1slah ¢alismalariin temelini ise, filoksera zararlisina en dayanikli,
adaptasyon kabiliyeti genis olan ve Vitis vinifera L. ile uyusmasi iyi olan, yiliksek
oranda koklenen Amerikan tiirlerini tespit etmek, s6z konusu tiirler arasinda amaca en
uygun olanlar1 segmek, tiirler aras1 veya bu tiirlerle Vitis vinifera L. arasinda melezleme
calismalar1 yaparak arzu edilen 6zelliklerin kombine edildigi yeni asma anaglarini elde
etmek, yine filoksera zararlisina, kiilleme (Uncinula necator)’ye, mildiyé (Plasmopara
viticola)’ye dayanikli ve Vitis vinifera L.’nin verim ve kalite 6zelliklerini gosteren yeni

cesitler elde etmek olusturmustur (Alleweldt 1997).

Daha sonraki 1slah ¢alismalarinda, mevcut arastirmalara ek olarak verim artis1 oncelikli
olmak tizere, kalitenin iyilestirilmesi, ¢ekirdeksizlik, olgunlagsma zamaninin erkene veya
gece alinmasi, kuraklik, soguk gibi anormal iklim kosullarina dayaniklilik vb. konulara

odaklanilmistir (Fidan 1985, Eris 1992, Ergiil 1992, 1997).

Filoksera, asma yaprak ve kokleri ile beslenen bag zararlilarindandir ve bagciligin
yapildigr iilkelerde temel problemlerden biridir. Filokseraya dayaniklilik konusunda
Vitis vinifera L. tiirleri ve Amerikan asma tiirleri yaprak ve kok bazinda farklilik
gostermektedir. Amerikan asma tiirleri filokseranin kok formuna dayanikli iken, Vitis
vinifera L. tiirlerinin yaprak formuna dayanikli olmasi (Buchanon ve Amos 1992)
bagcilikta Amerikan asma anaglarinin kullanimini zorunlu hale getirmistir. Anaglarin
kurak ve tuz stres kosullarina karsi dayanakliligi anaca gore degismekle birlikte
cesitlerlerle karsilastirildiginda 6nemli derecede diisiiktiir (Mullins vd. 1992). Genotip
diizeyinde bakildiginda 110R, 140Ru, 99R anaglar kuraga daha toleransli bulunurken,
5BB, 5C, SO4 gibi anaglarin kurak tolerans1 yoniinden zayif oldugu, tuzlu alanlarda ise
en toleransl anaglarin basinda 1616C gelirken 41B’nin tuza ¢ok hassas oldugu 6zellikle
bildirilmistir (Howell 1987). Kullanimi zorunlu hale gelen anacglarin bu streslere
hassasliklari, liziimde verime, iiziim iriinlerinde (6zellikle sarap) ise kalite kaybina

neden olmaktadir (Bakir 2012).
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Diinya’da yaklasik 7 milyon hektarlik bir alanda, kuraga kismen, yiiksek tuza ise orta
derecede tolerans gosteren Amerikan asma anaglari tizerine asili dayanikli (Matthews ve
Anderson 1988, Matthews vd. 1990, Prior vd. 1992, Sipiora ve Granda 1998, Esteban
vd. 1999, Esteban vd. 2001; Kennedy vd. 2000, Mullins vd. 1992) Vitis vinifera L.
(kiltiir asmasi) cesitleri ile bageilik yapilmaktadir. Filoksera’ya dayaniklilik amaci ile
bagcilikta zorunlu olarak kullanilan asma anaglarmin iki stres kosuluna karsi
dayanaklilig1 ise; anaglara gore degismekle birlikte cesit dayanikliligina goére onemli
derece diisiiktiir. Vitis vinifera L. gesitleri genel olarak kuraga “dayanikli” ve tuza “orta
dayanikli (3.0 g/kg)” olarak, Amerikan asma anaglarindan ise V. berlandieri X V.
riparia Kober 5SBB kuraga “hassas” V.vinifera var. Chasselas X V. Berlandieri 41B tuza
“ hassas” olarak bilinmektedir (Galet 1979, Howell 1987). Anaclarin bu streslere
hassasliklari, iizimde verime, liziim iirlinlerinde (6zellikle sarap) ise kalite kaybina
neden olmaktadir. Tiire yonelik genetik ve biyoteknolojik ¢alismalarda 6nemli agsamalar
kaydedilmis olmakla birlikte diinya bagciliginin en onemli sorunlarindan birisi olan
anaglarin kurak ve tuzluluk stresine dayanikliligina yonelik biyoteknolojik caligmalar

baslatilmamustir (Bakir 2012).

Tiirkiye’de tiziim ¢esit koleksiyonlarmin olusturulmasi amaciyla yapilan calismalar
neticesinde belirlenen 1606 iiziim g¢esidinin bir araya getirilmesi ¢aligmalar1 biiylik
Olciide tamamlanmistir. Bu dogrultuda, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii
biinyesinde 1150 tiziim ¢esidini i¢eren “Milli Koleksiyon Bag1” kurulmustur. Akabinde,
anilan koleksiyondaki ¢esitlerin DNA diizeyinde tanimlanmasina yonelik arastirmalar
yapilmistir (Ergiil vd. 2002, Selli vd. 2007). Bununla beraber, s6z konusu 1150 ¢esidin
SSR markérler kullanilarak tanimlanmasina yonelik Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisti’'nde 20 SSR lokusu ile veri tabanlar1 olusturularak, hem ¢esit koruma hem de

uluslararasi veri karsilagtirmasina olanak saglanmistir (Ergiil vd. 2006).

Ayrica Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii'nde 1973 yilinda
baslatilan “Melezleme yolu ile yeni sofralik tiziim ¢esitlerinin elde edilmesi” projesinin
ilk asamasi 1995 yilinda tamamlanmis ve 7 ¢esit tescillenerek iilkemiz bagciligina
kazandirilmistir. “Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii’nde 2001 yilinda baslamis olan

melezleme yoluyla yeni ¢esit gelistirme caligmalarinda, ilk olarak klasik melezleme ve
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embriyo kiiltiirli yontemiyle Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinin ana ebeveyn olarak
kullanildig1 ¢aligmalar yapilmistir. 2005 yilinda ¢ekirdekli cesitlerle baslatilan
melezleme caligmalar1 sonucunda elde edilen melezlerin degerlendirilmesine 2008

yilinda baglanmistir (Anonim 2016c¢).

Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitlisi  blinyesinde 2015 yilinda sonuglanan
“Melezleme Yoluyla Erkenci ve Son Turfanda Uziim Cesitlerinin Elde Edilmesi
Projesi’nde asma 1slahinda Tiirkiye ve diinyada elde edilen ¢esitlere yonelik derlemeler

cizelge 2.3 - 2.4’te sunulmustur.
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Cizelge 2.3 Tiirkiye’de 1slah ¢alismalari ile gelistirilmis Sofralik tiziim gesitleri

Trakya Ilkeren Alphonse Lavallee X Perlette 1991 Tekirdag BAE
Baris Cardinal X Beauty Seedless 1991 Tekirdag BAE
Recel Uziimii (2XB-56) Elhamra X Perlette 1993 Tekirdag BAE
Tekirdag Cekirdeksizi Alphonse Lavallee X Sultani 1991 Tekirdag BAE
Giiz Uziimii (3XA-261) Emperor X Sultani 1993 Tekirdag BAE
Giiz Giilii Kirmizi Sam X Baris 2011 Tekirdag BAE
Bozbey Queen X Beauty Seedless 2011 Tekirdag BAE
Tekirdag Sultam Italia X Superior Seedless 2011 Tekirdag BAE
Tekirdag Misketi Iskenderiye Misketi X Sultani 2011 Tekirdag BAE
Ergin Cekirdeksizi Beyrut Hurmasi X Perlette 1991 Yalova ABKMAE
Ata Saris1 Beyaz Cavus X Cardinal 1990 Yalova ABKMAE
Yalova Misketi Royal X Perle de Csaba 1990 Yalova ABKMAE
Yalova Cekirdeksizi Beyrut Hurmasi X Perlette 1990 Yalova ABKMAE
Yalova Incisi Honiisti X Siyah Gemre 1990 Yalova ABKMAE
Uslu Honiisii X Siyah Gemre 1990 Yalova ABKMAE
Pembe 77 A.Lavallee X M. Reine des 2012 Yalova ABKMAE
Vignes

Atak 77 Beyaz Cavus X H. Misketi 2012 Yalova ABKMAE
Ismetbey Siyah Gemre X Royal 2012 Yalova ABKMAE
Yalova Beyazi Beyaz Cavus X Cardinal 2013 Yalova ABKMAE
Samanci Cekirdeksizi Beyaz Sam X Perlette 2013 Yalova ABKMAE
Arifbey Beyaz Sam X Miiskiile 2013 Yalova ABKMAE
Sultan 1 Sultani Cekirdeksiz tipleri 2011 Manisa BAE
Manisa Sultam Sultani Cekirdeksiz tipleri 2011 Manisa BAE
Sultan 7 Sultani Cekirdeksiz tipleri 2011 Manisa BAE
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Cizelge 2.4 Diinyaca kabul gérmiis sofralik melez {iziim gesitleri

Victoria Cardinal X Hafizali Romanya
Italia Bicane X Hamburg Misketi Italya
Red Globe (Hunisa x Emperor) x (Hunisa x Emperor ABD
x Nocera)

Cardinal Flame Tokay X A.Lavallee ABD
Crimson Emperor X C33-199 ABD
Seedless

Flame Seedless (Cardinal X Thompson Seedless) X (Red ABD

Malaga X Tefafini Ahmer) X (Iskenderiye
Misketi X Thomson Seedless)

M.Palieri A Lavallee X Red Malaga Italya
Sugraone Superior Cardinal X? ABD
Seedless
Black Magic Makedonya
Perlette Scolokertek (Reine des Vignes) X ABD
Sultanina
Ruby Seedless = King's Emperor x Sultana Moscata ABD
Ruby
Autumn King A61-20 X B99-131 ABD
Autumn Royal Autumn Black X C74-1 ABD
Princess Crimson Seedless X B40-208 ABD
Scarlet Royal * C 33-30 X C 51-63 ABD
A.Lavallee Riberier, Hamburg Misketi X Kharistvala Kolkhuri
Ribier
Beauty Scolokertek (Reine des Vignes) X Black ABD
Seedless Kishmish
Red Seedless Emperatriz | Emperor X Thompson Seedless Avrjantin
Centennial Gold X Q25-6 (F2 de Emperor x Italia) ABD
Seedless
Kyoho Centennial X Ishihara Wase Japonya
Hamburg Schiava Grossa x Muscat of Alexandria Almanya
Misketi

* Embriyo kurtarma teknigi kullanilarak elde edilmistir.

Diger taraftan, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii tarafindan 2016 yilinda 7 sofralik
cesit daha tescil edilmis olup s6z konusu gesitlere ait bilgiler cizelge 2.5°te yer
almaktadir. Anilan Enstitillerde c¢esit gelistirme calismalarina devam edildigi

bilinmektedir.
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Cizelge 2.5 TBAE tarafindan 2016 yilinda tescil edilen sofralik ¢esitler

KEBELI
(Ribol x Giiz Uzlimii melezi)

Tane ozellikleri

(Ribol x Giiz Uziimii melezi)

Renk Sari-Yesil
Sekil Silindirik
Biiyiikliik Iri
Cekirdek Cekirdeksiz

A\ . -
CENGIZBEY

Tane ozellikleri

Renk Kirmizi-Gri

Sekil Basik Yumurta
Biiyiikliik Iri

Cekirdek Yumusak Cekirdekli
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Cizelge 2.5 TBAE tarafindan 2016 yilinda tescil edilen sofralik gesitler (devam)

OZER BEYAZI
(Ribol x Giiz Uziimii melezi)

Tane ozellikleri

Renk Sari-Yesil
Sekil Dar Eliptik
Biiyiikliik Iri
Cekirdek Cekirdeksiz

GURNIL
(Italia x Recel Uziimii melezi)

Tane ozellikleri

Renk Koyu kirmizi
Sekil Silindirik
Biiyiikliik Iri

Cekirdek Cekirdekli
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Cizelge 2.5 TBAE tarafindan 2016 yilinda tescil edilen sofralik gesitler (devam)

GONULCELEN
(Italia x Recel Uzlimii melezi)

Tane ozellikleri

Renk Koyu kirmizi menekse
Sekil Yuvarlakca

Biiyiikliik Iri

Cekirdek Yumusak Cekirdekli

EMIRALI
(Cmarli Karas1 x Tekirdag
Cekirdeksizi melezi)

Tane ozellikleri

Renk Mavi Siyah

Sekil Basik Yumurta

Biiyiikliik Cok Iri

Cekirdek Cekirdekli
=K

SULEYMANPASA BEYAZI
(Amasya Beyazi x (16 x A-101)
melezi)

Tane ozellikleri

Renk Sari-Yesil
Sekil Yuvarlakca
Biiytiklik Orta
Cekirdek Cekirdeksiz
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2.2.1 Islah yontemleri

Seleksiyon 1slahi

Mevcut bir populasyon igerisinden diger bireylere gore nispeten iyi olanlarin secilmesi
veya nispeten kotii ozellikte olanlarin ayrilmasi yontemi “seleksiyon 1slahi” olarak
adlandirilmaktadir. Asma da diger meyve tiirleri gibi vegetatif olarak ¢ogaltilmakla
birlikte bir ¢esitten elde edilen bitki toplulugu bazi 6zellikler bakimindan incelendigi
zaman bireyler arasinda farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklar genel olarak
cevre sartlari, mutasyonlar, klonlarin farkli orjinden gelmis olmalari, viriis

enfeksiyonlar1 vb. nedenlerden ortaya ¢ikabilmektedir.

Halihazirda Tirkiye’de yetistirilmekte olan ve birgogu standart ¢esit olarak kabul edilen
lizim cesitleri, degisik yontemlerle uzun yillar siiren seleksiyon 1slah1 sonucu se¢ilmis

olan c¢esitlerdir.

Asma 1slahinda 6nem arz eden ve yaygin olarak kullanilan “Klon Seleksiyonu”
yonteminde amag en verimli, kaliteli, saglikli ve ismine dogru bireylerin se¢ilmesi ve bu
bireylerden elde edilen ¢ogaltim materyalleri ile baglarin tesis edilerek iiretimin
artirilmasi ve kalitenin ylikseltilmesidir. Ticari 6neme sahip lizim ¢esitlerinin verim ve
kalite Ozelliklerinin kalici olarak yiikseltilmesi klon seleksiyonu ile miimkiin

olabilmektedir.

Klon, “Kokeni tek bir fert olan ve bu fertten tamamen vegetatif yollarla ¢ogaltilmus,
genetik yap1 bakimindan bir 6rnek materyal” olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2016c¢).
Bagcilikta klon seleksiyonu ¢alismalarimin I. asamasinda (klon bas omcalarinin
belirlenmesi) toptan (Mass) seleksiyon yontemi kullanilmaktadir. Calismanin ilk yilinda
c¢esidin istenilen arzulara gore (verim, salkim sekli, salkim ve tane biiyiikliigii, SCKM,
erkencilik vb.) fiistlin Ozellikleri olan omcalar isaretlenmektedir (Pozitif toptan
seleksiyon). Ornegin ilk seleksiyon caligmalarinda verim dikkate alindigindan sadece

dogus oranlarina bakmak i¢in salkim ve siirgiin sayimlar1 yapilmistir. Daha sonra 3-5 yil
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boyunca (standart olarak 3 yil yapilmaktadir) gelisme bozuklugu, hastalik varligi,
kalitede degisimler gibi nedenlerle isaretli omcalarda eliminasyonlar yapilmaktadir
(negatif toptan seleksiyon). Ug yil verileri degerlendirilerek 20-40 adet klon bas omcas1
secilmektedir. Bunlarda gerek duyulursa Agrobacterium vitis viriis testleri yapilarak II.
asamaya gecilmektedir. Burada her klon adayindan 10-12 omca olacak sekilde bir
tekerriirlii Klon Koleksiyon Bagi (II. asama, A asamasi) asamasina gecilmektedir. Farkl
yerlerden toplanmis ve cevre faktorlerinin ayni oldugu ortamda yetistirilen klon
adaylarinda daha ayrintili veriler alinmaktadir (goz, siirgiin, somak, salkim sayisi, suda
¢ozilinebilir kuru madde, asitlik, verim, budama artig1 agirhigr vb.). II. asama Dikim ile
beraber genelde 6-8 yil siirmektedir (bes verim yili degeri alinir). Bu asamadaki
degerlendirmeler sonucunda secilen 5-6 adet klon adayi ile 4 tekerriirlii olarak Klon
Mukayese Bagi (III. asama, B asamasi) asamasina gecilmektedir. Bu asamada da
¢esidin degerlendirme sekline gore ayrintili veriler alimarak sonugta 1-3 adet klon
secilmekte ve bunlarda arindirma caligsmalar1 yapilmaktadir II. ve III. asamalar teksel

seleksiyon (saf hat seleksiyon) olarak kabul edilmektedir (Gokbulut 2014).

Tiirkiye’de bagcilikta seleksiyon ¢alismalar1, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bag-
Bah¢e Boliimiinde 1972 yilinda Ankara’nin Kalecik ilgesinde Kalecik Karasi tiziim
cesidinde toptan seleksiyon caligmasi olarak baslatilmis ve 3 yilin sonunda 45 klon bas
omcas1 secilmistir. Daha sonra elde kalan 23 klon aday: lizerinde 1983- 1989 yillarinda
Kalecik ve Tekirdag kosullarinda gerceklestirilen teksel seleksiyon ¢alismasi
sonucunda, Kalecik kosullari igin 12 ve 21, Tekirdag kosullari igin ise 10, 12 ve 13 nolu
klonlar onerilmistir (Fidan vd 1986, 1991, Shidfar 2014).

Tiirkive’de Klon Calismalarinin Mevcut Durumu

Tirkiye’nin cesitli bag bolgelerinde yetistirilen ve bolge sartlarina iyi adapte olmus,
ekonomik degeri bulunan {ziim cesitlerinden klon seleksiyonu uzun yillardir
yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar “Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii” 0 donemdeki
ismiyle “Tekirdag Deneme Istasyonu Miidiirliigii” tarafindan 1959-1962 yillari arasinda
dort yil siiren ¢alismalar sonucu segilen 39 adet Kober 5BB, 27 adet 8B, 34 adet Rup.

du Lot klonlariyla “klon koleksiyon ana¢ligi”nin kurulmasidir. 1963 yilinda ise
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“Bulasik Soysuzlasmadan Ari As1 Kalemi Temin Etmek I¢in Klon Damizlik Baglari
Tesis Etmek Uzere Klon Secimi” projesi adi ile baslayan daha sonraki yillardaki adi
“Viriis Hastaliklarindan Ari As1 Kalemi Temin Etmek i¢in Klon Damizlik Baglar1 Tesis
Etmek Uzere Klon Secimi, Muhafazas1 ve Uretimi” seklinde degistirilen ¢alisma ile
Vitis vinifera c¢esitlerinde ilk klon seleksiyonu ¢alismast yapilmigtir. Bu proje
kapsaminda 1964-1967 yillar1 arasinda yapilan 6n ¢aligmalari takiben 1968 yilinda klon

bas omca adaylarinin se¢imine gecilmistir.

1979 yilinda yapilan “Bagcilik Arastirma Entegre Projesi” altinda Bagcilikta Klon
Seleksiyonu Uygulama Projesi ismiyle bu miinferit c¢alismalarin metod birligi
saglanarak tiim iilke diizeyinde yapilmasina olanak saglayacak program yapilmistir. Bu
programda toplam 53 c¢esitte klon seleksiyonu hedeflenmis, bazi ¢esitler i¢in galismalar
tamamlanirken diger bazi gesitlerde ¢alismalara baslanamadigi veya baslanmis olan

calismalarin gesitli nedenlerden dolay1 tamamlanamadig bildirilmektedir.

Cizelge 2.6-2.9°da tlilkemizde yiiriitiilen klon seleksiyonu ¢alismalarindan 6rnekler yer

almaktadir.
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Cizelge 2.6 Bagcilik arastirmalari tilkesel projesi klon seleksiyonu ¢alismalar1 programi

(Anonim 2016c)

Klon Seleksiyonu [Sofralik Kurutmahk [Saraphk-Sirahik
Kuruluslar Cesit Yer Cesit [Yer |Cesit Yer
Tekirdag Bagcilik |[Hafizali T.dag-K.eli Papazkaras |Edirne
Aras.Ens. Md. Amasya B.  |Canakkale Semillion T.dag
B. Cavusu  |Canakkale Y apincak T.dag
Kozak B. Kozak Yay. Gamay Sarkdy
Kozak S. Kozak Yay. Clairette Sarkoy
Karasakiz Canakkale
Adakaras1  [Avsa Adasi
Yalova Razaki Bursa
Bahge Kiiltiirleri Miiskiile Bursa
ras. Ens. Md. Erenkdy B.  [istanbul
Beylerce Bilecik
Beyaz Cavus [ist.- Kocaeli
Degirmendere|Kocaeli
Hamburg Kocaeli
Hafizali Bursa-Bil.
Bilecik Bilecik
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Cizelge 2.6 Bagcilik arastirmalari tilkesel projesi klon seleksiyonu ¢alismalar1 programi

(devam)
Klon Seleksiyonu [Sofralik Kurutmahk Saraphk-Siralik
Kuruluslarlar Cesit Yer Cesit Yer Cesit Yer
Manisa Bagcilik Sultani C.siz  (Cal-Civril [Yuv. Manisa [Calkaras1 [Cal
Aras. Ens. Md. Razaki ?al-Civril
Pembe Gemre |[zmir-Den.
Osmanca [zmir-
Pek [zmir-
Nevsehir Bagcilik  [Parmak Uziimii Nevsehir Dimrit Nevsehir
. Emir INevsehi
Aras. Ist. Md. _ cvsentr
Gul Uziimii Ankara Kalecik Ka.|Ankara
Orta Anadolu Bolge [Biizgiilii Ankara Narince  [Tokat
Sungurlu  JAnk.-
Zir. Aras. Ens. Md. g (-orum
Hasandede [Kirikkale
Gaziantep Zirai Dimiski Gaziantep [Rumi Gaziantep [Dokiilgen |Gaziantep
Hondisi Gaziantep |Besni Gaziantep |[Horoz Ka. |Gaziante
IAras. Ens. Md. B P P P
Tahannebi Gaziantep
Tarsus B. Tarsus
Alata Tilki Kuyrugu [Mersin
[sikl Burdur
Bahge Kiiltiirleri s
Burdur Dimriti  [Burdur
Aras. Ens. Md. Siyah Gemre  [Bur.-Isparta
Malatya Zirai Silfoni Elazig-Siirt Okiizgdzii [Elazig
Aras. Ens. Md. Karaerik Erzincan Bogazkere [Elazig
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Cizelge 2.7 Segilen klonlar ve iistiin nitelikleri (Anonim 2016c¢)

KLON

USTUN NITELIGI

Yapincak-175

'Yiiksek verim ve gelisme

Yapincak-132

Yiiksek sira randimani

Yapincak-13

Dengeli asit-bome iligkisi

Semillon-225 Yiiksek verim ve sarap kalitesi

Semillon-197 Dengeli verim-gelisme iliskisi ve sarap kalitesi
Semillon-171 Dengeli bir asitlilik

Semillon-169 Yiiksek bome

Gamay-192 Yiiksek verim

Gamay-365 Kuvvetli gelisme

Gamay-212 Yiksek sira randimani ve garap

Clairette-124

Kuvvetli gelisme ve sarap kalitesi

Clairette-156

'Yiksek verim

Clairette-377

Dengeli bome- asit iliskisi

Papazkarasi-289

Sarap kalitesi ve kuvvetli gelisme

Papazkarasi-194

Yiiksek sira randimani

Papazkarasi-207

'Yiksek verim

Karasakiz-7

Dengeli verim-kalite iliskisi ve

Karasakiz-160

Yiiksek sira randimani

K arasakiz-64

'Yiksek verim

Karasakiz-103

Dengeli bome-asit iliskisi

Hafizali-20

'Yiksek verim

Hafizali-183

Kuvvetli gelisme ve kalite

Hafizali-293

Kuvvetli gelisme

Bozcaada Cavusu-98

'Yiksek verim

Bozcaada Cavusu-275

Dengeli verim-kalite iliskisi

Bozcaada Cavusu-161

Dengeli verim-kalite ve gelisme

Kozak Beyaz1-270

'Yiksek verim

Kozak Beyaz1-292

Dengeli verim-kalite iliskisi

Kozak Beyaz1-222

Kalite

Hamburg Misketi-58

'Yiksek verim

Hamburg Misketi-13

Kuvvetli gelisme

Hamburg Misketi-6

Kalite

lAmasya Beyazi1-175

'Yiksek verim ve kalite

Amasya Beyazi-259

Dengeli verim-kalite-gelisme iligkisi
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Cizelge 2.8 Klon seleksiyon ¢alismalar1 devam eden gesitler

Seleksiyonu Siirdiiren Sofralik Cesit |Kurutmalik Saraphk-Sirahik

Kuruluslar Cesit Cesit
Tekirdag Bagcilik Kozak siyahi - |Adakarast
Alphonse Lavallée Cinsaut
Manisa Bagcilik Burdur dimriti -
Aras. Ens. Md. liigii gf;:;{:jim” t
Siyah gemre
Erzincan Bahge Kiil. Karaerik -

)Aras. Ens. Md. ligii

Cizelge 2.9 Amerikan asma anaglarinda klon seleksiyonu ¢aligsmalari

Seleksiyonu Yapan Cesitler Secilen Klonlar
Kurulus
Tekirdag Bageilik Rup du Lot 105
... R99 20
Aras. Ens. Md.ligii 5BB 59, 56, 72 ve 61
5C 11/19, 10/8, ve 19/4
1103 Paulsen 5/5, 8/5, 17/16 ve 24/14
110R 20, 19, 26, 31 ve 30
Manisa Bagcilik 41B 8, 1ve 20
420A 13,12 ve 20

Aras. Ens. Md.ligl

2.3 Molekiiler Markorler

Molekiiler markorler bitki 1slahinda, markor yardimiyla seleksiyon, genetik haritalama,
filogenetik analizler, bitki gen kaynaklarinin karakterizasyonu, ¢esit tanimlama, genetik
akrabaliklarin belirlenmesi, ebeveyn analizi vb. hususlarda kullanilabilmektedir

(Grando vd. 2000, Riaz vd. 2004, Regner 2007).

Diger taraftan molekiiler markdrler, yiiksek derecede polimorfik davranis, dominat ve
kodominat 6zellik, genomda sik¢a bulunma, genomda diizgiin dagilim ve birden fazla

bolgeyi belirleme imkani, secici notr davranis, kolay ulasim (satin alma veya hizli
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islemler sonucunda), kolay ve hizli degerlendirme, tekrarlanabilir ve laboratuarlar
arasinda standardize edilebilme, giivenilirlik, biitiin dokularda tanimlanabilme, ¢evre
kosullarindan etkilenmemek gibi avantajlara sahip olabilirler. Bu nedenle, calismalara
baslanilmadan Once amaca uygun markor se¢imi yapilarak en iyi sonuglarin elde

edilmesine ¢alisiimaktadir(Williams vd. 1990, Weising vd. 2005).

Genel anlamda molekiiler markdrlerin uygulama alanlari, gen kaynaklarinin korunmasi,
tir ve ¢esit tanimlama, hastalik ve zararlilarin tanimlanmasi ve dayaniklilik
caligmalarinda, biliyime ve gelismede fizyolojik olaylarin mekanizmalarinin
aciklanmasinda, ¢esit ve anag 1slahinda, yeni ve istiin kalite ile verimlilik 6zelliklerine
sahip cesit gelistirilmesinde ve transgenik bitkilerin elde edilmesinde, embriyo transferi
caligmalarinda, bitkide molekiiler evrim ve evcillestirilme prosesinin arastirmasinda,
meyve, sebzelerde tat ve aroma maddeleri ile beslenme degeri yiiksek cesitlerin
gelistirilmesinde, kendine uyusmazlik ve kisirlik goriilen bitkilerde verimli gesitlerin
elde edilmesinde, kiiresel 1sinmaya paralel olarak bu tiirlerin yetistirilmesine yonelik
arastirmalarda, meyve, sebze ve siis bitkilerinde muhafaza ve raf Omriiniin modern
biyoteknolojik yontemler ile uzatilmasinda, bitkilerde abiyotik stres faktorlerine
dayanikliligin, fizyolojik, biyokimyasal, genetik ve molekiiler esaslarinin belirlenmesi
seklinde ifade edilmektedir. Bu dogrultuda, genetik ¢alismalarda oncelikle kullanilan
molekiiler markorler; morfolojik, protein ve DNA markorler olarak belirtilmektedir
(Shidfar 2014).

2.3.1 Morfolojik markorler

Morfolojik markorler, bitki genetik tanimlama caligmalarinda kullanilabilmektedir.
Ancak, fenotipik 0Ozelliklerin genetik kontrol mekanizmasinin tam bilinmemesi,
yetersiz varyasyon ve bitkilerde aranilan bazi fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikisinin uzun
zaman almasi, morfolojik markdrlerin gozlenmesi kolay olmasina ragmen allel

sayilarinin nispeten az olmasi gibi dezavantajlara sahiptir.
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2.3.2 Protein markorler

Protein markorler, hiicreye 6zgii bir enzimin ayni biyokimyasal olaylar1 katalize eden ve
degisik genler tarafindan kodlanan, farkli elektrik yiiklii ¢coklu formlar1 izoenzim olarak
tanimlanmaktadir (Rothwell 1988). Bir enzimin uygun substrat ve kofaktorler ile
gerceklestirilen reaksiyon triinlerinin, iiriine 6zgli uygun boyama ve elektroforez
yontemleri ile agiga ¢ikarilmasi izoenzim/protein markorlerin arastirilma tekniginin
temelini olusturmaktadir. Bitkilerde ekstraksiyon kaynagma gore genel olarak, total
protein (non enzimatik) veya izoenzim (enzimatik) analizi seklinde uygulama alam
bulan bu markorler, son 20-30 yillik donemde genetik markdrler alaninda saglanan
gelismenin temelini olusturmaktadir. Izoenzimlerin bitkilerde kullanimi; gesit
tanimlama, hibrit bitkilerin analizi, genetik haritalamalarda belirlenen izoenzim
lokuslarina dayali baglanti (linkage) analizlerinin ortaya ¢ikarilmasi, izoenzim
formlarinin  katiliminin incelenmesi seklinde gruplandirilmaktadir. Asmalarda ise
izoenzim polimorfizmi, melezleme ile elde edilen ve birbirine yakin olan cesit ve
tiplerin tanimlamasinda izoenzim teknikleri yaygin olarak kullanilmistir (Wolfe 1976,

Uzun vd. 1996, Séylemezoglu vd. 1998, Agaoglu vd. 1999 Shidfar 2014).

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

kaynaklar1 veri bankalarinin olugturulmasi tamamlanmastir.
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Bu amagla kullanilan DNA markdrler temel olarak PCR (Polymerase Chain Reaction)’a
dayali olarak kullanilmakla birlikte, gilincelligini kaybedip tanimlamada kullanilmayan

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) gibi markdrlerde bulunmaktadir.

2.3.3 DNA markorler

Protein markorlerde ortaya ¢ikan yetersizliklere karsin, DNA markorler, aym1 DNA
bolgesinin bireyler arasinda bulunup bulunmamasi, bulunmasi halinde o bdlgenin ayni

biiyiikliikte olup olmamasini tespit eden molekiiler ayraglardir.

DNA markorlerin en 6nemli ozellikleri, degisik hiicresel kosullardan etkilenmemeleri

ve tekrarlanabilme 6zelliklerinin yiiksek olmasidir.

Tanimlama c¢aligmalarinda daha dogru ve kesin sonuglar veren ve Bahge Bitkileri
1slahinda genetik ¢aligmalarin sinirlarini genisleten DNA markorler kendi igerisinde
genel olarak Hibridizasyona dayali DNA markorler ve PCR (Polymerase Chain

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

2.3.3.1 Hibridizasyona dayali DNA markorler

Bu grupta yer alan markorlerin en 6nemlisi RFLP  (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (kesilmis pargalarin uzunluk polimorfizmi) yontemidir. Molekiiler
markor tekniklerinden, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) tekniginin
kullanim1 birgok bitki tiiriinde oldugu gibi asmalarda da; tiirler aras1 ve Vitis vinifera L.
tiirtine ait cesitler ile anaglarin genetik benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmasi, hibrit analizi,
baglant1 gruplarinin olusturulmasi ve genom haritalamasi gibi alanlarda yogunlagsmistir

(Ergiil 2000).
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RFLP teknigi farkli ¢evre kosullarinda 6nemli bir avantaj saglar ve yiiksek seviyede
polimorfizm gosterir. Ancak, bu yontemde karistk bant Ornekleri sonuglarin
degerlendirilmesinde zorluklara neden olabilir. Ayrica yOntemin; yiiksek kalite ve
miktarda DNA’ya ihtiya¢c duymasi, problarin ilk gelistirilmesinin zaman almasi ve

pahali olmasi gibi 6nemli dezavantajlart mevcuttur (Sefc vd. 2001).

2.3.3.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali DNA markérler

PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali DNA markorlerden bagcilik alaninda en
yaygin kullanilanlar;; RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSRs (Simple Sequence Repeats)

markorlerdir.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

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

bolgenin ¢ogaltilmasini esas alan polimorfizmden olugmaktadir (Welsh ve McClelland,
1990).

PCR teknolojisi sayesinde, RAPD analizi, organizmalar arasinda genetik farklilig
belirlemede ucuz, kolay ve hizli bir teknik olmasina ragmen s6z konusu teknigin en

bliylik dezavantaji, sonuglarinin tekrar edilebilirliginin diisiik olmasidir.

S6z konusu yontem 6zellikle asmalarda cesit tanimlama caligmalarinda tercih edilmekte
olup teknigin optimizasyonuna yonelik birtakim arastirmalar yapilmistir. Oyle ki 12
asma cesidinin 16 RAPD primeri ile molekiiler analizinin yapan Regner ve Messner
(1993) sonug olarak ¢esitler arasi belirlenen molekiiler benzerliklerin ¢esitlere ait

ampelografik 6zelliklerden bagimsiz ortaya ¢iktigini belirlemislerdir.
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Bir diger arastirmada Fanizza vd. (1999), 320 primer kullanarak 10 asma g¢esidinde
calismis ve 932°si polimorfik olmak {izere toplam 1683 bant elde etmislerdir.
Aragtiricilar bant sayisinin yaklagik 100-150°nin altina diigmesi durumunda genetik

iliski dendograminda 6énemli farkliliklarin meydana geldigini bildirmislerdir.

Ek olarak, yapilan bazi aragtirmalarda asma anag ve gesitlerinde polimorfizm orani
yiiksek bulunmustur ( This vd. 1997, Ye vd. 1998, Ergiil vd. 2002). Ornegin, Ergiil vd
(2002) arastirmalarinda 17 tiziim ¢esidini 22 RAPD primeri ile tanimlamis, ¢alisilan
cesitlerin genetik benzerliklerinin temelde orijinleri ile ilgili oldugunu ortaya

koymuslardir.

Mikrosatelitler (SSRs, Simple Sequence Repeats)

Son yillarda bagcilik alaninda yogun bir sekilde kullanilan molekiiler markorlerden SSR
markorler, bitki DNA’sinda bulunan 2-4 baz uzunlugundaki (TG)n, (AC)n,(TA)n,
(GACO)n, (TTC)n ve (TATA)n gibi ¢ekirdek motiflerini igeren 100 bp den kiigiik tekrar
tinitelerindeki farkliliklar1 igermektedir. Genomda tespit edilen tekrar motiflerinin,
kenar dizilerine olusturulan primerlerle amplifikasyonu baz alan teknik insan ve hayvan
tanilarindan sonra, basta ticari énemi olan bitki tiirleri olmak iizere hemen hemen tiim
canlilarda yaygin kullanima girmistir. Teknigin tanimlamalardaki 6neminden dolay1
SSR lokuslart tespit edilmis tiirlerde her gecen giin bu lokuslarin sayisi artirilirken,
endemik tiirler basta olmak {izere daha az ticari 6nemi olan tiirlerde de lokus tespit
calismalar1 gilincel konular arasindadir. Genotipleme arastirmalarinin  yaninda,
kodominatlik avantajindan dolay1 ebeveyn ve hibrit tanisinda, genomda korunan
dizilerin baz almasindan dolay1 ise bitkilerin genetik evriminde kullanilmaktadir.
Ayrica bitkideki ekonomik 6zellikleri (tane rengi, hastaliklara dayaniklilik gibi) kontrol
eden genlerin klonlanmasi amaci ile yiiriitiilen genetik haritalama g¢aligmalarinda ve
genom projelerinde SSR markorlerin 6nemi her gecen giin artmaktadir (Fischer vd.
2004, Welter vd. 2007, Akkurt vd. 2007, Velasco vd. 2007). Farkli arastiricilar
tarafindan yapilan ¢alismalarla 400’¢ yakin SSR lokusu tespit edildigi bilinmektedir
(Thomas ve Scott 1993, Sefc vd. 1997).
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SSR uygulamalarinda temel agamalar allel bolgelerinin PCR’da amplifikasyonu ve
goriintiilenmesidir. Allel bolgelerinin ¢ogaltilmasinda, PCR optimizasyonu, DNA
polimeraz se¢imi vb. faktorler kritik olmakla birlikte, etkili lokus bdlgelerinin
tanimlamada kullanilmas1 biiylik 6nem tagimaktadir. Bir tiirde ¢ok sayida lokus tespit
edilmis olmakla, bunlarin her birinden basarili sonuglar alinamamakta ve arzu
edilmeyen allel (null allel olusumu, diisiik sayida allel elde edilmesi gibi) olusumlari ile
karsilasilmaktadir. Ornegin Uluslararas1 Uziim Konsorsiyumu tarafindan sdéz konusu
sakincalarin ortadan kaldirilmasi amaci ile yaklagik 400 lokusdan altis1 iiniversal
tanimlamalarda etkili lokus olarak belirlenmistir (This vd. 2004). Allel bdlgelerinin
goriintiilenmesi ise dogru allel biiylikliigiiniin tespiti acgisindan son derece Onem
tasimaktadir. Jel ortamlarina gére daha kesin veri sunan ve kapilleri elektroforez
ortamlarinda gergeklestirilen bu hizli teknolojilerin 6nemi 6zellikle bir tiire ait ¢ok

sayida bireyin tanimlandig1 arastirmalarda daha da artmaktadir.

Cizelge 2.10°da SSR allel bolgelerinin genom {izerinde dagilimi ve PCR
amplifikasyonu sonucu olusturacagi durumlar asagida 6zetlenmistir. Buna gore; diploid
genom yapisina sahip bir bitkinin DNA {izerinde bir SSR lokusuna ait 2 alleli
bulunmaktadir. Allel sayis1 doku veya hiicrenin poliploid olmasiyla artabilmekte,
tiziimde oldugu gibi organin dokular1 (6rnegin lizim diploid bir yapiya sahip olmakla
birlikte yaprak tabakalar1 arasinda mutasyondan kaynaklanan triploit allelleri

olusturabilmektedir) arasindaki farki kromozom sayilarindan da kaynaklanabilmektedir.

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

ait allellerin ayn1 anda iki bireyde bulunup bulunmamasina dayanmaktadir.
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Cizelge 2.10 “AT’’ tekrarlarina ait 3 farkli allelin genom boyunca dagilimi ve

gorinimii

A) Genomda allel dagilimi

Primer geri:**

SR ATATATATATATA(AT)N............ * .. ATATATATATATATAT(AT)n...
Allel 1 Allel 2
................................................ **.................................................~**
o F ATATATATATATA(AT)N.........
Allel 3
............................................................... **
Primer ileri:*

B) Genom yapisi, allel goriiniimii ve sayisi

Genom yapist Allel gériintimii

Allel sayist

Diploid homozigot Allel 1 ve Allel 2 aymi
uzunlukta PCR iirtinii
olusturur (tek bant, tek
pik).

Diploid heterozigot Allel 1 ve Allel 2 farkli
uzunlukta PCR iirtinii
olusturur (¢ift bant, ¢ift

pik).

1

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

2’den fazla

SSR markérlerin ifade edilen bahse konu uygulamalarma ilaveten, en Onemli

asamalarindan Dbiriside allelerin yorumlanmasidir. Bu maksatla takip edilen ve

uygulanan genel yaklasim; elde edilen bant veya pik biiyiikliiklerinin belirlenmesi, daha

once yapilan referans caligmalar ve c¢esitler dikkate alinarak allel verilerinin

olusturulmasi, her bir lokusun ayrim giiciinii ifade eden tanimlama olasiliklarinin tespit
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edilmesi, populasyon ¢esitliligi ve lokus etkilesmesini gosteren heterozigotluk

oranlarinin tespiti, allelerin sahte (null) allel baglantilarinin belirlenmesi ve ebeveyn ile

genetik iliskilerin olusturulmasi seklinde siralanabilir.

Asma 1slah calismalarinda SSR markorler;

Vitis cinsinde evrimsel gelisimin molekiiler analizi,

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

Mutasyon (Somaklonal varyasyon vb) tanilari,

Sinonim ve homonimlerin tespit edilmesi,

Melezleme 1slahinda hibrit bitki tanisi,

Genetik haritalama ve markor yardimi ile seleksiyon

Genom projesi ve gen klonlama ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

AFLP teknigi RAPD tekniginin dezavantajli durumlarini ortadan kaldirmak amaciyla

gelistirilmis bir teknik olup temelde asagida yer alan yontemlerle uygulanmaktadir
(Bkz. Sekil 2.1).

v" DNA’nin 6zel restriksiyon enzimleri ile (ECoR1/Mse I) kesimi ve sonrasinda bu

bolgelere adaptorlerin takilmasi,

v Adaptor takilan bolgelerin on selektifi asamasi,

v' Farkli sekillerde (radyoaktif veya biotin vb.) isaretlenmis primerlerle DNA

bolgelerinin ¢ogaltimmin (amplifikasyonunun) saglanmast bir diger ifadeyle

selektif asamas1 (Vos vd. 1995).
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GAATTC w— T TAA 3'
< CTTAAG AATT 5
EcoR1
Mse1
AATC T_
.. AAT
EcoR1 adaptdrd Mse1 adaptdra
Primer+1
5'———AAC
AATTGN NTT
TTAAGA NAA% -
EcoR1 primer+A anle <
prime: ve 3
Mse1 Primer+C ile Primert1
on segimli cogaltim
Primer+3
5 AAC
— AATTCT CITA
T TAAGA GAAT e
AAC —— 5§’
Primer+3'ler Primer+3
ile secici cogalim

5 mmm AATICT

CTTA = 3’
3 mmm TTAAGA

GAAT ——— 5’

Sekil 2.1 AFLP tekniginin sematik gosterimi (Cakir 2011)
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DNA tzolasvonu

" 4

AFLP teknigi POR asamas: ncesi
AFLPteknigi PCR asamasy

Sekil 2.2 AFLP teknigi asamalarinin genel goriiniimii

Sekil 2.2°de ise AFLP tekniginin genel asamalar1 6zetlenmistir. AFLP tekniginde hedef
aliman DNA bdlgesi kismen bilinir ve 6zellikle klon ayrimlarinda polimorfizm orani ¢ok
yiiksek olan bir tekniktir. Genomda olduk¢a genis bir bolgeyi tarayan teknik, parmak izi
analizlerinden daha c¢ok genetik iligkilerin ortaya konulmasi amaci ile kullanilir

(Soylemezoglu vd. 2005 a, b).

AFLP uygulamalart teknik bilgi birikiminin yani sira iyi bir laboratuar alt yapisi
gerektirmektedir. Bitki genetiginde Vos vd. 1995 tarafindan gelistirilen s6z konusu
teknigin en Onemli dezavantaji ise dominant markor ozelliginde olmasidir. Genom
bliytikligline gore teknigin uygulamisinda degisiklikler olabilmektedir. Genellikle 4
(Msel, Taq I) ve 6 (EcoRlI, Pstl) bazdan kesim 6zelligindeki restriksiyon enzimlerinin
kesim iiriinlerinin PCR (Polymerase Chain Reaction)’daki amplifikasyonunu baz alan
teknikte, kesim bolgelerine yonelik olusturulan ve adaptor bolgelerine eklenen 2 veya 3

bazli selektif niikleotidlerin amplifikasyonu ile polimorfizm saglanmaktadir.
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Gerek AFLP gerekse RAPD markorlerin tam anlami ile kimlik tanist 6zelliklerini
tastyamamasi, daha etkin kullanima sahip mikrosatelit markorlerin gelistirilmesini ve

kullanimini tesvik etmistir (Sefc vd. 2001).

Yapilan ¢alismalarda, AFLP'nin, sadece bir primer kombinasyonu ile RFLP'ye gore 8
kat daha fazla polimorfik bant ve 16 kat daha fazla lokus meydana c¢ikarttig
belirtilmistir (Mackill vd. 1996, Maughan vd. 1995). Powell vd. (1996), Linn vd.
(1996), Ma ve Lapitan (1998), farkli molekiiler markor teknikleriyle (RFLP, RAPD,
SSR) karsilagtirildiginda AFLP'nin ayni zamanda, polimorfizm belirlemede en etkili
teknik oldugunu belirtmistir (Gupta vd. 2002).

2.3.4 AFLP tekniginin bagcilikta kullanim alanlari

AFLP yontemi, tekrarlanabilir 6zelliginin yliksek olmasi ve polimorfik bant sayisi,
diger yontemlere kiyasla daha hizli bir yontem olmasi, 6n dizi bilgisi gerektirmemesi,
tir i¢i ve tirler arasi akrabaliklarin belirlenmesinde, kiiltiir c¢esitleri arasindaki
farkliliklarin veya akrabalik derecelerinin degerlendirilmesinde etkin olmasindan dolay1

bitki biyoteknolojisi ¢aligmalarinda tercih edilen bir uygulamadir.

Bagcilik alaninda ise AFLP teknigi, asma tiir, ana¢ ve cesitlere ait genetik iliskilerin
ortaya ¢ikarilmasi (Sensi vd. 1996, Martinez-Zapater vd. 1998, Sefc vd.1998b, Cabezas
vd. 1998, Cervera vd. 1998, Labra vd. 2001, Fossati 2001, Ergiil vd. 2006), ekotip ve
klonal polimorfizmin belirlenmesi (Cervera vd. 1998, Imazio vd. 2002 ) ve genetik
haritalama (Dalbo vd. 1998, Pauquet vd. 2001) ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

2.3.4.1 Asmada AFLP arastirmalari

Vos vd. (1995)’nin gelistirdigi AFLP teknigi, DNA’nin 6zel enzimlerle kesilerek kesim
uclarina adaptor eklenmesi, kesilen parcalarin ¢cogaltilmasi ve bu parcalarin elektroforez

ile jelde gorilintilenmesi asamalarindan olusmaktadir. S6z konusu teknigi bircok
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arastirict degisik tiirlerde kullanmis olup Asma Ozelinde yapilan ¢alismalara iliskin

ornekler asagida sunulmustur.

Scott vd. (2000), Flame Seedless gesidine ait somatik mutantlar1 64 AFLP primer
kombinasyonu ile tanimlamis olup bu somatik mutantlarin ebeveynlerinden ayrilmasini
saglamiglardir. Bu farkliligin belirlenmesinde ise ECOR1-TC ile Msel-CAC ve EcoR1-
AT ile Msel-CTT primer kombinasyonlari kullanilmistir. Somatik mutantlardaki bu
basarili ayrim diger somatik mutantlarin ve ¢esitlerin korunmasi ve kullanilmasinda

AFLP analizinin potansiyel degerini ortaya ¢ikarmistir.

Bellin vd. (2001), c¢alismalarinda Pinot klonlarinda AFLP markdrler ile genetik
polimorfizmi belirlemeyi amacglamislardir. S6z konusu arastirmada klonal ayrimda
AFLP’nin daha az etkili bir yontem oldugunu belirtmislerdir. Esas etkili olan faktoriin
gozlenen fenotipik farkliigin genomda kiiciik bir bolgeyi etkilemesinden
kaynaklanabilecegini  ifade etmiglerdir. ~ Ayrica, klonlarin  genetik  olarak
tanimlanmasinda daha hizli ve etkili bir yontem olan SCAR markdrlerin

gelistirilmesinin daha etkili bir metot olacagini belirtmislerdir.

Reisch (2001), kiillemeye kars1 Horizon (hassas) ve Illinois 547-1 (Vitis rupestris x
V.cineria) (dayanikli) bireylerin melezlerinden olusturdugu populasyonun iginden
sectigi 272 bireylerle kurdugu yeni plantasyonda, AFLP markér kullanarak
gerceklestirdigi BSA (Bulk Segragation Analysis) sonuglarma gore, kiillemeye
dayanikli lokus tespit etmistir. Calismada kullanildigi 2 DNA markdriin kiillemeye
dayaniklilik mesafesi 12 cM’dan daha yakin olarak belirlemislerdir.

Scott vd. (2001), Vitis vinifera’da somatik mutantlarin ebeveynlerinde farkliliklarin
tanimlanmas1 amaciyla yapilan calismada, Flame Seedless iiziim g¢esidinin erkenci
ozellikte somatik mutantinin genetik karakterizasyonunda AFLP markérlerin etkinligi
arastirilmig, 64 primer kombinasyonundan 2 tanesinde polimorfizm elde edilmistir.
Ceside ait klonlarda erkencilik ozelligi amaglh tanimlama calismalarinda basarili

sonuclar alinabilecegi ifade edilmistir.
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Ergiil vd. (2002), Kalecik Karasi klonlarmin genetik analizlerinde 3 primerin

polimorfizm sagladigini bildirmiglerdir.

Imazio vd. (2002) Traminer iiziim ¢esidine ait 24 klonda 3 farkli yontem (SSR, AFLP
ve MSAP (methyl sensitive amplified polymorphism)) kullanarak genetik
karakterizasyon ¢alismasini tamamlamiglardir. Arastirma sonucunda, SSR markorlerin
asma klonlar1 arasinda genetik farkliliklarin belirlenmesinde giiclii bir ayrim
vermedigini ancak, AFLP teknigi ile daha basarili sonuglara ulastiklarini belirtmislerdir.
Boylelikle, klonlar arast morfolojik farkliliklarin olusmasinda genetik ve epigenetik
degisimlerin birlikte etkisinin oldugunu ve klonal tanimlamada AFLP ve MSAP

molekiiler teknikler kullanilarak en dogru sonuglarin alinabilecegini ifade etmislerdir.

Fanizza vd. (2003a), aromatik tiziim gesitlerinin 22 AFLP primer kombinasyonu ile
karakterizasyonunda sinonimler ve homonimler saptamislardir. Toplamda 1331 bandin
yizde 40’nin (564) polimorfik oldugu saptanmistir. 564 olan polimorfik bantlardan
383’1 analizlerde (cluster ve PCO) kullanilmistir. Bu polimorfizm ile Moscato ve

Malvasia ¢esitleri arasinda higbir iligki olmadigi ortaya konulmustur.

Fanizza vd. (2003b), klon seleksiyonu calismalart sonucu segilen belirli morfolojik
farkliliklara sahip Italia lizim ¢esidinin somatik mutantlar1 olan Bicchieri (Red Italia),
La notte (Elongate Italia) ve Dipinto (Early Italia) ¢esitleri arasindaki polimorfizmin
belirlenmesinde  AFLP  markorleri  kullanmistir.  Calismada, 49 primer
kombinasyonundan 3880 AFLP bandi elde edilmis ancak, belirli bir polimorfizm
gozlenememistir. Cok nadiren polimorfik bantlar gozlenmis olsa da tekrar edilebilir
olmadigin1 belirtmislerdir. Mutasyonun genom igerisinde oldukca kiiciik bir alanda
meydana gelmis olabilecegini ve dolayisi ile AFLP ve diger tekniklerle tanimlamanin

miimkiin olamayacagini vurgulamislardir.

Séylemezoglu vd. (2005a)’nin, Iskenderiye Misketi {iziim ¢esidinin iilkemiz Misket
Grubu Cesitleri ile AFLP'ye dayali genetik benzerlikleri iizerinde yapmis oldugu bu
arastirmada 13 primer kombinasyonu kullanilmis toplamda 1495 bant bulunmus ve

yiizde 35.5 oraninda polimorfizm elde edilmistir. Cluster analizi sonucu ise sinonim ve
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homonim genotiplere rastlanirken 6 Misket genotipinin Iskenderiye Misketi’ne yakin
benzerlik gosteren cesitler oldugu tespit edilmistir. Bu durumda bahse konu genotiplerin
Iskenderiye Misketi’nin uzun yillar siiren dogal melezlemeleri sonucu olusabilecegini
ve dolayistyla ¢esidin ilk kiiltiire alindig1 alanlardan birisinin Anadolu oldugunu ileri

stirmislerdir.

Soylemezoglu vd. (2005b), diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilan veya stok
materyal 6zelligindeki 20 asma anacinda 5 EcoRI/Msel enzim kombinasyonuna dayali
AFLP markorlerin kullanildigi arastirma ile sz konusu asma anaglarinin benzerlik

oranlarini elde ederek bu anaglar arasindaki akrabalik iliskilerini ortaya koymuslardir.

Ergiill vd. (2006), “Misket” ve “Parmak” gruplarina ait iiziim g¢esitlerinin genetik
benzerliklerini AFLP markoérleri kullanarak ayrintili  olarak analiz  etmislerdir.
Calismada 13 AFLP primer kombinasyonu kullanilmistir. UPGMA metodu ile elde
edilen dendogram (cluster) analizlerinde her iki grup igerisinde de homonim ve
sinonimlerin mevcut oldugu saptanmistir. Ayrica bu calisma bagcilik kiiltiiriniin

tarihsel gelisiminde Anadolu’nun roliine de 1s1k tutmustur.

Blaich vd. (2007), fenotipik varyasyon gosteren 70 Pinot noir (V. vinifera L.) klonunun
genetik varyasyonunu degerlendirmislerdir. 178 lokusta yapilan calismada 48 klondan
olusan en genis grupta genetik benzerlik orami yiiksek bulunmustur. Sonucta Pinot noir

klonlarinin klon i¢i farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Baranek vd. (2009), stres uygulamalarindan sonra asmalardaki genetik varyasyonlarin
incelenmesi i¢in 15 primer kombinasyonu kullanmis olup sonugta Miiller Thurgau ve
Riesling c¢esitleri arasinda benzerlik katsayisi sirasiyla 0.984 ve 0.991 olarak
bulunmustur. Analizler neticesinde stress uygulamariyla asmalarin DNA yapisindaki
zarar minimum seviyede kalmis yani benzersiz ve koklii 6zellikler tehlikeye maruz
kalmamistir. Ancak, bu durum in vitro ¢ogaltimda dahi fenotipik veya morfolojik

degisimlerin olabilecegini gostermistir.
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Lopez vd. (2009), Kuzeybat1 ispanya’nin en énemli gesidi olan “Galicia’nin se¢ilmis
klonlarinda mikrosatellit ve AFLP yontemi kullanarak molekiiler tanimlama yapmay1
amagclamislardir. Mikrosatellit analizi sonucunda veri tabanlar1 ile eslestirmede
uyumluluk goriildiigii ifade edilmistir. AFLP analizi ile en az bir temsilci klon igeren alt
orneklemde daha net farkliliklarin ortaya koyulabildigi ifade edilmistir. Analizlerde 6

selektif primer kullanilmis yiiksek oranda polimorfizm elde edilmistir.

Ergiil vd. (2010), 20 asma anacindaki genetik iliskiyi belirlemek {izere 10 AFLP primer
kombinasyonu kullanmistir. 1366 AFLP bandinin yiizde 65°1 polimorfik bulunmustur.
Analizler sonucu 2 ana grup olusmus 2 gesit bir grubu kalan 18 gesit ise diger grubu
olusturmustur. Sonuglar kullanilan AFLP markorlerinin polimorfizm belirlemede ¢ok

etkin oldugunu gostermistir.

Sabir vd. (2010), 19 asma anacinda 4 AFLP primer kombinasyonu kullanarak genetik
iligkiyi belirlemistir. Sonugta, toplam 416 banttan 357’si yani ylizde 86’s1 polimorfik
olarak bulunmustur. Her bir primer kombinasyonundaki toplam bant sayis1 63 ila 124
arasinda degisim gostermistir. Genetik iliski dendograminda 5 grup olugmus yakin ve
uzak genetik iligkiler goriilmiistiir. Bu ¢alismanin AFLP markoérlerin yiiksek oranda

polimorfizmi ortaya koydugunun bir kanit1 oldugu ifade edilmistir.

Meneghetti vd. (2011), italya, Fransa ve Ispanya’dan gelen 53 Garnacha aksesyonunda
kapsam ve dagilimin arastirilmasi amaciyla PCR temelli markor sistemlerini
kullanmiglardir. S6z konusu 53 aksesyonun 28’i Italya, 19°u Ispanya ve 6’s1 Fransa’ya
aittir. Tanimlama ¢alismasinda oncelikle 14 SSR lokusu kullanmiglardir. SSR analizinin
yanisira AFLP, SAMPL ve M-AFLP molekiiler markdrlerini de kullanan arastiricilar,
AFLP markoérlerinin Garnacha Orneklerinin biiyiik ¢ogunlugunda ayirt edilebilirligi

gosterdigini belirtmislerdir.

Castro vd. (2012), arastirmalarinda baslica 38 Portekiz iiziim ¢esidi ile Alvarinho,
Arinto, Loureiro, Moscatel Galego Branco, Trajadura and Vinha“o cesitlerinin
Ozelliklerini tasiyan ( true-to-type) 37 klonda AFLP teknigi ve retrotransposon temelli
IRAP (Inter-retrotransposon Amplified Polymorphism), REMAP (Retrotransposon-
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Microsatellite Amplified Polymorphism) and SSAP (Sequence Specific Amplified
Polymorphism) molekiiler tekniklerini uygulamiglardir. Pinot Noir, Pinot Blanc and
Chasselas ¢esitlerini ise referans ¢esitler olarak kullanmislardir. Arastirma sonucunda en

yiiksek polimorfik fragmentler AFLP’de bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu arastirma, 2008-2013 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlar1 ile Ankara

Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

Arastirmada bitkisel materyal olarak, iilkemizde ekonomik 6neme sahip iiziim c¢esitleri,
anaclar ile bu c¢esit ve anaglara ait iistiin 6zellikli klonlar kullanilmis olup, s6z konusu
materyaller, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii, Manisa Bagcilik Arastirma
Enstitlisti, Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisii ve Erzincan Bahge
Kiiltirleri Arastirma Enstitiisi’nden temin edilmistir. Ayrica, arastirmada Cabernet
Sauvignon, Merlot ve Pinot Noir referans gesitler olarak kullanilmistir. Tanimlamalari
yapilan iiziim ¢esitleri ve ¢esitlere ait klonlar ile Amerikan asma anaglar1 ve anaclara ait

klonlar ¢izelge 3.1°de temin edildikleri Enstitii bazinda verilmistir.

Cizelge 3.1 Klon seleksiyonu yapilmis {iziim ¢esitleri, anaclar ile bu ¢esit ve anaclara ait
Klonlar

Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii

Cesit-Anag Klon

Yapincak Yapincak 13, Yapincak 132

Ada Karasi Ada Karasi 153, Ada Karasi 157, Ada Karas1 146

Kozak Beyazi Kozak Beyazi1 222, Kozak Beyaz1 270, Kozak Beyazi1 292

Semillion Semillion 171, Semillion 197, Semillion 225

Clairette Clairette 124, Clairette 156, Clairette 377

- Amasya Beyazi 175

Karasakiz Karasakiz 7, Karasakiz 64, Karasakiz 103, Karasakiz 160

Hafizali Hafizali 20, Hafizali 183, Hafizali 193

Hamburg Misketi Hamburg Misketi 6, Hamburg Misketi 13, Hamburg Misketi 58

Gamay Gamay 192, Gamay 212, Gamay 365

Papazkarasi Papazkarasi 194, Papazkarasi 207, Papazkarasi 289

Cinsaut Cinsaut 357, Cinsaut 404

Kozak Siyahi Kozak Siyah1 181, Kozak Siyah1 198, Kozak Siyah1 250

Bozcaada Cavusu Bozcaada Cavusu 98, Bozcaada Cavusu 161, Bozcaada Cavusu
275

(*) Cabernet Sauvignon, Merlot ve Pinot Noir referans gesitler olarak kullanilmustir.
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Cizelge 3.1 Klon seleksiyonu yapilmis iiziim ¢esitleri, anaglar ile bu ¢esit ve anaclara ait
klonlar (devam)

Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii

Cesit-Anacg

Klon

Degirmendere Siyahi

Razaki

Erenkoy Beyazi -

Miigkiile -

Bilecik Iri Karas1 -

Beylerce -

Cavus -

110R 110R 19, 110R 20, 110R 26, 110R 30
- 5C 11/19

- 5BB 56

Rup. Du. Lot 105

Yalova Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii

Cesit Klon
- Beyaz Cavus 13, Beyaz Cavus 36, Beyaz Cavus 41
Miiskiile Miiskiile 58, Miiskiile 59

Hamburg Misketi 52, Hamburg Misketi 58

Erenkoy Beyazi 27, Erenkoy Beyazi 29

Bilecik Iri Karasi

Beylerce 32

Degirmendere Siyahi 80

Hafizali 6

Razaki 1, Razaki 65, Razak: 73

Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii

Cesit-Anag Klon

Osmanca Osmanca 21, Osmanca 26, Osmanca 38, Osmanca 39,
Osmanca 40

Yuvarlak Cekirdeksiz Yuvarlak Cekirdeksiz 5, Yuvarlak Cekirdeksiz 7, Yuvarlak
Cekirdeksiz 8

Ipek (Pek) Uziimii Ipek (Pek) Uziimii 4, Ipek (Pek) Uziimii 13, Ipek (Pek)

Uziimii 25

Pembe Gemre

Pembe Gemre 6, Pembe Gemre 11, Pembe Gemre 12

Razaki

Razaki 16, Razaki 18, Razaki 21

Razaki (Denizli Civril)

(*) Cabernet Sauvignon, Merlot ve Pinot Noir referans gesitler olarak kullanilmusgtir.
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Cizelge 3.1 Klon seleksiyonu yapilmis iiziim ¢esitleri, anaclar ile bu ¢esit ve anaclara ait
klonlar (devam)

Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii

Cesit-Anag Klon

Calkarasi Calkarasi 1, Calkaras1 10, Calkaras1 12, Calkaras1 18,
Calkaras1 29

Hafizali
Siyah Razaki -
Sam Uziimii -
Foga Razakisi -
Parmak -
Mevlana -
Dimiski -
Kozak Beyazi -
Royal -
Alphonse -
Sultani Cekirdeksiz -
Cardinal Cardinal X, Cardinal X2 18. Sira 3 iincii Omca, E Cardinal
- Burdur Razakis1 (Horozkdy Germe), Burdur Razakisi
(Gokgebag 12 ncinin Yanindaki Bag), Burdur Razakisi
(Gokgebag 12), Burdur Razakisi (1.Nolu Bag Isa Balbag)

- 41B 8,41B 13, 41B 2.S1ra 3.0mca

- 420A 13, 420A 19, 420A 2.S1ra 3.0mca

Erzincan Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii

Cesit Klon

Karaerik Karaerik 13, Karaerik 15, Karaerik 18, Karaerik 19,
Karaerik Karaerik 23, Karaerik 30

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii

Cesit Klon

- Kalecik Karas1 9, Kalecik Karas1 12, Kalecik Karas1 15

(*) Cabernet Sauvignon, Merlot ve Pinot Noir referans gesitler olarak kullanilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 DNA izolasyonu

Aragtirmada kullanilacak bitkisel materyallere ait gen¢ yaprak ve siirgiin ucu dokulari
izolasyon asamasina kadar ihtiya¢c duyulan soguk ortamda laboratuvar kosullarma en
hizli bigimde ulastirilmis ve izolasyon c¢alismasma baslayana kadar -80°C derin

dondurucuda korunmustur. Sivi azot kullanilarak ezilen 6rnekler 2 ml’lik ependorf
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tiiplere alinarak tekrardan -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir. DNA
izolasyonu, Lefort vd. (1998) protokoliine gore yapilmistir. Anilan protokoliin

uygulama asamalar1 asagida yer almaktadir.

e 100 mg yaprak dokusuna, 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu eklenir (6rnek
basina 10 pl 2-Merkaptoethanol igerir).

e Ornekler 65 °C -15 dk su banyosunda ara sira ¢alkalanarak bekletilir. Daha sonra
oda kosullarina sogutulur.

e Uzerine 0.5 ml kloroform/ isoamyl alkol (24/1) eklenerek 20-25 defa sallanir ve
30 dk buz iizerinde bekletilir.

e 3-4dk 14.000 rpm de santrifiij edilir.

e Ust s1v1 (siipernatant) (~0.7 ml) yeni bir tiipe aktarilir.

e Uzerine ~ 0.8 ml isopropanol eklenir.

e 15-20 dk buz tizerinde bekletilir.

e 1 dk 14.000 rpm de santrifiij edilir.

e Ust sivi atilir.

e Alt kat1 (pellete) tizerine 1 ml ( % 70) ethanol eklenir ve 2 dk 14.000 rpm de
santrifiyj edilir.

e Ethanol uzaklastirilarak pellet kurtulur ve 50-100 pl TE (pH 8) veya dH,O

(nuclease free) da ¢oziiliir.

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

DNA safligi ve miktar1 NanoDrop ND-1000 spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir.

Ayrica, gorsel olarak %1’lik agoroz jelde kosturularak kontrol edilmistir.

o1



3.2.2 AFLP reaksiyonu

DNA’nin spesifik restriksiyon enzimleri ile kesimi ve bu bdlgelere adaptorlerin
takilmasi mevcut protokollerin optimizasyonu sonrasinda asagidaki protokollere gore

gerceklestirilmistir.

DNA kesimi (Digestion) Asamasi

Izole edilmis DNA’larin restriksiyon enzimleri ile kesimi asagidaki protokole gore

gerceklestirilmistir.

DNA (200 ng) =6 pl
EcoRI(12u/pl) =0.5 pl
Tru9l (10u/pl) =0.7 pl

H Buffer =25l
dd H,O =153 ul
25 ul

Reaksiyon karigimi 3 saat 37 °C’de,
Trudl (10u/ul) = 0.7 pl > 3 saat 65 °C’de inkiibe edilmistir ve son olarak enzimlerin
inaktivasyonu i¢in 10 dakika 70 °C’de bekletilmistir.

Adaptor Ligasvonu Asamasi

Adaptorlerin hazirlanmasi:

a-5 uM (= 5 pmol/ul) EcoRI adaptorii
12.5 u1 200 mM E iist primeri

12.5 ul 200 mM E Alt primeri

475 pl su

b- 50 uM (= 50 pmol/ul) Msel adaptorii
125 pl 200 mM Msel {ist primeri
125 pl 200 mM Msel alt primeri
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250 pulsu

Adaptorler kullanim &ncesi, 95°C’de 5 dakika denatiire

sogutulduktan sonra ligasyon iglemine gecilmistir.

Ligasyon Reaksiyonu Kosullar

Kesilmis DNA 25 ul
Msel Adaptdrii 1.25 pl
EcoRI Adaptdrii 1.25 ul
10x T4 Ligaz Buffer 5ul
T, DNA Ligaz (3u/ul) 1 ul
dd H,0 16.5 pl
Toplam Hacim 50 pl

16°C’de, 12 saat inkiibe edilmistir.

Pre-selektif PCR Asamasi

edilip, oda sicakliginda

Adaptor takilan restriksiyon fragmentlerinin 6n amplifikasyonu asamasinda, kesimi ve

ligasyonu gerceklestirilen DNA’dan sulandirma yapilmadan 4 pl alinarak, pre-

amplifikasyon islemi asagidaki protokole gore yapilmistir.

Preselektif Reaksiyon Kosullari

D+L DNA 4 nl
Buffer (5x) 5ul
dNTP (2,5 mM) 2 ul
Primer EcoRI 10 uM (Core) 2 ul
Primer Msel 10 uM (Core) 2ul
Flexi Taq (5u/pl) 0.3 pul
MgCl; (25 mM) 2.5 ul
dd H,O 7.2 ul
Toplam Hacim 25 ul
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Pre-selektif PCR Programi

94 °C 30 sn

56 °C 60 snj| - 25 Dongii
72 °C 60 sn

72 °C 5 dk

4 °C Forever

Bu asamadan sonra %1,5’lik agaroz jelde 15-25 dk kosturulmustur ve smear bir goriintii
elde edilmistir. Pre-selektif PCR asamasina yonelik 6rnek goriintiiler Sekil 4.4’te yer

almaktadir.

Selektif PCR Asamasi

Bu asamada florasan boyalarla isaretlenmis primerler kullanilarak pre-selektif PCR ile
On elemesi yapilan bolgelerin ¢ogaltimi saglanmistir. Selektif asamaya gegmeden once

pre-selektif PCR f{irtinleri 1:10 oraninda sulandirilmistir.

Reaksiyon Kosullart

Preselektif iiriinii DNA 4 ul
5x Buffer 2 ul
MgCl, (25 mM) 2 ul
d NTP(2,5 mM) 1 pl
Florasan Isaretli Primer (10 pmol) 1.3 ul
Msel Primer (10 pmol) 1.3 ul
Taqg Polimeraz 0.3 pl
Selektif PCR Program

Baslangig sicakligi 65 °C olup her dongiide 0,7 °C azaltilmstir.
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SICAKLIK ZAMAN
1 1. dongii | 94°C 30 saniye
2 65 °C 30 saniye
3 72°C 1 dakika
4 2. dongii | 94°C 30 saniye
5 64,3°C 30 saniye
6 72°C 1 dakika
7 3.dongii | 94°C 30 saniye
8 63,6°C 30 saniye
9 72°C 1 dakika
10 4. dongii | 94°C 30 saniye
11 62,9°C 30 saniye
12 72°C 1 dakika
13 5.doéngii | 94°C 30 saniye
14 62,2°C 30 saniye
15 72°C 1 dakika
16 6. dongii | 94 °C 30 saniye
17 61,5°C 30 saniye
18 72°C 1 dakika
19 7. dongii | 94 °C 30 saniye
20 60,8°C 30 saniye
21 72°C 1 dakika
22 8. dongii | 94°C 30 saniye
23 60,1°C 30 saniye
24 72°C 1 dakika
25 9. dongii | 94 °C 30 saniye
26 59,4°C 30 saniye
27 72°C 1 dakika
28 10. 94 °C 30 saniye
29 dongii 58,7°C 30 saniye
30 72°C 1 dakika
31 11. 94 °C 30 saniye
32 dongii 58 °C 30 saniye
33 72°C 1 dakika
34 12. 94 °C 30 saniye
35 dongii 57,3 °C 30 saniye
36 72°C 1 dakika
37 13. 94 °C 30 saniye
38 dongii 56,6 °C 30 saniye
39 72°C 1 dakika
40 94°C 30 saniye 23 dongii
41 55,9 °C 30 saniye
42 72°C 1 dakika
43 72°C 10 dakika 1 dongii
44 4°C Siirekli
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3.2.2.1 Cahsmada kullamilan AFLP primerleri

Calismada asagidaki tabloda sunulan primer kombinasyonlar1 denemeye alinmis olup en

Iyi ve uygun sonug veren primer kombinasyonlari ile analiz ¢alismas1 tamamlanmustir.

Cizelge 3.2 AFLP Primer kombinasyonlar1 ve dizileri

Primer ad1 Dizisi 5°............... 3

E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACAC-3
E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3’
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-3’
AFLPd 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTG-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACA C-3°
AFLPd 5’-GAC TGC GTACCA ATT CTG-3’
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-3’
E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3’
M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3°
AFLPd 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTG-3’
M/SELG6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3°
AFLPc 5’-GAC TGC GTACCA ATT CTC-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACA C-3°
AFLPc 5’-GAC TGC GTACCA ATT CTC-3’
M/SELG6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3°
AFLPc 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTC-3’
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-3’
E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACA C-3°
E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3’
M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3°
E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3’
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-3’
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3.2.3 Kapiller Elektroforez

Arastirmada elde edilen selektif PCR iiriinleri belirli miktar ve oranlarda SLS (Sample
Loading Solution) soliisyonu ile seyreltildikten sonra, Genomelab DNA Standart Kit-
600 ilave edilerek, Beckman CEQ 8000XL kapiller DNA analiz sisteminde (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA) elektroferez edilmistir.

3.2.4 Genetik analizler

Genel anlamda sonuglarin degerlendirilmesi i¢in oncelikle benzerlik indeksi olusturma

ve genetik iliski dendogramlarinin ¢izilmesi gerekmektedir.

Bu baglamda, genetik analizler, CEQ-8000 Genetic Analysis System (Beckman
Coulter) kapilleri otomatik dizi analizi cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Genetik
iliski dendogramlar1 ise (UPGMA; Unweighted Pair- Group Method of the Arithmetic
Average) (Sneath ve Sokal 1973)’e baglit NTSYS-pc (Numerical Taxonomy System)

software 2.02g versiyonu kullanilarak olusturulmustur.

57



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DNA lzolasyonu

Aragtirmada bitkisel materyal olarak kullanilan klon seleksiyonu yapilmis {iziim
cesitleri ve Amerikan asma anaglar ile klonlarina ait DNA’larin miktar ve saflik
degerleri cizelge 4.1’de, agaroz jel gorintillerine ait Ornekler ise sekil 4.1°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri

No Genotip Adi Miktar | A260 A280 |Safhik
ng/ul 260/280
1 |Yapmeak I3 44678 89,355 |46,14 |1,94
o | Yapincak 132 34234 68,468 |[3357 |2,04
3 | Yapicak 3103,1 |62,062 [30,64 |2,03
4 Ada Karas1 153 42258 84,516 (43,94 (1,92
5 |AdaKarasi 157 43177 86,354 4445 |1,94
6 |AdaKarasi 2846,6  |56,933 |28,31 |2,01
7 | AdaXKarasi 146 3877,3 |77,545 38,72 |2,00
g |1103p24-14 1601,7 |32,034 |1585 (2,02
9 [1103p 17/16 1795,7 [35,913 (18,88 1,90
10 |Kozak Beyaz1 270 27133 |54,266 |27,39 1,98
11 |Kozak Beyaz1 292 23945 |47,89 23,52 [2,04
12 |Kozak Beyazi 2826,8 |56,536 |27,66 |[2,04
13 | Kozak Beyazi(222) 2560,6 |51,212 |25,07 |2,04
14 |Semillion 197 3743 74,859 (38,74 |1,93
15 | Semillion 34544 69,089 352 [1,96
16 | Semillion 225 48326 |96,653 49,22 |[1.96
17 | Semillion 171 3525 70,5 34,25 12,06
18 |110R-30 20316 40,632 |20,73 |1,96
19 |110R-26 21556  |43,113 21,96 |1,96
20 |11O0R 2666,6 |53,332 |27,32 [1.95
21 [110R-20 2089,8 41,796 |[21,36 |[1,96
22 [110R-19 23757 |47514 |2427 |1,96
23 |Clairette 377 40986 |81,971 |46,01 [1,78
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

No Genotip Ad1 Miktar | A260 A280 [Safhik
ng/ul 260/280
24 |Clairette 156 2644,9 [52,899 (2567 (2,06
25 |Clairette 124 33514 [67,027 |33,11 [2,02
26 |Clarirette 28389  [56,777 (29,14 1,95
27 | Degirmendere Siyahi 42199 84,398 43,87 [192
28 |Amasya Beyazi(175) 30449 [60,898 295 [2,06
29 |Razaki 35139 [70,278 |34,18 [2,06
30 |Kara Sakiz 160 4572,3 |91,445 (49,78 [1,84
31 |Kara Sakiz 7 4317 86,34 [4575 1,89
32 |Kara Sakiz 1532,8 30,655 |15,26 |2,01
33 |Kara Sakiz 103 34076  [68,152 34,45 [1,98
34 |Kara Sakiz 64 2042,6  |40,851 [2027 (2,02
35 |Hafizali 3297,1 65,942 132,13 2,05
36 |Hafizali 20 1713,4 |34,268 [17,03 |2,01
37 |Hafizali 193 19565 39,129 (19,19 |2,04
38 |Hafizali 183 32926 [65852 |33,32 [1,98
39 [Hamburg Misketi 58 2529 50,579 |25,05 |2,02
40 |Hamburg Misketi 13 2814,7 |56,294 [27,37 2,06
41 |Hamburg Misketi 6 2463,7 49,274 24,45 |2,02
42 |Hamburg Misketi 3215,6 64,311 32,15 2,00
43 | Erenkoy Beyazi 30895 61,79 3057 [2,02
44 | Beylerce 38625 [77,25 |37,7 2,05
45 |Cavus 1909,5 38,189 |19,95 1,91
46 |Gamay 34345 68,691 34,84 |[1,97
47 | Gamay 365 1946 38,92 19,01 |2,05
48 | Gamay 192 4581,3 91,627 (51,99 |1,76
49 |Gamay 212 4756,9 95,138 (55,13 [1,73
50 [5C-11/19 2106 4212|2147 1,96
51 |Papaz Karas1 207 32138  |64,277 32,64 |[1,97
52 |Papaz Karasi 3670,8 [73,416 [36,8 [2,00
53 |Papaz Karas1 289 2899,4 |57,989 |28,53 |2,03
54 |Papaz Karasi 194 3172 63,44 30,96 |2,05
55 |Cinsaut 38329 [76,658 |38,05 [2,01
56 |Cinsaut 404 2467,8 149,356 |24,51 |2,01
57 |Cinsaut 357 1903,9 38,077 [19,13 [1,99
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

No Genotip Ad1 Miktar | A260 A280 [Safhik
ng/ul 260/280
58 |5BB-56 2958,1 |59,163 [30,85 |[1,92
59 |Miiskiile 3133,8 62,677 (32,58 1,92
60 |Bilecik Iri Karasi 3018,6 [60,371 (29,76 |2,03
61 |Kozak Siyahi 198 2951,3 |59,026 |29,07 |[2,03
62 |Kozak Siyahi 250 2268,3 45365 [22,3 [2,03
63 |Kozak Siyahi 181 3241,8 (64,836 |31,73 |2,04
64 |Kozak Siyahi 1557,4 31,148 |15,74 [1,98
65 | Bozcaada Cavusu 98 12709 |25418 [12,83 |1,98
66 | Bozcaada Cavusu 275 3237,3 |64,746 |32,36 |2,00
g7 |Bozcaada Cavusu 161 3600 72 3648 |197
68 |Bozcaada Cavusu 2472 4944 |256 [1,93
69 |Rup. Du. Lot 1585,6  [31,712 (16,29 |1,95
70 |Rup.Du. Lot 105 22731 |45/462 (237 [1,92
71 | Osmanca 39 2802,8 |56,056 |26,2 |[2,00
72 | Osmanca 26 5019,7 |100,39 |54,43 |1,84
73 | Osmanca 40 44595 |89,189 |4565 |1,95
74 | Osmanca 21 28051 |56,101 |28,07 |[2,00
75 | Osmanca 38 48289 |96,578 |5351 |1,80
76 | Yuvarlak Cekirdeksiz 5 4399,7 |87,995 |4573 [1,92
77 | Yuvarlak Cekirdeksiz 7 4310,6 86,211 (46,94 |1,84
78 | Yuvarlak Cekirdeksiz 8 4966,7 199,335 |54,64 |[1,82
79 |Ipek (Pek) Uziimii 4 43547 |87,094 |44,23 |1,97
80 |Ipek (Pek) Uziimii 13 2942 .4 58,848 (29,94 [1,97
81 |Ipek (Pek) Uziimii 25 3687,5 73,75 35,08 (2,10
82 | Pembe Gemre 6 37492 |74,984 |38,74 |1,94
83 |Pembe Gemre 11 4101,8 |82,035 [431 |1,90
84 |Pembe Gemre 12 5178 103,56 |60 1,73
85 |Razaki 16 2108,8 |42,176 |20,06 |[2,10
86 |Razaki21 38326 |76,652 |40,48 |1,89
87 |Razaki 18 10436 20,872 [9,913 [2,01
88 |Calkarasi 1 44532 |89,065 |46,71 |1,01
89 |Calkaras 12 2650,9 |53,019 |28,7 |[1,85
90 |Calkaras: 18 37684 |75367 |39,92 |1,89
91 |Calkarasi 29 3458 69,159 32,37 |2,04
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

No Genotip Ad1 Miktar | A260 A280 [Safhik
ng/ul 260/280

92 |Calkarasi 10 3672,2 73,444 35,6 2,06
93 |(41B13 4232 84,639 4458 1,90
94 |41B 8 2312 46,24 22,38 |2,07
95 |420A 13 3465,2 69,304 |35,37 1,96
96 |[420A 19 4897,4 97,948 |53,42 1,83
97 |Osmanca 4228,8 84,576 44,88 1,88
98 | Yuvarlak Cekirdeksiz 3364,1 67,283 (33,23 (2,02
99 |Ipek (Pek) Uziimii 5285,6 105,71 |55,82 1,89
100 |Pembe Gemre 4621 92,421 49,65 [1,86
101 | Sultani Cekirdeksiz 2876,7 |57,533 (29,73 |1,94
102 |Razaki 1075 21,501 |10,68 |2,01
103 |Calkarasi 2665,8 53,315 |2542 |2,10
104 |41 B 5050,8 101,02 (54,14 (1,87
105 | Cardinal 29249 58,497 (27,92 |21

106 |Cardinal x 2650,6 53,013 |28,2 1,88
107 | Cardinal x2 3665,3 73,306 |37,78 |1,94
108 |Hafizali 4680,9 93,618 |50,33 1,86
109 |Burdur Razakisi (Horozkéy Germe) [1901,6 38,032 119,48 1,95
110 |Burdur Razakis1 (Gokgebag) 1367,3 27,346 (13,68 |2,00
111 |Siyah Razaki 2613,9 52,278 24,28 2,05
112 | Sam Uziimii 3883,7 77,673 |41,36 |1,88
113 |Foca Razakisi 2998 59,96 30,36 1,97
114 | Burdur Razakisi (Gokgebag 12) 92381 18,476 (9,972 |1,85
115 |Parmak 2849,3 56,985 29,45 1,94
116 | Burdur Razakisi (1 nolu bag) 1221,5 24,43 12,2 2,00
117 | Mevlana 3326,4 66,527 (34,41 (1,93
118 |Razaki (Denizli Civril) 1646,5 (32,93 [16,72 |1,97
119 [Dimiski 2875,8 57,516 (28,94 1,99
120 [Kozak Beyazi 2381,5 47,629 |23,8 2,00
121 | Royal 3755,7 75,115 39,38 |[1,91
122 | Alphonse 4012,1 80,242 43,03 [1,86
123 |E_Cardinal 2878,8 57,576 (29,7 1,94
124 450 A 4483,2 89,665 |50,33 1,78
125 [Beyaz Cavus 36 1234 24,68 11,59 |2,03
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA’larin miktar ve saflik degerleri (devam)

No Genotip Ad1 Miktar | A260 A280 [Safhik

ng/ul 260/280
126 |Beyaz Cavus 41 43841 87,681 [4598 1,91
127 |Beyaz Cavus 13 44199 88,399 [46,13 |L1,02
128 | Miiskiile 59 2125,8 42517 123,46 1,81
129 | Miiskiile 58 3076,4 61,527 (30,99 1,99
130 |Miiskiile 4843,4 96,869 |54,1 1,79
131 |Razaki 65 3836,5 76,73 39,43 1,95
132 |Razaki 1 2076,1 41,521 120,81 2,00
133 |Razaki 73 3488,7 69,773 (3596 (1,94
134 [Hamburg Misketi 58 4518,5 90,369 (48,15 1,88
135 | Hamburg Misketi 52 2642,7 52,855 24,55 |2,05
136 |Erenkdy Beyazi 27 2237,3 44,745 121,64 2,07
137 | Erenkdy Beyazi 29 2803,2 56,063 29,17 1,92
138 |Bilecik iri Karasi 4564,4 91,287 (44,94 |2,03
139 |Beylerce 32 3699,2 73,985 [34,79 2,03
140 |[Degirmendere Siyahi 8 2894,3 57,886 |28,8 2,01
141 | Hafizali 6 4353,6 87,072 146,24 1,88
142 |Karaerik 5364,5 107,29 (65,11 (1,85
143 |Karaerik 19.nolu klon 5434,3 108,69 |68,07 [1,75
144 |Karaerik 23.nolu klon 3788,2 |75,764 |34,57 (2,01
145 |Karaerik 15.nolu klon 2102,8 |42,057 (20,82 |2,02
146 |Karaerik 30.nolu klon 1403,1 |28,062 (14,02 |2,00
147 | Karaerik 18.nolu klon 3159,2 163,184 (28,69 |2,00
148 | Karaerik 13.nolu klon 4038,6 (80,771 |37,02 (2,00
149 |Kalecik Karas1 9 873.85 17.477 19.002 [1.94
150 |Kalecik Karasi 12 1286.35 |25.727 |12.967 |1.98
151 |Kalecik Karas1 15 144468 |28.894 |14.746 |1.96
152 |Pinot Noir (PN) 114355 |22.871 |12.186 |1.88
153 | Ccabernet Sauvignone (CS) 2250,6 63,855 (36,52 (1,85
154 1780,3 48,825 17,26 |19

Merlot (M)
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Sekil 4.1 % 1°lik agaroz jelde kosturulan 6rnek DNA goriintiileri

Aragtirmaya sonradan eklenen orneklerden Pinot Noir ile Kalecik Karasi Klonlarina
(9,12 ve 15 No’lu klonlar) ait gelikler Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Bag alanindan alinmis ve sera kosullarinda yetistirildikten sonra DNA’lar1

izole edilmistir.

Sekil 4.2 Kalecik Karas1 9, 12 ve 15 No’lu klonlar1
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Sekil 4.3 Kalecik Karasi Klonlar1 (9-12-15) ve Pinot Noir’a ait DNA’larin %1°lik
agaroz jel goriintiisi

4.2 AFLP Reaksiyonlari

DNA’nin spesifik restriksiyon enzimleri ile kesimi ve bu bdlgelere adaptorlerin
takilmas1 Adaptor takilan restriksiyon fragmentlerinin 6n amplifikasyonu tezin yontem
boliimiinde yer alan protokollerin uygulanmasiyla gergeklestirilmistir. Pre-selektif PCR

asamasina yonelik ornek goriintiiler sekil 4.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4 Preselektif PCR’1 gergeklestirilen drneklerin %1,5’lik agaroz jel ortaminda
goruntiisu

Selektif PCR Asamasi

Florasan boyalarla isaretlenmis primerler kullanilarak pre-selektif PCR ile 6n elemesi

yapilan bolgelerin ¢ogaltimi saglanmis olup selektif PCR asamasina gegilmistir.

65



Caligmada AFLP reaksiyonu i¢in 12 primer kombinasyonu denenmis olup c¢ikan
sonuglara gore diizgiin ¢alistigr tespit edilen 10 primer kombinasyonu ile analizlere
devam edilmistir. S6z konusu 10 primer kombinasyonu ve analizlerden g¢ikartilan 2

primer kombinasyonu ¢izelge 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2 AFLP Primer kombinasyonlar1 ve dizileri

Primer adi Dizisi 5°..ceevveennnnn. 3
E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACAC-3’

E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3°

M/SEL7 5°’-GAT GAG TCC TGA GTAACT G-3’
AFLPd 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTG-3°
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACAC-3’
AFLPd 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTG-3°
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACT G-¥

E/SEL32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3°

M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACT C-3
AFLPc 5’-GAC TGC GTA CCAATT CTC-3’
M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACT C-3
AFLPc 5’-GAC TGC GTA CCAATT CTC-3’
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACT G-¥

E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-¥»
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACAC-3

E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-¥
M/SEL6 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACT C-3

E/SEL22 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-¥»
M/SEL7 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-¥’

AFLPd* 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTG-3’

M/SELG6 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3°
AFLPc* 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CTC-3’
M/SEL2 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACAC-3°

*S0z konusu primer kombinasyonlar1 ¢alismadan ¢ikartilmistir.
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Elde edilen selektif PCR iirtinlerinin belirli oranlarda SLS (Sample Loading Solution)
ile seyreltildikten sonra, Genomelab DNA Standart Kit-600 eklenerek, Beckman CEQ
8000XL capillary DNA analiz sisteminde (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)
elektroferezleri yapilmis ve AFLP pikleri belirlenmistir.

Calisma donemi igerisinde, farkli AFLP primer kombinasyonlari kullanilarak
gerceklestirilen 6rnek kapilleri elektroforez goriintiileri Sekil 4.5-4.15 arasinda asagida

gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Esel32-MSEL7 primer kombinasyonu kapilleri elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.6 Esel32-MSEL?7 primer kombinasyonu kapilleri elektroforez biiyiiltiilmiis
goruntiisu
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Sekil 4.7 AFLPd-MSEL?2 primer kombinasyonu kapilleri elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.8 Esel32-MSEL?2 primer kombinasyonu kapilleri elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.10 AFLPd-MSEL2 primer kombinasyonu kapilleri elektroforez biiyiiltiilmiis
goruntisu
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Sekil 4.11 AFLPd-MSEL7 primer kombinasyonu kapilleri elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.12 AFLPc-MSELG6 primer kombinasyonu biiytiltiilmiis kapilleri elektroforez
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Sekil 4.14 ESEL22-MSELS6 primer kombinasyonu kapilleri eletroforez goriintiisii
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4.3 Genetik Bulgular

Beckman CEQ fragment analysis software kullanilarak elde edilen ham veriler
degerlendirilmeye ve polimorfik olan AFLP pikleri 1 (var) ve 0 (yok) seklinde
skorlanmaya baglanmistir (Sekil 4.16). Ayrica, reaksiyonlar1 tamamlanan primer
kombinasyonlarina ait veriler skorlandiktan sonra, MVSP software package version 3.1
(Kovach 1999) kullanilarak analizleri gergeklestirilmis ve UPGMA analizini temel

alarak dendogram olusturulmustur.

73



mlo111111111101110101101lll1011010001011111111111111111110
-
MEEEEEEEEEEEHEEEHEEEEHEEHEEEEHEEEEEEEEEEHEEEEEEHEEEEEEEEEEEEEEEE R
—
%110101100100100011100101011101011100010000010101011011101
—
ml11111101101110001000100111111011111111011010110111111111
-
nlloooooooo1111110010111l110110111111011000110001000111011
-
%110000100011111111111111110111111111111100010011111111101
—
MlOllll111100010111111100111011011100110111101111111110111
—
&111111111111111111111111111111011111111111111110111111111
—
FEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R EEEEEEEEEEEEEEEEE
-
@101111111111011101110111101110111101110011111110111111111
—
MllOOOlOOOOOOlOllllOlOll1110111111110111000100001001000001
—
NEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEHEEEEEEEEEE
-
wllllll110111011101010111111001111111010100110011010010111
-
2101111111111010010101010101111101111010111111111111111111
—
8101110000000101010101011100110111111100110000011001000101
—
ml10000000100101111100111010110111111111010100111010001111
i
Bll1111111l1111111111111111l111111111111111111111111111111
-
nllllll111011111111111011111111111111111111111110111111111
—
m101111010000110110011011111111011101010011010010111100101
—
w110000101110101111111111111111111111111111111111111111111
%110001100110111110110011110011111100110111110110111111100
m111111011101111111111111101011111111011111111110111111111
%111111111111111100000000101011111100000011111110101111111
&o10000100000111111111111011111111111111111010011001010101
mlOOllllll11111111111111.I.Ol1011111110011111111111101111110
mllllll110011111100000011101000000001111010101100010111000
o~
HMOOOOOOOll110011111111111000011111100010101111111101100110
%)
M%ll1111111lll111111111111001011000111010000111000110010110
N
mwl11111111111111111111111111111111111110000111010101011111
w
%]
ul
a £le 8|3|o
ol o 2
I~ = = =|=|sls o~ ol
=[x I s|ls|s|s
alnl |2 RIS 217 |2 e glgle|g| s &l |82
o] == < Bl 8| 8| §|~| [w]|o g2lsl (2 =S v|a|z|z| g = =l 2l =
fac] Kast = =| = ©ols|sls| s ~YlS —= - zl 3l 2| 3
—| = SSSSMHYYYYH N IR .__m& EIEIEIEIE 033MMMM% PR SISl gl € SIs
el B SIS SIG T R R[] el el 2| e al & ol vl v Q22| o o o o ® g|1ald S| 3| S| < 2B
HEERIRIRE N E R R EEEE SR SR E R E SRR B E R E E E R EEE R E N R N N e T
=== = Z Ol =
HH R EEEEEEEE EEEE RSB R EE E E R EEEEEEEEE E E e EEREERE I B E R EEE
2l 8] &) =| =] =| =|2|]] § mmmmmllllliiir,gmmrrrrrffffmmmmev, E|lE|El e[ & & & & 2| 2| 2
sl =l =222 =2|8(2| 2ol alalalddddldS=SS|=| o IR R R R E E E R R I R R eI R R R RS
<l <G| A MMM on[o]|n|ea|oe|e|c| O[O|O|O(A| A MIMIMIMIMITIT|I (T T|T(T|T(Ra|O{O]O0|0[O|d|afa|a|a OO0

-

ornegi

Sekil 4.16 AFLP piklerinin 1 (var) ve 0 (yok) seklinde skorlanmasi
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AFLP markor analizleri sonucunda c¢alismada kullanilan ¢esit, ana¢ ve bunlarin
klonlarma ait benzerlik oranlart ise ¢izelge 4.3-4.31’de genel gruplar halinde

sunulmustur.

Cizelge 4.3 Karaerik gesit,ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Karaerik Karaerik |19. Nolu | 23. Nolu 15. Nolu 30. 18. Nolu |13.

Klon Klon Klon Nolu Klon Nolu
Klon Klon

Karaerik 1

19. Nolu

Klon 0,849 1

23. Nolu

Klon 0,864 0,867 1

15. Nolu

Klon 0,846 0,84 0,952 1

30. Nolu

Klon 0,846 0,848 0,952 0,99 1

18. Nolu

Klon 0,841 0,844 0,947 0,976 0,976 |1

13. Nolu

Klon 0,824 0,826 0,929 0,976 0,976 |0,98 1

Cizelge 4.4 Osmanca ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Osmanca Osmanca Osmanca |Osmanca |Osmanca | Osmanca | Osmanca
39 26 40 21 38

Osmanca 39 |1

Osmanca 26 | 0,809 1

Osmanca 40 | 0,807 0,759 1

Osmanca2l |0,747 0,752 0,831 1

Osmanca 38 | 0,725 0,722 0,762 0,775 1

Osmanca 0,748 0,679 0,689 0,68 0,681 1

Cizelge 4.5 Yapincak ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlar1

Yapincak Yapincak 13 | Yapincak 132 | Yapincak
Yapincak 13 1

Yapincak 132 0,747 1

Yapincak 0,699 0,677 1
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Cizelge 4.6 Ada Karasi ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Ada Karasi Ada Karasi Ada Karasi Ada Ada Karasi
153 157 Karasi (146)

Ada Karas1 153 1

Ada Karas1 157 0,78 1

Ada Karasi 0,728 0,725 1

Ada Karas1 (146) 0,657 0,653 0,688 1

Cizelge 4.7 Kozak Beyazi ¢esit ve klonlaria ait AFLP benzerlik oranlari

Kozak Beyazi |Kozak Beyazi |Kozak Beyazi | Kozak Kozak Beyazi
270 292 Beyazi 222

Kozak Beyazi 1

270

Kozak Beyazi 0,764 1

292

Kozak Beyazi 0,779 0,798 1

Kozak Beyaz1 | 0,682 0,696 0,722 1

222

Cizelge 4.8 Semillion ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Semillion Semillion 197 | Semillion | Semillion 225 | Semillion 171
Semillion 197 | 1

Semillion 0,696 1

Semillion 225 | 0,703 0,761 1

Semillion 171 | 0,691 0,737 0,781 1

Cizelge 4.9 Clairette ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Clairette Clairette 377

Clairette 156

Clairette 124

Clarirette

Clairette 377 |1

Clairette 156 | 0,788

Clairette 124 | 0,759

0,73

Clarirette 0,799

0,77

0,729
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Cizelge 4.10 Kara Sakiz ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Kara Sakiz Kara Sakiz | Kara Kara Kara Sakiz | Kara Sakiz
160 Sakiz 7 | Sakiz 103 64

Kara Sakiz 160 1

Kara Sakiz 7 0,692 1

Kara Sakiz 0,728 0,77 1

Kara Sakiz 103 0,71 0,757 0,822 1

Kara Sakiz 64 0,668 0,714 0,732 0,79 1

Cizelge 4.11 Hafizali ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Hafizali Hafizali |Hafizali 20 |Hafizali193 |Hafizali1l83 |Hafizali |Hafizali 6
Hafizali 1

Hafizali 20 0,789 1

Hafizali193 0,782 0,796 1

Hafizalil83 0,762 0,781 0,768 1

Hafizali 0,528 0,522 0,523 0,549 1

Hafizali 6 0,563 0,568 0,542 0,583 0,496 1

Cizelge 4.12 Hamburg Misketi ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Hamburg Hamburg Hamburg Hamburg Hamburg Hamburg Hamburg
Misketi Misketi 58 | Misketi 13 Misketi 6 Misketi Misketi 58 | Misketi 52
Hamburg 1

Misketi 58

Hamburg 0,783 1

Misketi 13

Hamburg 0,734 0,762 1

Misketi 6

Hamburg 0,698 0,746 0,764 1

Misketi

Hamburg 0,505 0,563 0,557 0,532 1

Misketi 58

Hamburg 0,503 0,55 0,533 0,514 0,915 1
Misketi 52
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Cizelge 4.13 Gamay ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlar1

Gamay Gamay |Gamay 365 |Gamay 192 |Gamay 212
Gamay 1

Gamay 365 |0,782 1

Gamay 192 | 0,669 0,716 1

Gamay 212 |0,732 0,782 0,695 1

Cizelge 4.14 Papaz Karasi ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlar1

Papaz Karasi Papaz Karas1 207 | Papaz Karas1 | Papaz Karas1 289 | Papaz Karas1 194
Papaz Karas1 207 1

Papaz Karasi 0,776 1

Papaz Karas1 289 0,738 0,746 1

Papaz Karas1 194 0,689 0,764 0,796 1

Cizelge 4.15 Cinsout ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Cinsout Cinsout | Cinsout 404 | Cinsout 357
Cinsout 1

Cinsout 404 | 0,816 1

Cinsout 357 | 0,813 0,851 1

Cizelge 4.16 Kozak Siyahi ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Kozak Siyah Kozak Siyah1 198 | Kozak Siyah1 250 | Kozak Siyah1 (181) | Kozak Siyahi
Kozak Siyahi 198 1

Kozak Siyah1 250 0,73 1

Kozak Siyah1 (181) |0,795 0,711 1

Kozak Siyahi 0,809 0,672 0,758 1
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Cizelge 4.17 Cavus cesit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Cavus Cavus Bozcaada Bozcaada Bozcaada Bozcaada | Beyaz Beyaz Beyaz

Cavusu 98 | Cavusu 275 | Cavusu 161 | Cavusu Cavus 36 | Cavus Cavus
41 13

Cavus 1

Bozcaada 0,647 1

Cavusu 98

Bozcaada 0,7 0,742 1

Cavusu 275

Bozcaada 0,754 0,716 0,767 1

Cavusu 161

Bozcaada 0,684 0,745 0,704 0,661 1

Cavusu

Beyaz Cavus | 0,526 0,594 0,578 0,54 0,581 1

36

Beyaz Cavus | 0,498 0,605 0,555 0,529 0,553 0,744 1

41

Beyaz Cavus | 0,505 0,591 0,552 0,531 0,556 0,759 0,798 1

13

Cizelge 4.18 Yuvarlak Cekirdeksiz cesit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Yuvarlak Cekirdeksiz | Yuvarlak Yuvarlak Yuvarlak Yuvarlak
Cekirdeksiz5 | Cekirdeksiz 7 Cekirdeksiz 8 Cekirdeksiz

Yuvarlak Cekirdeksiz5 |1

Yuvarlak Cekirdeksiz7 | 0,795 1

Yuvarlak Cekirdeksiz8 | 0,738 0,72 1

Yuvarlak Cekirdeksiz 0,677 0,714 0,676 1

Cizelge 4.19 Ipek (Pek) Uziimii cesit ve klonlarma ait AFLP benzerlik oranlar:

Ipek(Pek) Uziimii Ipek (Pek) Ipek (Pek) Ipek (Pek) Ipek (Pek)
. " Uziimii 4 Uziimii 13 Uziimii 25 Uzilimii
Ipek (Pek) Uziimii 4 1

Ipek (Pek) Uziimii 13 0,813 1

Ipek (Pek) Uziimii 25 0,75 0,703 1

Ipek (Pek) Uziimii 0,763 0,749 0,667

Cizelge 4.20 Pembe Gemre ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Pembe Gemre Pembe Pembe Pembe Gemre 12 Pembe
Gemre 6 Gemre 11 Gemre

Pembe Gemre 6 1

Pembe Gemre 11 0,724 1

Pembe Gemre 12 0,68 0,732 1

Pembe Gemre 0,664 0,727 0,671 1
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Cizelge 4.21 Calkarasi ¢esit ve klonlaria ait AFLP benzerlik oranlar1

Calkaras Calkarast 1 | Calkarasi 12 Calkarasi 18 Calkaras1 29 Calkarast 10 | Calkarast
Calkarasi 1 1
Calkaras1 12 0,733 1
Calkaras1 18 0,732 0,747 1
Calkaras1 29 0,729 0,78 0,793 1
Calkarasi 10 0,754 0,755 0,851 0,808 1
Calkarasi 0,754 0,734 0,713 0,794 0,741 1
Cizelge 4.22 Cardinal ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlar
Cardinal Cardinal | Cardinal X |Cardinal X2 18.Sira | E_Cardinal
3.0mca
Cardinal 1
Cardinal X 0,718 1
Cardinal X2 18.Sira 0,617 0,741 1
3.0mca
E_Cardinal 0,467 0,478 0,518 1

Cizelge 4.23 41B anag ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

41 B 41B 13 41B8 |41B 2.Sira 3.0mca
41B 13 1

41B 8 0,804 1

41 B 2.S1ra 3.0mca 0,637 0,615 1

Cizelge 4.24 420 A anag ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

420 A 420A 13 |420A 19 |420A 2.Sira 3.0mca
420A 13 1

420A 19 0,839 1

420A 2.Sira 3.0mca | 0,602 0,589 1

Cizelge 4.25 LOT anag ve klonuna ait AFLP benzerlik oranlari

LOT LOT LOT 105
LOT 1
LOT 105 0,732 1
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Cizelge 4.26 1103 P klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

1103 P 1103p 24-14 1103p 17116
1103p 24-14 1
1103p 17116 0,711 1

Cizelge 4.27 R110 anag ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

R110 R110-30 |R110-26 |R110 |R110-20 |R110-19
R110-30 |1

R110-26 |0,726 1

R110 0,797 0,754 1

R110-20 |0,692 0,657 0,739 |1

R110-19 |0,785 0,736 0,822 |0,715 1

Cizelge 4.28 Kalecik Karas1 klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Kalecik Karasi

Kalecik Karas1 9

Kalecik Karasi 12

Kalecik Karas1 15

Kalecik Karas1 9

1

Kalecik Karasi 12

0,941

1

Kalecik Karasi 15

0,945

0,959

Cizelge 4.29 Miiskiile ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Miiskiile Miiskiile | Miiskiile 59 | Miiskiile 58 | Miiskiile
Miiskiile 1

Miiskiile 59 |0,544 1

Miiskiile 58 |0,553 0,841 1

Miigkiile 0,54 0,813 0,92 1

Cizelge 4.30 Erenkdy Beyazi ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Erenkoy Beyazi Erenkoy Beyaz1 | Erenkdy Beyazi 27 | Erenkdy Beyazi 29
Erenkdy Beyazi 1

Erenkdy Beyaz1 27 | 0,543 1

Erenkoy Beyazi1 29 | 0,546 0,801 1
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Cizelge 4.31 Razaki ¢esit ve klonlarina ait AFLP benzerlik oranlari

Razaki | Razaki | Razaki Razaki | Razaki | Burdur Burdur Siyah Foga Burdur Burdur Razaki | Razaki | Razaki | Razaki
16 21 18 Razakisi Razakis1 | Razaki Razakis | Razakisi Razakist Denizli | 65 1 73
(Horozkd | Gokgeba 1 (Gokgebag | 1.Nolu Civril
y Germe) | g 12’nin 12) Bag Isa
Yanindak Balbag
i Bag
Razaki 1
Razaki 16 0,638 1
Razaki 21 0,618 0,769 1
Razaki 18 0,637 0,74 0,839 1
Razaki 0,655 0,761 0,702 0,683 1
Burdur 0,629 0,608 0,649 0,625 0,644 1
Razakist
(Horozkoy
Germe)
Burdur 0,599 0,596 0,636 0,612 0,651 0,804 1
Razakisi
Gokgebag
12°nin
Yanindaki Bag
Siyah Razaki 0,514 0,531 0,5 0,523 0,517 0,494 0,543 1
Foga Razakist 0,532 0,505 0,485 0,491 0,464 0,484 0,526 0,726 1
Burdur 0,531 0,6 0,553 0,575 0,54 0,525 0,543 0,671 0,687 1
Razakisi
(Gokgebag 12)
Burdur 0,553 0,605 0,559 0,569 0,541 0,493 0,515 0,654 0,662 0,778 1
Razakis1
1.Nolu Bag Isa
Balbag
Razaki Denizli | 0,551 0,569 0,545 0,555 0,522 0,547 0,566 0,736 0,753 0,684 0,673 1
Civril
Razaki 65 0,547 0,577 0,519 0,535 0,523 0,514 0,514 0,614 0,63 0,679 0,748 0,649 1
Razaki 1 0,595 0,603 0,546 0,567 0,567 0,56 0,542 0,611 0,626 0,68 0,754 0,691 0,83 1
Razaki 73 0,58 0,582 0,542 0,569 0,552 0,55 0,544 0,647 0,635 0,676 0,765 0,687 0,786 0,863 1




10 AFLP primer kombinasyonu kullanilarak gerceklestirilen reaksiyonlarda, Beckman
CEQ fragment analysis software kullanilarak elde edilen ham veriler degerlendirilerek

yapilan MVSP software package version 3.1 (Kovach 1999) programi ile olusturulan

dendogram Sekil 4.17°de sunulmustur.
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UPGMA

0,6

Jaccard's Coefficient

Sekil 4.17 Cesitlere ait AFLP genetik iliski dendogrami
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5. TARTISMA VE SONUC

Teknolojik alandaki ilerlemelerin iilkelerin kalkinmasinda temel unsur oldugu
gilinlimiizde, biyolojik sistemlerin kullanilarak fayda elde edilmesini amaglayan modern
biyoteknoloji uygulamalar1 6zellikle tarim sektorii basta olmak tizere bir¢ok alanda

yenilikler sunmaktadir.

Modern biyoteknoloji uygulamalari etkin bir arag olup, bu teknolojinin gelistirilmesi ve
belirlenen hedefler dogrultusunda kullanilmas1 farkli sonuglar ortaya cikarabilecektir.
Bu nedenle, belirlenen hedefler dogrultusunda s6z konusu uygulama alanlarinda

yetkinlesmek 6nem arz etmektedir.

Oyleki, diinyanin da dikkatini ¢eken Tiirkiye’nin tarimsal biyolojik cesitliligi ve zengin
bitki gen kaynaklari, modern biyoteknoloji ¢alismalarinin yapilabilmesi i¢in 6nemli bir

potansiyeli ortaya koymaktadir.

Islahin en Onemli asamasi olan seleksiyonun kriterlerini olusturan verim, Kkalite,
¢ekirdeksizdik, olgunlasma zamani, tane rengi, salkim sekli, anacin gelisme kuvveti,
abiotik ve biotik stres kosullarina dayaniklilhigin belirlenmesi vb. 6zelliklerin
belirlenmesi ve amaca uygun genotiplerin seleksiyonunun uzun yillar almasi islahin en
onemli dezavantajint olusturmaktadir. Kendileme depresyonu, somatik mutasyonlar ve
kimeralar karsilagilan diger problemler arasinda gosterilmektedir. Basta siire olmak
lizere anilan olumsuz kosullar1 en aza indiren yeni tekniklerin 1slah g¢alismalarinda
kullanilmaya baglanmasiyla, modern biyoteknolojinin yarattigr olanaklarin asma
1islahinda kullanilmaya baslanmas: ile birlikte, giinimiizde ¢ok daha kisa siirede etkin
sonuglar alinabilmektedir. Son yillarda 1slah programlarinda ¢ok iri, kaliteli ¢ekirdeksiz
cesitlerin elde edilmesi hedeflenmekte olup molekiiler markorlerin kullanimini esas alan
tekniklerle ¢ekirdeksiz tliziim gesitlerinin erken seleksiyonu igin ¢alisildigr (Meredith
2001) bilinmektedir. Diger taraftan, don, kuraklik, yiiksek kireg, tuzluluk ile bor, agir

metal toksitesi gibi abiyotik stres kosullarindan meydana gelen problemlerin ¢6ziimii
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icin de genetik kontrol mekanizmalarinin ortaya g¢ikarilmasi yeni yaklasimlar olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu baglamda, molekiiler markorlerin 1slah ¢alismalarindaki siirecin daha kisa olmasina
imkan tanimasmin yani sira teknigin her gecen giin gelismesiyle de daha gilivenilir
sonuglar elde edilebilmektedir. Molekiiler tekniklerin giinden giine gelistirilerek bitki
islahinda kullanilmasi sonucunda asma 1slahi da daha bilingli ve sistemli olarak

yapilmaya baglanmistir.

Nitekim, 1slah c¢alismalarinda genetik analizler, klonlar arasindaki farkliligi ortaya
¢ikarmada ve klon tanimlamalarinda kullanilan etkin bir aractir. Klonlarin korunmast,
farkliliklarin ~ belirlenmesi, tanimlanmasi i¢in ampelografik tanimlamalar yeterli
olmamaktadir (Regner vd. 2000). Bu amagla kullanilan molekiiler tekniklerden AFLP
teknigi genel anlamda, total DNA’nin kesim asamasi tamamlandiktan sonra PCR
yontemiyle amplifikasyonu temeline dayanmaktadir. Cok az oranda DNA ile tek bir
reaksiyon neticesinde dahi ¢ok sayida pik vermesi teknigin en 6nemli avantaji olarak

ifade edilebilir.

Diger taraftan, AFLP markdrler yiiksek stabilite gostermelerinden dolayr klonal asma
materyalinin karakterizasyonu ile ilgili verileri saptamak i¢in uygun teknikler olarak

gosterilmektedir (Regner vd. 2001).

Bahse konu teknigin uygulandigi bu ¢alisma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlari ile Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. S6z
konusu arastirma temelde iki asamada gergeklestirilmistir. Bu asamalar; AFLP

reaksiyonlarinin uygulanmasi ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesidir.

Farkli primer kombinasyonlar1 kullanilarak aralarindan en iyi sonug verdigi tespit edilen
10 AFLP primer kombinasyonu ile gerceklestirilen reaksiyonlarda, Beckman CEQ

fragment analysis software kullanilarak elde edilen ham veriler degerlendirilmis olup
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MVSP software package version 3.1 (Kovach 1999) programi ile olusturulan
dendogram ise Sekil 4.17’de sunulmustur. Kullanilan her bir primer kombinasyonunda
fragment sayis1 39 ile 63 arasinda degismistir. Kombinasyonlar niikleotid biiytikligii
olarak 57-508 arasinda fragment uzunlugu vermistir. Polimorfizmi tespit etmek igin her
bir fragment gorsel olarak analiz edilmistir. Toplamda farkli fragment sayis1 275 olarak
bulunmustur. Toplamda polimorfizm ise %87,8 olarak tespit edilmistir. Polimorfizm
orani % 100 olarak bulunan primer kombinasyonlari; ESEL22-MSEL7, ESEL22-
MSEL2, ESEL22-MSEL6, AFLPC-MSEL6 ve AFLPC-MSEL7’dir. Diger
kombinasyonlarin orani ise %34,8 ile %93,7 arasinda degismistir. En az polimorfizm
orani ESEL32-MSEL7 primer kombinasyonunda goriilmiistiir. Bu dogrultuda, s6z
konusu polimorfizm orani oldukga yiiksek olup calismada klonal polimorfizmin kesin

olarak saglandig goriilmektedir.

S6z konusu AFLP genetik iliski dendogrami (Sekil 4.17) incelendiginde dendogramin
temel olarak 2 farkli gruba ayrildig1 gortiilmektedir. Birinci grup ve ikinci grupta kendi
aralarinda farkli alt gruplar olusturmustur. Cesit ve anaglar ile bu cesit ve anaglara ait
Klonlar temel olarak ayni grup igerisinde yer almistir. Ancak, bazi ¢esit ve klonlarin ise
farkli gruplar igerisine dagilmis oldugu gdzlemlenmistir. Ornegin, Parmak genotipi
Burdur Razakisi genotiplerinin oldugu grupta yer almistir. Benzer sekilde, Amasya
Beyaz1 175 klonu Razaki genotipi icerisinde, Yapincak 13 klonu, Semillion 225 klonu
ile aynm1 grup igerisinde yer almistir. LOT ve LOT 105 anag¢ ve klonlar1 ise Bozcaada
Cavusu klonlar1 ile yakin grupta yer almistir. Razaki genotipi ile Razaki 16 klonunun
ise Pembe Gemre ile Ipek (Pek) iiziimii genotiplerinin grubu ile ayn1 grup igersinde yer
aligr goriilmiistiir. Ayrica, Karaerik ¢esidinin klonlar1 ve Kalecik karasi klonlar1 kendi
aralarinda yiiksek oranda benzerlik gostererek ayni grup igerisinde yer almigtir.
Referans olarak kullanilan ¢esitlerden Cabernet Sauvignon ve Merlot ise dendogramda
diger gruplardan farkl olarak bir grup igerisinde yerlerini almistir. Referans cesitlerden
Pino Noir da genel anlamda diger ¢esitlerden uzak bir grupta yer almstir. Ancak, Royal

ve Kozak Beyazi ¢esitleri de diger cesitlerden ayrilarak farkli bir dallanma gdstermistir.

87



Klonal varyasyonun belirlenmesi amaci ile asagidaki tablolarda verildigi gibi AFLP
markdrler agisindan genotiplerin %95-99 ve %95-90 benzerlikleri siniflandirilmigtir. Bu

sonuglar asagida sunulmustur.

%095-99 benzerlik gosteren genotipler

«Karaerik 15 - Karaerik 30
*Karaerik 13 - Karaerik 18
«Karaerik 15 - Karaerik 18
«Karaerik 13 - Karaerik 15
«Karaerik 13 - Karaerik 30
«Karaerik 15 - Karaerik 23
«Karaerik 23 - Karaerik 30
»Karaerik 30 - Karaerik 18
*Kalecik Karasi 12 - Kalecik Karas1 15

%095-90 benzerlik gosteren genotipler

*Miiskiile (Yalova) - Miiskiile 58 (Yalova)

*Hamburg Misketi 52 (YYalova) - Hamburg Misketi 58 (YYalova)
eKaraerik 18 - Karaerik 23

«Karaerik 13 - Karaerik 23

«Kalecik Karas1 9 - Kalecik Karas1 12

«Kalecik Karas1 9 - Kalecik Karas1 15

AFLP benzerlik oranlar1 degerlendirildiginde, genotipler arasindaki benzerlik
oranlarmin % 95-99 ile % 39-41 arasinda degistigi gozlenmistir. Farkli genotipler
arasindaki en yiiksek benzerlik oran1 % 84 ile Bilecik Iri Karasi ve Kozak Siyah1 198
genotiplerinde goriilmiistiir. Klonlar arasindaki en yiiksek benzerlik orani ise % 99 ile
Karaerik ¢esidinin 15 ve 30 no’lu klonlarinda goriilmiistiir. Farkli genotipler arasindaki
en diisiik benzerlik oran1 %39 ile Hafizali ve Siyah Razaki; % 41 ile Hafizali ve Royal,
%40 ile Fog¢a Razakisi ve Cardinal-Cardinal X ve Kozak Beyazi-Hafizali arasinda

goriiliirken, klonlar arasindaki en diisiik benzerlik orani ise %50 ile Hamburg Misketi
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52 (Yalova) ve Hamburg Misketi 58 (Tekirdag) yine Hamburg Misketi 58 (Tekirdag) ve
Hamburg Misketi 58 (Yalova), % 54 ile Hafizali 6 ve Hafizali 193, % 56 ile Hafizali 6
ve Hafizali 20, % 58 ile Hafizali 6 ve Hafizali 183, % 65 ile R110-26 ve R110-20, % 65
ile Ada Karas1 146 ve Ada Karas1 157, % 66 ile Karasakiz 64 ve Karasakiz 160
genotiplerinde goriilmiistiir. Dendogram tizerinde uzak dallanma gosteren 1103 Paulsen
klonlarinin benzerlik orani ise % 71 olarak bulunmustur. Ayni ¢esidin klonlar
arasindaki benzerlik oranlarinin disikligi farkli cografi alanlardan seleksiyonla
secilmis olmalar1 nedeniyle genetik farkliliklari meydana getiren cesitli faktorlerden
kaynaklanabilecegi seklinde ifade edilebilir. Ayrica, dendogramda genetik olarak
birbirine uzak olan genotiplerin asma 1slah c¢aligmalarinda genetik kaynak olarak

degerlendirilebilecekleri diisiintilmektedir.

Cervera vd.’nin 1998 yilinda 67 farkli asma genotipi ile AFLP yontemini kullandiklar
calismada ylizde 70 ile ylizde 90 arasinda benzerlik gosteren aksesyonlarin farkli
genotipler olarak, yiizde 90 iizerinde benzerlik gdsteren aksesyonlarin ise ayni geside ait
Klonlar olarak yorumlanabilecegi ifade edilmistir. Bu ¢alismada yiizde 90 {izerinde
genetik benzerlik bulgularina ulasilmis olup s6z konusu oran ¢esit ile klonu ve ¢esitlere

ait klonlar ve arasinda goriilmiistiir.

Ergiil vd. (2006), 6nemli sofralik tiziim gesitlerinin bulundugu misket ve parmak grubu
liziim ¢esitlerinin genetik benzerliklerini AFLP yontemi ile arastirmislardir. UPGMA
metodu ile elde edilen dendogram analizlerinde her iki grup igerisinde de homonim ve
sinonimlerin mevcut oldugunu belirlemiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen
bulgulardan Hamburg Misketi klonlar1 arasindaki benzerlik orani da %91 gibi yiiksek

bir oranda bulunmustur.

Yalova Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’nden alinan 130 nolu “Miiskiile” genotipi
ile Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii’'nden alinan 59 nolu “Miiskiile” genotipi ayn1
isimle adlandirilmalarina ragmen birbirlerine genetik benzerlik oram1 %54 olarak
bulunmustur. Ancak, Yalova Bahcge Kiiltlirleri Arastirma Enstitlisii'nden alinan bu

genotip ve klonlarinin birbirlerine benzerlik oranlar1 nispeten yiiksek bulunmustur. Bu
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durumda, ayni isimle adlandirilan s6z konusu ¢esidin genetik olarak benzer olmadigi

gorilmiistiir.

Fossati vd.’nin 2001 yilinda yapmis olduklari arastirmada gesitler arasindaki genomik
benzerligi belirlemek amaciyla “Schiave” grubuna ait 10 iiziim ¢esidi lizerinde AFLP ve
SSR teknikleri birlikte kullanilmistir. Calismanin sonucunda s6z konusu “Schiave”
grubunda homonim ve sinonimlerin belirlenmesi amaciyla 33 ¢esitte AFLP analizi
yapilmis ve genetik farkliligin derecesi belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda 154

bireyin birbirlerine olan genetik farklilik dereceleri belirlenmistir.

2010 yilinda Sabir ve vd.’nin anaglar lizerinde yapmis olduklari arastirmada genetik
iligki dendograminda 41B ve 420A anaglar1 birbirlerine uzak bir dallanma gostermistir.
Bu calisma sonucunda da s6z konusu anaglarin benzerlik oran1 % 55 olarak bulunmus

olup bu iki ¢alisma sonucu birbirlerini destekler niteliktedir.

Meneghetti vd.’nin 2011 yilinda klonal tanimlama ve genetik uzakliklarin belirlenmesi
amactyla yaptiklar1 arastirma sonucunda elde edilen dendogramda 53 Garnacha
aksesyonunda klonlarin kendi iclerinde alt gruplar olusturdugu belirtilmekte olup bu tez
caligmasinda da klonlar arasi genetik uzaklik ortaya konulmus ve neticede klonal
gruplarin genel anlamda birbirlerinden ¢ok uzak bir dallanma gdstermedigi sonucuna

varilmistir.

Klonlarin tanimlanmasinda ve farkliliklarin ortaya konulmasinda molekiiler markorler
onemli bir ara¢ olup Ulrike ve vd.’nin 2011 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada Vitis
vinifera’a ait 86 Riesling klonunda polimorfizmi belirlemek i¢in AFLP markorler
kullanilmistir. Sonugta klonlarin stabil olmadiklar1 ve genomda degisimler olabilecegi
ifade edilmistir. Elde edilen sonuglar klonlar arasindaki farkliligin belirlendigi bu

calisma sonucuylada uyumluluk gostermektedir.

Bununla beraber, genel olarak bitkilerde tiretim generatif ve vejetatif olmak tizere iki

sekildedir. Vejetatif iiretim sekli asmalarda da 6nem tasimaktadir. Asmanin generatif
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yolla iiretilmesi halinde cogunlukla omcalar genetik bakimdan varyasyonlara ve
istenmeyen Ozelliklere sahip olmaktadirlar. Diger taraftan, g¢elik ile iretilen {iziim
cesitlerinin alindiklart omcanin 6zelliklerini aynen gostermeleri beklenmektedir. Ancak,
ayni ¢esitten kurulu baglarda omcalar arasinda verim ve kalite 6zellikleri bakimindan
farkliliklarin oldugu da bagcilik alaninda ¢alisma yapan arastiricilar tarafindan
belirlenmis olup bu farkliliklarin; ¢evre sartlari (toprak, mikroklima, diger kiiltiirel
sartlar), mutasyonlar, klonlarin degisik orijinlerden gelmis olmalar1 ve Viriis
enfeksiyonlarr olmak {izere temelde dort sebepten olustugu ifade edilmistir (Gokbulut

2014).

Martinez-Zapater vd. 2000 yilinda yapmis olduklari ¢alisma sonucunda birbirine yakin
genotipler arasindaki ve hatta ayni ¢eside ait klonlar arasindaki genetik uzakligin tespit
edilmesinde AFLP tekniginin ¢ok etkili bir yontem oldugunu ifade etmislerdir. Bu tez
caligmasinin bulgular1 da birbirine yakin ve farkli genotipler ile klonlar arasindaki

genetik iligkiyi orataya koyarak genetik benzerlik oranlarini gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda iiziim ¢esitlerinin yan1 sira bazi anaglar ve bu anaglara ait klon larda
analiz edilmistir. Bu dogrultuda, Ergiil vd.’nin 2010 yilinda 20 asma anaci iizerinde
yapmis olduklar1 aragtirmada AFLP yontemi kullanilmis toplamda polimorfizm yilizde
65 olarak bulunmustur. Ayrica, 1103P, du Lot, 5BB dendogramda ayni alt grupta ve
birbirlerine yakin uzaklikta yer almislardir. Bu tez ¢alismasi ile de 1103P 17/16 ile Lot
105’in benzerlik oran1 ve 5 BB 56 ile Lot 105’in benzerlik orani yiizde 70 olarak

bulunmustur.

Sonug olarak, AFLP markoérlerle yapilan bu ¢alismada klonal tanimlamlardaki ayrim
giliciiniin yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Asma gen kaynaklarinin AFLP yontemiyle
tanimlandig1 bu arastirmada, elde edilen bulgular diger tanimlama ¢alismalar: igin 151k
tutacaktir. Bununla beraber, arastirma sonuglar: Tiirkiye’de yiritiilecek 1slah, cogaltma,
cesit tescili gibi diger bagcilik faaliyetlerine 6rnek arz ederek faydali olacaktir. Ayrica,
molekiiler filogenetikteki tekniksel ilerlemeler (SNP: Single Nucleotide Polymorphism-
Tek Niikleotid Polimorfizmi), mevcut materyalin klonal teyitlerinde ileriye yonelik

katkilar saglayacaktir.
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Ulkemizdeki asma gen potansiyelinin tanimlanarak korunmasi son derece énemlidir. Bu
nedenle son yillarda yayginlasan ve gelisen modern biyoteknoloji teknikleri kullanilarak
yapilan arastirmalar {lilke asma gen kaynaklarinin korunmasina biiyiik katki saglayacak

ve kaliteli Giretimi artiracaktir.
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