ANKARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTUTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

ESKISEHIR VE KAYSERI ILLERIi ASMA GEN KAYNAKLARININ SSRs

(Simple Sequence Repeats)’a DAYALI GENETIK KARAKTERIZASYONU

MIiNA SHiDFAR

BAHCE BITKILERiI ANABILIM DALI

ANKARA
2008

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ESKISEHIR VE KAYSERI ILLERI ASMA GEN KAYNAKLARININ SSRs
(Simple Sequence Repeats)’a DAYALI GENETIK KARAKTERIZASYONU

Mina SHIDFAR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Gokhan SOYLEMEZOGLU

Bagcilik i¢in yerkiirenin en elverisli iklim kusaklarindan biri tizerinde bulunan Tiirkiye,
asmanin gen merkezi olmasinin yani sira son derece eski ve koklii bir bagcilik kiiltiiriine
de sahiptir. Eskisehir ili iklimi birinci derecede saraplik {iziim yetistiriciligi igin
uygundur. Kayseri ilinde ise; sofralik ve ¢ekirdekli kurutmalik tiziim yetistiriciligi ile 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada, Eskisehir ve Kayseri illerinde yetistirilmekte olan 39
cesit ile 2 referans ¢esit olmak iizere toplam 41 ¢esidin genetik analizleri 15 SSR lokusu
(VVMDS5, VMC2C3, VrZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD?28, VVS2, VIZAG62,
VVIB01, VMC2H4, VVMD7, VVIH54, VVMD31, VrZAG83, VRG1) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan 14 primerde c¢esitler arasi yeterli ayrim saglanirken
VRG] lokusunda yiiksek orandaki null allel siiphesinden dolay1 dendogram 14 lokus ile
olusturulmus; 4 sinonim ve 1 homonim cesit tespit edilmistir. Lokuslarda gézlenen allel
sayisi 2 ile 12 arasindadir.
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Turkey, is one of the most important area for viticulture because of its suitable climatic
zone, being valuable grape germplasm resources, has very long viticulture history.
Eskisehir’s climate is suitable for wine grape growing but Kayseri’s appropriated not
only for wine grape growing, and also for table and raisn grapes. In this study, 39 grape
genotips grown in Eskisehir and Kayseri and 2 reference cultivars geneticallly
characterized using 15 SSR locus (VVMDS, VMC2C3, VrZAG79, VVMD24,
VVMD?27, VVMD28, VVS2, VrZAG62, VVIB0l, VMC2H4, VVMD7, VVIH54
VVMD31, VrZAG83, VRGI1). However clustring established just with 14 locus
because of high frequency of null allel on VRGI locus, indicated 4 synonym and 1
homonym genotypes. Number of alleles per locus ranged between 2 and 12.
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1. GIRIS

Asma tiirleri icerisinde en 6nemlisi olan Vitis vinifera L. tiirli, diinya {iziim iiretiminin
tamamina yakinini kargilamaktadir. Tiiriin ilk olarak Kafkasya ve Anadolu’da kiiltiire
alindig1 ve Anadolu’nun tiiriin ¢esitlilik merkezi oldugu son arastirmalarla ortaya
konmustur(Arroya-Garcia et al. 2006, Ergiil et al. 2006). Tiir icerisinde cesitler, tipler,
klonlardan olusan gerek genetik gerek ekolojik anlamda 6nemli bir agilim soz
konusudur. Vitis vinifera L. tiirli i¢inde, en az 30.000 civarinda isimlendirilmis ¢esidin
bulunabilecegi ve bunlardan yaklasik 15.000’nin genotipik olarak farkli olabilecegi
diistiniilmektedir (Allewelt 1997).

Asma gen potansiyelinin ortaya c¢ikarilmast ve mevcut popiilasyon iginden farkli
degerlendirme amaglarima uygun {iziim ¢esitlerinin  belirlenmesine yonelik
ampleografik caligmalar uzun yillardir siirdiiriilmektedir. Oraman (1941), Kisakiirek
1956, Istar (1959 Oraman ve Agaoglu (1969), Fidan vd. (1972), Fidan ve Fidan
(1976), Marasal1 (1986), Kara (1990), Giirséz (1993), Kaplan (1995), Akkurt ve Fidan
(1998), Tiirkkan ve Agaoglu (1999), Kader (2005), Dilli ve Kader (2005). Yiiriitiilen
ampelografi calismalarina ek olarak, izoenzim diizeyinde tanimlama c¢aligsmalari
bulunmaktadir. Ancak gerek ampleografik parametrelerin gerekse enzimatik ayrimlarin
yetersizlikleri nedeni ile; son on yilda ise hizli ve etkili sonuglar verebilecek DNA

markdrlerin kullanimina yonlenilmistir.

Diinyada asma gen kaynaklarinin tanimlanmasinda 6n plana ¢ikan molekiiler markorler
ise temel olarak; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polimorfizm DNA), AFLP( Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ve
SSR (Simple Sequence Repeat) tekniklerinden olusmaktadir.



Bunlardan SSR (Simple Sequence Repeat=Basit dizi tekrarlar1)(Mikrosatelit) markorler
yuksek tanimlama kabiliyeti, tekrarlanma oraninin c¢ok yiiksek olusu, liniversal veri
tabanlarinda kullanilabilmesi, kodominat olusu vb. gibi 6zellikleri nedeni ile gerek

diinyada gerekse ililkemizde en yaygin kullanilan markorler arasindadir.

Ulkemizde asma gen potansiyelinin tanimlanmasima yénelik bu giine dek yapilan
aragtirmalara bakildiginda ise; hemen hemen tiim molekiilerin kullanildigin1 (Ergiil
2000, Ergiil vd. 2002a, Ergiil et al. 2002b, Ergiil vd. 2006, Vouillamoz et al. 2006, Selli
vd. 2007, Karaagag¢-tez 2006, Karatas et al. 2007, Karatas ve Agaoglu 2008,
Soylemezoglu 2001, 2005, Soylemezoglu vd. 2001 ) gormekteyiz. Bunun yani sira
“Milli Koleksiyon Bagi” gen kaynaklarinin SSR markorler diizeyinde topluca

tanimlama c¢aligmalari ile devam etmektedir.

Ulusal asma gen kaynaklarimizin SSR markoérler diizeyinde tanimlanmasinin bir
boliimii olarak gerceklestirilen bu tezde; Orta Kuzey tarim bdlgesinde yer alan
“Eskigehir” iline ait 25 ¢esit ile Orta Giiney tarim bolgesi igerisinde yer alan “Kayseri”
iline ait 14 {iziim cesidi ile 2 referans ¢esit olmak iizere toplam 41 iiziim ¢esidinin SSR
teknigi ile genetik tanimlamalar1 yapilarak bu iki ile ait ¢esitlerin SSR markérlere dayali

genetik parametreleri ile kimlik tanilar1 belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Diinya ve Tiirkiye Bagcihig:

Diinyada bagcilik; tiziimiin sofralik, saraplik-siralik ve kurutmalik vb. gibi ¢ok ¢esitli
degerlendirme sekillerine sahip olmasi nedeniyle diinya iizerinde ¢ok genis alanlarda
yetistiriciligi yapilan ekonomik 6neme sahip en énemli tarimsal faaliyetler i¢inde yer
almaktadir (Celik vd. 1998). 2006 yili FAO verilerine gore diinya bag alanlar
7.453.445 ha olup, iiziim iiretimi ise 66.413.393 ton dur. Uziim iiretiminde sdz sahibi
olan iilkelerin basinda ise; Italya, Fransa, Ispanya, Cin, ABD, Tiirkiye, Iran, Arjantin,
Sili ve Avustralya gelmektedir. Bu on iilke 42,020,241 tonluk iiziim {iretimiyle diinya
{iziim iiretiminin %69’unu gergeklestirmektedir. Alan olarak Ispanya ilk sirada yer
alirken, Ispanya’yr Fransa, ltalya, Tiirkiye ve Cin izlemektedir. Alan olarak
(550,000.00 ha) 4.sirada, tiretim (4.000.000 ton) agisindan 6. sirada yer alan Tiirkiye,
diinya bagcilig1 icerisinde dnemli bir yere sahiptir (http://faostat.fao.org.2006 ).

Ulkemizde, Dogu Anadolunun rakimi yiiksek bélgeleri ile Dogu Karadenizin ¢ok yagis
alan alanlar1 disindaki bolgelerde bagcilik ekonomik 6nemi yiiksek tarim kollarindan
birisidir. Tarim Bolgelerine gore bag alani ve iiretim degerleri incelendiginde ise; dnem
sirasina gore Ege, Akdeniz, Orta Giiney, Giiney Dogu, Orta Dogu, Orta Kuzey,
Marmara, Karadeniz ve Kuzey Dogu bolgelerinin geldigi goriilmektedir.

Orta Kuzey tarim bolgesinde yer alan Eskisehir ilinin iklimi serin ve vejetasyon siiresi
nispeten kisa oldugundan gec¢ olgunlasan {iziim cesitlerinin yetistiriciligine elverisli
degildir. Ancak bu bolge vejetasyon doneminde gece ve giindiiz sicakliklar1 arasindaki
yuksek farklilik, sirada daha yiiksek asit olusumu ile birlikte, siyah cesitlerde daha koyu
renklenme sagladigindan bu bolgenin iklimi birinci derecede saraplik iiziim

yetistiriciligi i¢in uygundur.



Orta Giiney tarim bdlgesinde yer alan Kayseri ili ise; Birinci derecede saraplik ve siralik
liziim tiretimi icin elverisli olmakla birlikte sofralik ve c¢ekirdekli kurutmalik {iziim

cesitleri de yaygin olarak yetistirilmektedir (Celik vd. 1998).

Cizelge 2.1 2006-2007 yillarma ait iki ilin iklim &zelliklerini gostermektedir
(Meteoroloji Arastirma ve Bilgi Islem Daire Bagkanligi 2008).



Cizelge 2.1 Eskisehir ve Kayseri illerine ait bagcilik agisindan énemli iklim &zellikleri(Meteoroloji Arastirma ve Bilgi Islem Daire

Bagkanlig1 2008).
iLLR Rakim | YiL.Ort. | EST Gelisme | Donlu Siddetli | En diisiik sicakhk | Toplam Gelisme Yagish | Donlu
(m) Sic.(°C) | (Giin- Donemi Giinler Donlu °O) Yagis doneminde giinler giinlerin
Derece) | (Giin) (n) giinler (mm) Yagis (mm) (n) baslangic sonu
Orta
Kuzey
Eskisehir 789
2006 - 10.4 1408 219.7 127 98.9 -27.8(30.01.20006) 323.2 128.1 96 14.0 1.5
Ort.(29.3)
2007 - 12.4 226.3 123 94.3 -10.8(29.11.2007) 388.4 1353 92 10.0 2.0
Ort.38.84
Orta
Giiney
Kayseri 1093
2006 - 10.25 1356 223.47 114 118.2 -18.6(31.01.2006) 419.73 146.8 96 17.0 0.5
Ort.34.97
2007 - 11.32 229.5 129 112.5 -8.9(29.10.2007) 422.8 147.1 91 16.0 1.0
Ort.35.23
Ort: ortalama




2.2 Asma Gen Kaynaklarimin Tanimlanmasi

Asma gen kaynaklarinin tanimlanmasi amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalarin temel hedefleri;
sahip olunan gen kaynaginin korunmasi ve 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasidir.
Morfolojik markorler, kolay elde edilebilmeleri ve bazi durumlarda kullanimlarinin
mutlak gerekli olmasina karsin, ¢evresel faktorlerden (sicaklik ve stres gibi)
etkilenebilmektedir. Fenotipik o6zelliklerin, genetik kontrol mekanizmasinin tam
bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve bitkilerde aranilan bazi fenotipik 6zelliklerin ortaya
¢ikisinin uzun zaman almasi, bitki 1slah¢ilarini daha hizli ve dogru karar vermekte
yardimec1 olan, DNA markor sistemlerine yonelten sinirlayict etkenlerdir(Meredith
1992, Thomas et al. 1993). Morfolojik markdrlerin sayilan bu olumsuz etkileri
nedeniyle son yillarda DNA diizeyinde bilgi veren molekiiler markor sistemleri

gelistirilmistir.

Bu kapsamda, asma dahil bitki tiirlerinde kullanilan molekiiler markérler, protein ve

DNA markérleri olarak gruplandirilmaktadir.

2.2.1 Protein Markorler (izoenzimler)

Hiicreye 0zgii bir enzimin ayni biyokimyasal olaylar1 katalize eden ve degisik genler
tarafindan kodlanan, farkli elektrik yiikli c¢oklu formlar1 izoenzim olarak
tanimlanmaktadir (Rothwell 1988). Bir enzimin uygun substrat ve kofaktorler ile
gerceklestirilen reaksiyon iriinlerinin, iiriine 6zgli uygun boyama ve elektroforez
yontemleri ile agiga c¢ikarilmasi izoenzim/protein markorlerin arastirilma tekniginin

temelini olusturmaktadir.

Bitkilerde ekstraksiyon kaynagina gore genel olarak, total protein (non enzimatik) veya
izoenzim (enzimatik) analizi seklinde uygulama alan1 bulan bu markérler, son 20-30
yillik donemde genetik markorler alaninda saglanan gelismenin  temelini

olusturmaktadir. izoenzimlerin bitkilerde kullamimi; gesit tanmimlama, hibrit bitkilerin



analizi, genetik haritalamalarda belirlenen izoenzim lokuslarina dayali baglanti
(linkage) analizlerinin ortaya ¢ikarilmasi, izoenzim formlarinin katiliminin incelenmesi

seklinde gruplandirilmaktadir.

Asmalarda ise izoenzim polimorfizmi, ana¢ (Walker ve Boursiquot 1992), ¢esit (Wolfe
1976, Arulsekar ve Parfitt 1986, Bachmann ve Blaich 1988, Agaoglu vd. 1995, 1998)
ve ekotip tanimlamalar1 (Caliskan ve Agaoglu 1998, Caliskan 1997, Agaoglu vd. 1999),
F; hibrit tanis1 (Chaparro et al. 1989, Parfitt ve Arulsekar 1989) ile linkage analizlerinde
(Weeden et al. 1988, Lodhi et al. 1995) degisik aragtirmacilar tarafindan kullanilmistir.

Morfolojik karakterlere gore ¢ok daha etkili kullanilabilmekle birlikte sicaklik, stres
kosullari, hastalik vb. faktorlerden etkilenmeleri, ayrica etkili olduklar1 yer ve
mevsimsel degisimlere gore farklilik gdstermeleri ile izoenzim sistemlerinin (lokus ve

allellerin) sayica azlig1, bu markorlerin baslica dezavantajlar olarak kabul edilmektedir

(Meredith 1992, Thomas et al. 1993).

2.2.2 DNA Markorler

Tanimlama caligmalarinda daha dogru ve kesin sonuglar veren ve bitki 1slahinda ve

Ozellikle asmada genetik caligmalarin sinirlarini1 genisleten bu markorler;
1. Hibridizasyona dayali DNA markorler,
2. PCR (Polimerase Chain Reaction)’a dayali DNA markorler,

olmak {izere baslica iki teknoloji dalinda gelisim gostermistir.



2.2.2.1 Hibridizasyona dayali DNA markorler

Bu grupta yer alan markorlerin en Onemlisi RFLP teknigidir. Restriksiyon
endoniikleaz’larla kesilen genomik DNA fragmentlerinin (pargaciklarinin), agaroz jel
elektroforezi ile ayrilarak, ‘southern blot’ teknigi ile uygun bir membrana aktarilmasi
ve radyoaktif isaretlenmis bir prob ile hibrizasyonunun yapilarak bitki tiir veya
cesidine 0zgli restriksiyon bantlarmin ‘fragmentlerinin’ belirlenmesi, yontemin

baslica asamalarini olusturmaktadir.

Bireyler arasindaki genomik farkliligin yaninda, restriksiyon bdlgesinde meydana
gelebilecek baz degisimleri (mutasyon vb.), metilasyonlar (Chao et al. 1989) ile esit
olmayan ‘crossing-over’ ve replikasyon kaymalar1 (Schlotterer ve Tautz 1992)

polimorfizimin diger kaynaklaridir.

Teknigin en 6nemli agsamasi uygun problarin se¢imidir. Bu amagla, rastgele genomik
veya cDNA kiitiiphanelerinden olusturulan, homolog ve heterelog problar
kullanilmaktadir (Striem et al. 1990, Gogorcena et al. 1993, Kochert 1994).
Problarin ‘multi-locus’ problardan daha ¢ok, az kopyali (lower-copy) problar olmasi

onerilmektedir (Bowers 1992).

Bir cok bitki tiiriinde oldugu gibi asmalarda da RFLP analizleri; tiirler arasi
(Bourquin et al.1995) ve Vitis vinifera L. tiriine ait gesitler ile anaglarin genetik
benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmasi (Bourquin ef al. 1992, 1993, Bowers et al. 1993,
Marasal1 1995, Bowers et al. 1996), hibrit analizi (Guerra ve Meredith 1995), linkage
gruplarinin olusturulmasi1 ve genom haritalamasi (Mauro et al. 1992, Lodhi et al.

1995) gibi konularda yogunlagmustir.



2.2.2.2 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali DNA markorler

PCR tekniginin devreye girmesi ile (Mullis et al. 1986), spesifik DNA
segmentlerinin in vitro amplifikasyonunu iceren DNA analizlerinde 6nemli bir agsama
saglanmistir. Daha sonralar1 sicakliga dayanikli (thermostable) DNA polimerazlarin
ortaya cikarilmasi ile devreye giren otomatik ‘thermocycler’lar teknikde yontem
asamalarin1 ¢ok kolaylastirirken, bu yenilikler PCR markoérler olarak tanimlanan
DNA markorlerin gelistirilmesinde temel olusturmustur. Bugiin uygulama ve temel
prensipleri itibariyle ¢ok degisik PCR markorler bitki 1slahinda yaygin
kullanilmaktadir. Bunlardan asma genom analizlerinde kullanilan en Onemli

markorler asagida verilmistir.
- RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
- AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),

- SSRs (Simple Sequence Repeats)

2.2.2.2.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

PCR uygulamalari basglangicta, belirli DNA segmentlerinin selektif ¢cogaltimi {izerine
yonlendirilmis ve baz dizilisi bilinen bdlgelerin primer c¢iftleri ile amplifikasyonu 6n
plana c¢ikmistir. Ancak ilgili dizilerin belirlenmesinde karsilasilan giicliikler ve
genomda yalniz kisith bolgelerdeki taramalardan dogan yetersizlikler, uygulamaya
rastgele oligiiniikleotidlerin  (primerlerin) kullanildigt daha kolay ve etkili

yontemlerin sunulmasini saglamistir (Ergiil 2000, Agaoglu ve ark 2000).

Bu amagla; 1990’1 yillarin basinda birbirinden bagimsiz iki bilim adami grubu
tarafindan, gliniimiizde yaygin kullanima giren, prensip olarak aym fakat farkli

adlandirilan ‘random amplified polymorphic’ DNA (RAPD) (Wiliams ef al. 1990) ve



‘arbitrarily-primed PCR (AP-PCR)’ (Welsh ve McClelland 1990) teknikleri

gelistirilmistir.

RAPD olarak daha ¢ok kullanilan teknik; uygulama caligmalarinda baglica iki
asamay1 icermektedir. Bunlar DNA ekstraksiyonu ve PCR asamalaridir. RAPD ve
diger DNA markorlerde basarili sonuglara ulasmak bitkisel materyal ile uygun

miktar ve kalitede DNA ekstraksiyonuna baglidir.

2.2.2.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Genomik DNA’dan elde edilen selektif PCR amplifikasyonunu igeren bu teknik baglica

ic uygulama asamasindan olusmaktadir.

Bunlar:

e DNA’nimn spesifik restriksiyon enzimleri ile (ECoR1/Mse I) kesimi ve

kesim bolgelerine uygun adaptorlerin takilmasi,

e Ligaz edilen bu adaptorlere uygun primerler olusturularak 6n selektif

asamanin gerceklestirilmesi,

e On selektif iiriinleri iizerinden selektif reaksiyonlarin gergeklestirilerek

sonuclarin goriintiilenmesi (Vos et al. 1995).

AFLP teknigi, asma tiir, ana¢ ve gesitlere ait genetik iligkilerin ortaya ¢ikarilmasi
(Sensi et al. 1996, Martinez-Zapater et al. 1998, Sefc et al. 1998c, Cabezas et al.
1998, Cervera et al. 1998, Labra et al. 1999, 2001, Fossati 2001, Imazio et al. 2002,
Soylemezoglu ve ark. 2005, Ergil et al. 2006), ekotip ve klonal polimorfizmin
belirlenmesi (Cervera et al. 1998, Hinrichsen et al. 1998, Imazio et al. 2002) ve
genetik haritalama (Dalbo et al. 1998, Pauquet et al. 1998) caligmalarinda

kullanilmaktadir.
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2.2.2.2.3 SSR (Simple Sequence Repeats)

VNTR(s) (Variable Number Tandem Repeats) markorler farkli uzunlukta tekrar
dizilerini igeren minisatellit (20 kb kadar uzunluktaki tekrar {initeleri) ve
mikrosatellit (2-4 baz uzunlugundaki bitki genomunda bulunan (GA)n, (CA)n,
(AT)n, (ATA)n, (CTT)n ve (GATA)n gibi ¢ekirdek dizilerini igeren 100’ bp den
kiigiik tekrar {initeleri) markorleri igermektedir. Mikro ve minisatellit markdrler ayni
zamanda STMSs (sequence-tagged mikrosatellites), STRs (short tandem repeats:
omurgali canlilarda mikrosatellit), AMP-FLPs (amplified fragment lenght
polymorphism: omurgali canlilarda minisatellit) ve SSRs (bitkilerde mikrosatellit)

olarak bilinmektedir (Kochert 1994, Staub et al. 1996).

Bitkilerde yaygin kullanilan SSRs markorler, ¢ekirdek tekrar dizilerinden hareketle
tire Ozgl tespit edilen lokus bdlgelerine yonelik primerlerin kullanimi ile allel

polimorfiziminin saptanmasi esasina dayanmaktadir.

Asmada yaklasik son yillarda yapilan ¢aligmalarla degisik arastiricilar tarafindan
400’e yakin SSR lokusu tespit edilmis olup (Thomas ve Scott 1993, Thomas et al.
1994, Bowers et al. 1996, Sefc et al. 1997), bu yondeki ¢alismalar (Scott et al. 1998,

Bowers et al. 1999) devam etmektedir.

SSR teknigi uygulamalarinda; genom boyunca tekrarlanan dizilerin iki yanindan
primerlerce PCR’da ¢ogaltilmasi ve jel ortaminda goriintiilenmesi (Sekil 2.1) veya
kapilar elektroforez (otomatik dizi analizi sisteminde) biiyiikliiklerine gore
siralanmasi esasia dayanir. Sonuglarin gorilintiilenmesi ise, radyoaktif isaretleme,
glimiis boyama veya otomatik dizi analizi sistemi ile olur. Otomatik dizi analizi
sisteminde allel biiyiikliikleri, fluoresan isaretli primer yardimiyla, pikler seklinde

goriiliir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Kapilar elektroforezde 3 SSR lokusunun ayn1 ekranda goriinimii (Soldan saga: yesil (VVMD)S):
heterozigot, siyah (VVS2): homozigot, mavi (ZAG62): homozigot)

2.3 Verilerin Yorumlanmasi

Bantlar veya pikler elde edildikten sonra farkli programlar kullanilarak:
o Allel verileri(kimlik tanis1) ham verileri ve yuvarlanmis veriler,
e Allel frekansindan yararlanilarak tespit olasilig1 (PI, Probability of Identity),
e Heterozigotluk orani (beklenen(He), gézlenen(Ho)),
e Ebeveyn iliskisi,
e Null(Sahte) allel verileri
elde edilirken genotipler arasi genetik benzerlik oranlarma gore iliski dendogramlari

olusturulur.
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2.4 SSR Tekniginin Bagciikta Kullanim Alanlar

SSR markorler asma 1slahinda; Vitis cinsinde evrimsel gelisimin molekiiler analizi, Vitis
vinifera L. gesitlerinin ve Amerikan asma anaglarina ait gen kaynaklarinin belirlenmesi,
cesitler, ekotipler, klonlar, melezleme sonucu elde edilen ¢esitlerin tanimlanmasi ile
sinonim ve homonimlerin tespit edilmesi, orijin belirleme, melezleme 1slahinda hibrit
bitki tanisi, pedigri analizi ve genetik haritalama ile markor yardimi ile seleksiyon gibi

degisik amaglara yonelik olarak kullanilmaktadir (Ergiil 2000).

Sonug olarak, asma cesitlerinden mikrosatelit profillerin olusturulmasinda toplanan

bilgiler, farkli perspektiflere gore degerlendirilebilir. Bunlar;

a) Gen bankas1 yonetimi
» Cesitlerin kimlik tespiti,
» Sinonimlerin tespiti,
» Pedigri olusturulmasi.
b) Mikrosatelit markorlerin degerlendirilmesi
» Polimorfizm seviyesi,
» Allel frekans,
» Sessiz (null) allellerin frekansi,
¢) Asmalarda gen havuzunun tanimlanmasi
» Genetik farklilik,
» Allelik ve genotipik bilesim,
» Gen havuzlar arasindaki farklilik,
d) Kiimeleme analizi
» Benzerligin kurulmasi veya uzaklik 6l¢timleri,
» Fenogram olusturulmasidir.

(Karaagag 2006)
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2.5 Bagcilikta SSR Teknigi Kullamlarak Yapilan Arastirmalar

Asma mikrosatelit calismalarinin ilk 6rnegi Thomas and Scott (1993) tarafindan
gergeklestirilmistir. Aarastiricilar 26 Vitis vinifera L. ¢esidi ile baz1 Vitis tiirlerinde VVS
(VVS2, VVSS gibi) primerlerini kullanilarak genetik tanimlamalar gerceklestirilmistir.
Thomas et al.(1994) anaclarda yiiriittiikleri calismada ise; SA Teleki ve 5 BB’ nin ayni
DNA profiline sahip oldugunu belirlemislerdir.

Vignani et al. (1996), Sangiovese ¢esidinin 12 klonunda, 7 mikrosatelit
lokusu(VVMD5, VVMD6, VVMD7, VVMDS, VVMS2, VVMS4 ve VVMS29)
kullanarak kolonal ayrimlar1 tanimlamaya calismislardir. Arastiricilar 11 klonun aym
allel profiline sahip oldugunu, bir klonun ise (SG 8T) farkli bir genetik yap:

gosterdigini belirlemislerdir.

Sefc et al. (1997) 24 mikrosatelit lokusu kullanarak yiiriittiikkleri arastirmalarinda bazi
cesitlerin ebeveyn-hibrit iligkilerini; Cabernet Sauvignon(Cabernet franc x Sauvignon
blanc), Neuburger (SilvanerxVeltliner rot), Blauburger (Portugieser
blauxBlaufrankisch), Zweigelt (BlaufrinkischxSt. Laurent) ve Miiler-Thurgau

(RheinrieslingxChassels de Courtiller) olarak belirlemislerdir.

Sefc et al. (1998a) 66 Avusturya ¢esidinde ve asma anacinda 10 mikrosatelit lokusu
kullanarak yaptiklart calismada; ¢esitlerde genetik farklilik wverilerini 0.53—0.87
arasinda; anaglarda ise 0.29 ila 0.96 arasinda tespit etmisler, anag-gesit benzerlik
degerlerini ise 0.7-0.91 arasinda belirlemislerdir. Yine Sefc et al. (1998b), kuru {liziim
tiretiminde kullanilan gesitlerde, taze ve kuru {iziimden SSR markdrlerle tanimlama

yaparak adina dogru iiretimi kontrol etmislerdir.

SSR markérlerinin bagcilik agisindan pratik sonuglarindan birisi ise, Miiller-Thurgau

cesidine ait ebeveyn kombinasyonunun Rheinriesling x Chasselas de Courtillier
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oldugunun ortaya cikarilmasidir (Sefc et al. 1997). Ancak ayn1 markorler kullanilarak
ylriitiilen caligmalarin sonuncunda ise, bu g¢esidin melezleme kombinasyonunun

"Riesling x Madeleine Royal" oldugu 6ne siirlilmiistiir (Dettweiller ez al. 2000).

Yine Sefc ef al. (1997) tarafindan SSR markorler kullanilarak yapilan bir diger
calismada Cabernet Sauvignon cesidinin ebeveynlerinin Cabernet franc ve Sauvignon
blanc cesitleri oldugu tespit edilirken, Bowers et al. (1997) bu ¢eside ait melezleme

kombinasyonunun Cabernet franc x Sauvignon blanc oldugunu kesinlestirmislerdir.

58 anacin genetik tanimlanmasi amaci ile; 7 SSR lokusu kullanan (Lin ve Walker 1998)
ozellikle kambiyum dokularindan DNA izole ederek asma anaclarinin  dinlenme

doneminde basar1 ile tanimlanabilecegini gostermislerdir.

Maletic et al. (1999) arastirmalarinda SSR markorlerle tanimladiklar bazi cesitlere ek
olarak, Hirvatica olarak isimlendirilen Hirvat cesidi ile Italya’nin Croatina ¢esidinin
olas1 benzerliklerini arastirmislardir. Kullandiklar1 9 SSR lokusu verilerine bu iki

cesidin farkli ¢esitler oldugunu belirlemislerdir.

Sanchez-Escribano et al. (1999) tarafindan 43 sofralik lziim (Vitis vinifera L.)
koleksiyonunda SSR markdrlerle yapilan denemede, 8 lokus (VVS1, VVS2, VVS3,
VVS4, VVS5, VVMDS5, VVMD6 ve VVMD7) incelenmigler ve 14 c¢esidi, allel
bliytikliikleri bakimindan ayni1 bulmuslardir.

Merdinoglu et al. (2000) tarafindan yapilan calismada, {li¢ farkli molekiiler markor
teknigi (RAPD, AFLP, SSR) Vitis vinifera’nin 12 c¢esidine ait 21 klonun testinde
kullanilmistir. Her cesit kendine 6zgii bantlar ile gesitlerin ayrimi saglanmis ve bir

dendogram olusturulmustur. Bu dendogramda 7 grup belirlenmistir.
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Beyaz Riesling ¢esidinin 10 farkli klon genotipinde genetik polimorfizmini incelemek
icin RAPD, SSR ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markorler kullanan Regner
et al. (2000a) SSR ve ISSR markdrleri ayrim giicii ve tekrarlabilirligi agisindan klon
tanimlamalarinda kullanilabilecek markorler olarak onermislerdir. Yine Regner et al.
(2000b) yaptiklart bir calismada, 300’den fazla farkli asma c¢esidinin ve Vitis
silvestris’in 20 farkli genotipinin SSR analizi sonucunda, V. silvestris ve V. vinifera

onemli genetik farkliliklarini tespit etmislerdir.

Dangl ef al. (2001) USDA (The United States Department of Agriculture) Ulusal Gen
Bankasi’'ndan 40 tip 41 c¢esit kullanarak SSR tabanli yaptiklar1 tanimlama
calismalarinda; yeni sinonim gruplar belirlerken, bilinen sinonimleri de

dogrulamislardir.

“Schiave” grubuna ait 10 iiziim c¢esidinde AFLP ve SSR analizleri gerceklestiren,
Fossati et al. (2001), cesit tanimlamalarinda iki teknigin ayrim giliciinii ayni
bulmuslardir. Hinrichsen et al. (2001) ise Amerika ve Sili gen kaynaklarindan bazi
cesitlerin genetik iligkilerini SSR markdrler kullanarak aragtirmiglardir. Arastiricilar
koleksiyonlarda Merlot olarak bilinen ¢esitleri Carmenére oldugu, Cabernet franc olarak

bilinen ¢esidin Carmeneére oldugu tespit edilmistir.

Crespan and Milani (2001), misket c¢esitlerinde 2 izoenzim ve 25 mikrosatelit lokusu
kullanarak yaptiklar ¢calismada, 44’1 sinonim durumu tespit etmislerdir. Diger taraftan
arastiricilar; 3 adet mutant Moscato bianco genotipini ayirt ederken, Moscato bianco ve
Iskenderiye Misketi cesitlerinin misket grub icerisinde en eski gesitler (ata cesitler)

olabilecegini belirtmislerdir.

Regner et al. (2001), tarafindan cesitli Vitis tiirlerinden alinan 1200 adetten fazla
asmanin genotipinin belirlenmesi SSR, InterSSR, AFLP ve RAPD gibi ¢esitli teknikler
kullanilarak yapilmistir. En polimorfik 6 markdr lokusu ile tiim asma g¢esitlerinin

ayrilabildigini belirten arastiricilar, su an asma fidanliklar ve yetistiriciler icin ¢esit
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kimlik tespitinde 10 SSR lokusunun kullanildigini ifade etmislerdir. Avusturya’da
yetistirilen asma c¢esitleri arasindaki genetik akrabaligi daha iyi anlayabilmek igin
300°den fazla ¢esidin 40°tan fazla SSR markdrlerle tanimlanmasini uygun gérmiislerdir.
Baz1 liziim c¢esitlerinin orijinlerinin belirlenmesi yaninda, Veltliner ve Pinot ailelerinin

de kimlik tespitini de yapmuslardir.

22 Pinot noir ve 22 Chardonnay klonunda 92 mikrosatelit markor kullanilarak
gerceklestirilen bir arastirmada; 92 markérden 8’1 Pinot noir klonlarin1 ve
Chardonnay’in 4 klonunu ayirt etmislerdir. Ayrica arastirmada 7 Pinot noir ve 5

Chardonnay klonu kesin sekilde birbirinden ayirt edilmistir (Riaz et al. 2001).

Fransa ve Italya’nin kuzey batisindan alinan ve sinonim oldugu diisiiniilen 31 gesitte
yapilan RAPD ve SSR analizleri sonucunda 16 tanesinin sinonim oldugu belirlenmistir.
Buna gére, Fransa’nin “Verddese” ¢esidinin Italya’nin “Bianver” ile, yine Fransa’nin
“Chatus” ¢esidinin Italya’nin “Neiret” cesidi ile ve Fransa’nin “Gouais blanc” ¢esidinin
Italya'min “Preveiral” ve “Liseiret” cesitleri ile sinonim oldugu tespit edilmistir

(Schneider et al. 2001).

Reale er al. (2002) SSR ile; “Tintilia” ve “Bovale” c¢esitleri arasindaki sinonim
iliskisini arastirmiglardir. 13 SSR lokusu kullanan arastiricilar(VVS2, VVS3, VVS4,
VVSS5, VVMD6, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD31, VVMD32, VVMD36,
sstVIZAG62 ve sstVrZAG79) iki gesit icerisinde benzerliklere rastlarken, ¢esitler arasi

birbirinin sinonimi olan genotipler tespit edememislerdir.

Ulanovsky et al. (2002) sinonim ve homonim oldugu diisiiniilen genotipleri de igeren
39 genotip iizerinde 66 RAPD ve 4 mikrosatelit lokusu incelemistir. Sonugta, Moristell
ile Monastel ¢esitlerinden biri; Moturana ile Ribadavia; Concejon ile Monastel’in biri

ve ¢alisilan Muscat ¢esitlerinden ¢ogu sinonim olarak belirlenmistir.
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Vignani et al. (2002) 8 farkli mikrosatelit lokusu kullanarak “Sangiovese” ¢esidinin
klonlarinda polimorfizm arastirmiglar, klonlarin temel olarak 3 gruba ayrildigim

belirlemislerdir.

Bir Arjantin ¢esidi olan Torrontés riojano ile bu ¢eside fenotipik olarak ¢cok benzeyen
Moscatel amarillo ¢esidi ve Torrontés’in 2 tipi, tizerinde 20 SSR lokusu kullanarak
genetik analizler gerceklestiren Agiiero et al. (2003) 4 cesidinde birbirinden farkl

oldugunu belirlemislerdir.

Aradhya et al. (2003) tarafindan 222 kiiltiir (Vitis vinifera L.) ve 22 yabani (V. vinifera
ssp. sylvestris) asma genotipi ve 8 mikrosatelit lokusu kullanilarak yiiriitiilen
arastirmada; gruplar arasinda c¢esitli akrabaliklar ortaya cikarilirken, occidentalis,
pontica ve orientalis eko-cografik gruplanmasini destekler nitelikte 3 grup ve bunlara

bagl 16 alt genetik grup tespit etmislerdir.

Crespan et al. (2003) ampeleografik verilere gore sinonim olduklar1 6ne stiriilen bazi
Italyan cesitlerinin ampeleografik, ampeleometrik, izoenzimler, mikrosatelit DNA
markorler ve kimyasal analizlerini gergeklestirmislerdir.  Arastiricilar morfolojik
verilere gore sinonim bulunan ¢esitlerde sinonim durumunun dogru oldugunu SSR
diizeyinde kanitlarken, sinonim cesitleri: Prosecco lungo ve Tocai nostrano; Aleatico,
Vernaccia di Pergola ve Moscatello nero; Bianchetta trevigiana, Vernassiana,
Vernanziana ve Senese; Pedevenda ve Verdise; Malvasia bianca lunga ve Fresia;

Ranaccio ve Grenache oldgunu belirtmislerdir.

Fatahi et al. (2003) esas olarak 62 Iran cesidinin genetik iliskilerini arastirmislardir.
Aragtiricilar bu genotipler icerisindeki sinonim ve homonimleri ortaya cikartirken,

calistiklar1 populasyonda 3 klonal grubu (Askari, Bidane ve Yaghoti) belirlemislerdir.
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Ibafiez et al. (2003) yaptig1 calismada, daha once morfolojik ve izoenzimatik olarak
ayirt edilen 111 adet Ispanyol Vitis vinifera L. genotipini yanls isimlendirmeleri
ortadan kaldirmak, ve tanimlamak amaci ile 13 mikrosatelit lokus (VVMDS5, VVMD7,
VVMD27, VVMD28, VVS2, VVSS5, VVS29, ssrVrZAG29, ssrVrZAG62,
sstVIZAG67, sstVrZAG83, sstVIZAG79 ve ssrVrZAG112) kullanarak analiz etmigler

ve 96 genotipin birbirinden farkli genetik yapiya sahip oldugunu belirlemislerdir.

Cekirdek ve kloroplast SSR’1 kullanarak toplam 10 (6 Italyan ve 4 Ispanyol) yabani
asma populasyonu (Vitis vinifera ssp. silvestris) genotipinde polimorfizm arastiran
Imazio et al. (2003), Ispanyol populasyonlar arasinda, diisiik haplotip zenginligi ve
yiiksek derecede genetik uzaklik tespit etmislerdir. Diger taraftan arastirmada yapilan
Italyan ve Ispanyol populasyonlar1 arasindaki genetik akrabalik analizleri; yabani bu iki

populasyon arasinda yiiksek genetik farkliligin oldugunu gostermistir.

103 Vitis.vinifera, 6 Vitis cinsinde 12 lokus kullanarak SSR tanimlamalar
gergeklestiren Lefort et al. (2003), 6zellikle ssrtVVUHC12, sstVVUHC29 lokuslarinin

allel verme (30’ar allel) sayis1 agisindan ¢ok polimorfik oldugunu tespit etmislerdir.

Ispanya asma gen kaynaklarindan alman 176 genotipin 6 mikrosatelit markor ile
(VVS2, VVMD5, VVMD7, ssrZAG47, sstZAG62 sstZAG79) analizi sonucu 163
genotipin farkli cesit oldugu tespit edilirken, en etkili primerin VVMDS5 oldugu
vurgulanmistir (Martin et al. 2003).

Pinto-Carnide et al. (2003), Kuzey Portekiz’den alinan 12 asma genotipini RAPD ve
mikrosatelitlerle tanimlamislardir. 6 mikrosatelit lokusu ile toplam 38 allel elde
edilmistir. Sonug olarak calisilan ¢esitler arasinda akrabalik gdzlenmis ve sinonim
varligr tartistlmustir. Buna gore, Aragonez’in (Tinta Roiz) Ispanyol cesit olan

Tempranillo ile ayn1 oldugu teyit edilmistir.
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Italya ve Fransa’da yetisen 30 iiziim ¢esidinde, morfolojik 6zellikler, ampelografik
tanimlamalar, agronomik gozlemler ve sarap yapilarina dayanan daha Onceki
calismalarda sinonim olduklar1 belirtilen 22 ¢esidin RAPD ve mikrosatelit markorlerle
analizi yapilmis ve ltalyan ve Alp’lerin batisindaki Fransiz cesitlerinin sinonim

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

Ispanyol “Parraleta”nmn 12 ve “Graciano” c¢esidinin 2 genotipini belirlemek icin
Montaner et al. (2004) tarafindan yapilan calismada, 6 farkli mikrosatelit lokus (VVS2,
VVMDS5, VVMD7, ssrVrZAG47, sstVIZAG62 ve ssrVrZAG79) kullanilmis,
“Parraleta” nin ismine dogrulugu ve bu ¢esidin “Graciano” ¢esidinin sinonimi olmadigi

vurgulanmustir.

This et al. (2004), farkli laboratuvarlarda elde edilmis mikrosatelit profillerin
karsilagtiritlmasin1 yapmak amaciyla, 7 iilkeden 10 arastirict ile 46 iiziim cesidini 6
lokusta (VVMDS5, VVMD7, VVMD?27, VVS2, VIZAG62 ve VIZAG79) incelemistir.
Bu calismada kullanilan 6 markdr, gelecekteki asma ¢esit analizi i¢in asgari standart
markor seti olarak kabul edilmesi Onerilmis ve diger ¢esitlerin, burada sunulan kodlu

referans allellerle tanimlanabilecegi belirtilmistir.

Goto-Yamamoto et al. (2006), 9 yeni mikrosatelit markor gelistirmistir. Bu markorler
ve 8 bilinen mikrosatelit markorle 2 adet Vitis labrusca g¢esidi, Vitis riparia ve Vitis
rotundifolia ile birlikte Japon ve Cin ¢esitlerini (Vitis vinifera L.) de kapsayan 8 adet
dogu ¢esidini, 7 adet bat1 ¢esidiyle karsilastirmistir. Arastirma sonucunda Vitis tiirleriyle

birlikte dogu ve bati ¢esitleri agik bir sekilde ayirilmistir.

Tiirkiye, Ermenistan ve Giircistan asma koleksiyonlarindan bazi c¢esitlerle 12
mikrosatelit lokusu (VVMDS5, VVMD7, VVMD24, VVMD?28, VVMD31, VVMD32,
ViZAG62, VrZAG79, VVS2, VMC2C3, VMC2H4, VMCS5A1) kullanilarak

(Vouillamoz et al. 2006) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, iilke ¢esitleri arasinda genetik
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benzerlikler tespit edilirken, Tiirk ¢esitlerinden Dimiski, Luvanek, Morek, Sungurlu ve

Vilki ¢esitlerinde 3 allel tespit edilmistir.

Arroyo-Garcia et al. (2006) ise yaklasik 10 iilkeden topladiklar: 1000’in {izerinde kiiltiir
ve yabani ¢esitlerinde yaklasik 35 yerli ile 135 Vitis viniera ssp.silvestris genotipleri
Tirkiye’de arastirmaya dahil edilmistir. Kloroplast SSR ile yaptiklari calismalarda
{iziimiin iki orjininden birinin Anadolu digerinin ise Ispanya olarak (saraplik cesitler)

oldugunu tespit etmisglerdir.

Karaagag (2006) 48 tiziim ¢esidinde (Vitis Vinifera L.) 17 mikrosatelit markor(VVS2-
VVMDS5-VVMD7-VVMD24-VVMD25-VVMD27-VVMD28-VVMD31-VVMD34-
V1ZAG62-ViZAG79-VVIB23-VMC3B10-VMC6F1-VMC2C3-VMC2H4-VMC5AT1)
kullanarak yiiriittigli ¢alismada; allel sayisin1 13 ila 4 arasinda (VVS2-VMC6F1),
ortalama beklenen ve gozlenen heterozigotluk oranini ise 0.720 ve 0.689 olarak
bulmustur. Ayrica arastirmada; Dusuzu ile Dimigki cesitleri birbirine sinonim

bulunmustur.

Najafi et al. (2006), Iran’m 5 farkli bolgesinden (Azerbaycan, Gazvin, Kordestan,
Horasan ve Fars) toplanan 136 iiziim ¢esidi ile 36 Avrupa g¢esidinde 9 SSR marker
(VVMD5-VVMD7-VVMD21-VVMD24-VVMD25-VVMD27-VVMD28-VVMD32-

VVMD?36) kullanilarak yapmis olduklari aragtirmada 84 polimorfik allel elde edilirken,
[ran ve Avrupa’nin gesitlerinin genetik dagiliminda keskin farkliliklarin tespit

edilebildigini bildirmislerdir.

Doulaty Baneh et. al (2007), Iran’a ait yabani asma populasyonu ile kiiltiir ¢esitleri
arasinda kloroplast SSR polimorfizmini incelemislerdir. 69 kiiltiir ve 63 yabani asma
genotipde kullandiklar1 kloroplast SSR markorleri farkli etkinlik gostermislerdir.
Bunlardan; ccmp3 ve ccmp10 kiiltiir ¢esitlerinde, ccmp3 ise yalniz yabani genotiplerde

yliksek polimorfizm gosterdigi tespit edilmistir.

22



Upadhyay et al. (2007), Hindistan ¢esit ve ana¢ gen kaynaklarimi AFLP ve SSR
markorler ile analiz etmislerdir. Calismada 21 asma anacina ait 7 SSR lokusundan

toplam 56 allel belirlenmistir.

Selli et al. (2007), Dimrit ve Gemre genotiplerinin 8 SSR (VVS2-VVMD5-VVMD?7-
VVMD24-VVMD27-VVMD28-ViZAG62-rZAG79)lokusu ile genetik analizlerini
gergeklestirmislerdir. Arastirma sonucunda; Dimrit ve Gemre genotiplerinin genel
olarak farkli birer grupsal dagilim gosterdigi, ¢esitlerin ekocografik dagilim ve genetik

benzerliklerinin ise tamamen birbirinden bagimsiz oldugunu belirtmislerdir.

Dilli (2008), Bu arastirmada, Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii’nce klon seleksiyonu
sonucu se¢ilmis Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidine ait 5 tip, Pembe Gemre, Osmanca,
Ipek iiziim cesitlerine ait 9 klon ve Ege Bolgesi i¢in onemi olan 15 yerel gesit ile 2
referans cesit olmak iizere toplam 31 iiziim cesidinin (Vitis vinifera L.) SSR genetik
analizleri 16 mikrosatelit markor kullanilarak gereceklestirilmistir. Arastirict klonal

diizeyde polimorfiklik yakaladiklarin1 bildirmislerdir
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma, 2006-2008 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltei Bahge
Bitkileri Boliimii Molekiiler Biyoloji laboratuvar ile Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitlisti Merkez Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.1 Materyal

Arastirmada, Eskisehir ve Kayseri illeri merkezleri ve il¢elerinden, Tekirdag’daki Milli
Koleksiyon Bagi’na aktarilan 39 ¢esit ve 2 adet referans ¢esit olmak iizere toplam 41
tizim ¢esidi kullanilmistir. Caligilan 41 genotipe ait bazi ampelografik ozellikler
Cizelge 3.1’°de verilmistir.

Aragtirmada kullanilan 39 iiziim ¢esidi ile 2 referans cesidin siirgiinleri ve geng
yapraklari, ‘Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitilisti’ blinyesindeki ‘Milli Koleksiyon

Bagi’ndan temin edilmistir.
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Eskisehir ve Kayseri illeri {iziim ¢esitlerine ait baz1 ampelografik 6zellikler

N | DNA | i1 Kodu | Cesitad Bag Sinonim Salkim Tane Tane rengi Tat Kabuk Tane i¢i Cekirdek | Olgunluk
o | No Sira No sekli Sekli Kalinhg adedi
1 | 159 Eskisehir | Aksidogan 574 Bal bal, Seyrek Yuvarlak | Beyaz Orta | Kalinca Sulu 4-5 Eyliil Sonu
Kendi Biyen | Silindirik
2 | 186 Eskisehir | Akfestiken 577 - SikSilindirik | Yuvarlak | Beyaz Tathh | Kalin Etli 3-4 Eyliil Bas1
3 |31 Eskigehir | Altinbas 560 Gelin SikSilindirik | Yuvarlak | Beyaz(kiali) Tatli | Orta Gevrek etli 2-3-5 Agustos
Uziimii ortasi
4 | 185 Eskisehir | Kara Uziim 526 Ayas Silindirik Yuvarlak | Siyah Tathh | Ince Sulu 2-4 Ekim Bas1
Uziimii
5 | 115 Eskisehir | Koyun Gozii 569 - Konik Yuvarlak | Mor Tatli | Orta Sulu 2 Eyliil Sonu
6 | 106 Eskisehir | Siyah Biizgiili | 568 Hasandede Silindirik Uzun elips | Siyah kirmiz1 - Orta Sulu gevrek | 2 Eyliil Sonu
7 195 Eskisehir | Siyah Fesdiken | 567 - Uzun Konik | Yuvarlak | Siyah Tath | Ince Sulu 3 Eyliil Sonu
8 | 126 Eskisehir | Siyah Uziimii 570 - Konik Yuvarlak | Siyah Tatli | Orta Sulu 3-4 Eylil Sonu
9 | 135 Eskisehir | Su Uziimii 571 Akpiiskiil Uzun Sobii Beyaz Orta | Kalin Etli 3 Agustos
Silindirik Sonu
10 |5 Eskisehir | Akkekre 607 Aloglu S. Konik Sobii Beyaz Tathh | Orta Etli 2-4 Eyliil Sonu
11 | 39 Eskisehir | Alibeyli 561 - S.Silindirik | Oval Kirmizi Orta Kalinca Etli sert 2-3 Agustos
Ortasi
12 | 22 Eskisehir | Amasya 559 - Iri Konik Sobii Beyaz Tath | Kalin Etli gevrek 2 Agustos
Basi
1314 Eskisehir | Beylerce 557 - Konik Sobii Beyaz(kinali) | Tatli [ Orta Gevrek sulu | 2 Eyliil Sonu
14 | 143 Eskisehir | Biizgiili 552 - Sik Elips Siyah(kirmizi) | Orta Orta Sulu 2-3 Agustos
Silindirik Ortasi
15 | 58 Eskisehir | Cavus 563 - Konik Sobii Beyaz kinalt Tath | Kalin Gevrek etli 2 Agustos
Sonu
16 | 168 Eskisehir | Gece Karasi 575 - Sik Konik Yuvarlak | Siyah Tathi | Orta Sulu 3 Agustos
Ortasi
17 | 15 Eskisehir | Iri Kara 558 - Konik Yuvarlak | Siyah Tatli | Orta Sulu gevrek | 3 Eyliil Sonu
18 | 23 Eskisehir | Kedi Kuyrugu | 609 - SikSilindirik | Uzun elips | Beyaz Tatli | Ince Sulu 2-3 Ekim Bas1
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Eskisehir ve Kayseri illeri liziim gesitlerine ait baz1 ampelografik 6zellikler (devam).

No DNA | il Kodu Bag Cesit ada Sinonim | Salkim Tane Tane Tat Kabuk Tane Cekirdek | Olgunluk
No Sira No sekli Sekli rengi Kahnhg | ici adedi
19 66 Eskisehir | 564 Koyun Gozii | - Uzun Yuvarlak | Siyah Tath Kalin Etli sulu | 3-4 Eyliil Sonu
Silindirik
20 14 Eskisehir | 608 Narinci - Konik Yuvarlak | Kirmizi | Tath Orta Sulu 2-3 Agustos
gevrek ortasi
21 30 Eskisehir 610 Narinci - Konik Elips Kirmizi | Tath Orta Sulu 2-3 Agustos
gevrek ortasi
22 49 Eskisehir | 562 Razaki Tilki Dalli konik | Elipsoid | Beyaz Tath Kalin Sertetli | 2-3 Eyliil sonu
kuyrugu kinalt
23 75 Eskisehir 565 Sert kabuk - Konik Sobii Beyaz Orta Kalin Etisulu |3 Eyliil sonu
24 177 | Eskisehir 576 Siyah hevenk | - Sik Sobi Siyah Tath Orta Etli 1-3 -
Silindirik
25 152 | Kayseri 973 Siyah - Sik Yuvarlak | Siyah Tath Kalin Etli 2-3 Eyliil sonu
sidogan Silindirik Sulu
26 756 Kayseri 943 Beyaz - Konik Yuvarlak | Beyaz Tath Ince Etli sulu | 2-3 Ekim bas1
buludu
27 780 | Kayseri 946 Civiklik Sireder Dallt Yuvarlak | Siyah Tath Orta Sulu 2-3 Ekim bas1
Konik
28 821 Kayseri 953 Deve disi Gog Silindirik Elips Beyaz Tath Orta Etli sulu | 3-4 Ekim ortas1
suaybi
29 834 | Kayseri 957 Gog buludu | - - Iri Beyaz Tath Ince Etli 3-4 Ekim sonu
Yuvarlak gevrek
30 828 | Kayseri 955 Hanimdudag | - Basik Elips Beyaz Tath Ince Etli 2 Eyliil ortasi
konik gevrek
31 793 | Kayseri 948 ildes Bozbag - Yuvarlak | Beyaz Tath - - 2-3 Ekim sonu
32 818 | Kayseri 952 Kabugu kalin | - Silindirik Yuvarlak | Beyaz Tath Kalin Etli 2-3 Ekim sonu
33 831 Kayseri 956 Kara burcu - Konik - Siyah Tath Ince Cok 1-2 -
sulu
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Eskisehir ve Kayseri illeri {iztim ¢esitlerine ait baz1 ampelografik 6zellikler (devam).

No DNA il Bag Cesit adr Sinonim | Salkim Tane Tane Tat Kabuk Tane Cekirdek | Olgunluk
No Kodu Sira sekli Sekli rengi Kahnhg | ici adedi
No
34 796 Kayseri | 949 Kara evlek - Konik - Siyah Tath Orta Etli 2-3 Agustos
sonu
35 809 Kayseri | 951 karalik biizgiilii | Konik Elips Siyah Tath Orta Etli 2-3 Eyliil
sulu ortast
36 806 Kayseri | 950 Kokulu - Dalli Yuvarlak | Beyaz Tath - Sulu 1-2 Ekim
gogeek Konik ortasi
37 783 Kayseri | 947 Kiit kiit - Silindirik | Elips Beyaz Tath Orta Etli 3-4 Ekim
sefaf sulu ortasi
38 770 Kayseri | 945 Siyah - Konik Yuvarlak | Siyah Tath Ince Etli 2-3 Ekim bag1
buludu sulu
39 767 Kayseri | 944 Siradar - Dall1 Sobii Siyah Tath Orta Sulu 2-3 Ekim bas1
konik
40 C.Sauvignon | Kalecik | - C.Sauvignon | - Uzun Yuvarlak | Mavi Otsu tad | Kalin - 1-3 Eyliil
Konik- gri sonu
Silindirik siyah
41 Merlot Kalecik | - Merlot - Piramidal- | yuvarlak | Mavi- Hafif - - 2-3 Agustos
Silindirik Siyah Aromal ortast
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3.2 Yontem

Arastirmada izlenen yontem temel olarak 4 asamadan olugsmaktadir.

DNA izolasyonu
SSR allellerinin PCR ile ¢ogaltilmast
PCR iiriinlerinin kapillar elektroforezi

Allel degerlerinin belirlenmesi ve genetik analizler

3.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Lefort et al. (1998) yontemine gore yapilmistir. Cesitlerin taze

siirglinlerinden, gen¢ ve yar1 geng yapraklarindan alinan 6rneklerle DNA izolasyonu

gerceklesmistir. [zolasyonda izlenen asamalar asagida belirtilmistir. Buna gore;

o =N

Geng yaprak veya slirglin ucu, sivi azotla havanda iyice ezildi,

Toz haline gelen yaprak Orneginden yaklasik 100mg alinarak 2 ml ependorf
tiiplere aktarildi,

Tiiplerin lizerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu (6rnek basma 10 pl 2-
Merkaptoethanol igerir) ilave edildi ve homojen hale gelinceye kadar karigmasi
sagland,

Su banyosunda 65 °C’de arasira ¢alkalayarak 15 dakika bekletildi,

Uzerine 0,5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) karisimi eklendi, iyice ¢alkaland:
ve 30 dakika buz tizerinde bekletildi,

Oda sicakliginda, 5 dakika 14.000 rpm hizinda santrifiij edildi,

Ependorf tiipiin tist kismindaki s1vi, diger bir temiz ependorf tiipe aktarildi,
Uzerine 0,8 ml isopropanol eklendi,

15-20 dakika buz iizerinde tutuldu ve 1 dakika 14.000 rpm hizinda santrifiij
edildi ve bir gece —20 °C bekletildi,

. Ust s1v1 uzaklastirilir,

11.

Alt kat1 (pellete) tizerine 1 ml % 70’lik ethanol eklendi ve 2 dakika 14.000 rpm

hizinda santrifiij edildi,
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12. Eklenen ethanol uzaklastirildi ve ependorf tiipiin agz1 agik birakilarak alkoliin
tamamen ugmasi saglandi,

13. DNA, 50-100 pl H,O (nuclease free)’da ¢oziildii, gece boyu +4 °C’de tutularak
DNA’nin ¢oziilmesi saglandi,

14. Her 100 pl i¢in 1 ul RNase-A eklenerek, 37 °C’de 15 dakika etiivde bekletildi.

Rnase-A (Sigma R9009); 10 mg/ml

Ekstraksiyon soliisyonu (50 ml i¢in);
2 ml TRIS (50 mM, pH 8,0)

4 ml EDTA (50 mM, pH 8,0)

10 ml LiCl (4M)

1 gCTAP (% 1)

2gPVP (% ?2)

0,5 ml TWEEN 20 ( % 0,5)

3.2.2 SSR allellerinin PCR ile ¢cogaltilmasi

PCR’da SSR bolgelerinin ¢ogaltilmasi; 15-200 ng DNA, 5 pmol ileri (forward) primer,
5 pmol florosan isaretlemis ters (revers) primer, 0.5 mM toplam dNTP, 0.5 unit Go Taq
DNA Polymerase (Promega) (1,5 mM MgCl, igcermekte), I pl buffer 10x buffer olacak
sekilde toplam 10ul PCR karisimi ile gerceklestirilirken, kullanilan PCR programi ise;
1. 94 °C’ de 3 dk,

2.94 °C’ de 1 dk,

3.48 - 66 °C’de 1 dk,

4.72 °C’ de 2 dk,

5.72°C’ de 10 dk 2.- 4. basamaklar toplamda 35 dongii olacak sekilde uygulanmistir.
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3.2.3 SSR Primerleri

Calismada, minimum standart set olarak kabul géren VVS2, VVMDS5, VVMD?7,
VVMD?27, ViZAG62 ve VIZAG79 mikrosatelit lokuslar1 da dahil olmak {izere toplam
15 SSR primeri (VVMDS5, VMC2C3, VrZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD28, VVS2,
VIZAG62, VVIB0l, VMC2H4, VVMD7, VVIH54 VVMD31, VriZAG83, VRGI)
kullanilmigtir. Her lokusa ait ileri(forward) primer D4 (mavi), D3 (yesil) ve D2 (siyah)
renklerde fluoresan isaretlenmis olup primerlere ait baz dizileri, kullanilan Primerlerin

dizileri, fluoresan boya ve Tm degerleri Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 SSR primerlerinin dizileri, florasan isaretleri ve Tm degerleri

Lokus ad1 Primer dizileri(5°...3”) Fluoresan Boya | Tm(°C)

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

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

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

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

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

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

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

8 | VVIBO1 F** tgaccctcgaccttaaaatctt D4(Mavi) 55
VVIB0O1 R tggtgagtgcaatgatagtaga

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

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

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

12 | ViZAG62-F** | ggtgaaatgggcaccgaacacacge D4(Mavi) 55
VIZAG62-R ccatgtctctcctcagcettctcage

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

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

15 | VRGI1 F** aaggtttcctgecggegataacc D2(Siyah) 55
VRGI R ccattggtaaataaagtcce

*%

: Florasan isaretli, D: Dye (boya)
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3.2.4 PCRiiriinlerinin kapiller elektroforezi

PCR asamas1 tamamlanan SSR lokuslarina ait lirtinler %2’lik agaroz jelde, elektroforeze
tabi tutularak amplifikasyon kontrolii yapilmistir. Daha sonra PCR iiriinleri SLS
(Sample loading solution) solusyonu ile uygun oranlarda (20ul) seyreltikten sonra,
karistma Genomelab DNA Standard Kit-400 (0.4ul) eklenmis ve CEQ 8800XL
capillary DNA analysis system (Beckman Coulter, Fullerton, CA) sisteminde
elektroforez edilmistir. Pik biiytikliikleri ise sisteme ait fragment analizi yazilimlar ile
tespit edilmistir. Arastirmada Cabernet Sauvignon ve Merlot ¢esitleri referans cesit
olarak kullanilirken, verilerin dogrulugundan emin olmak i¢in reaksiyonlar en az iki

defa tekrar edilmistir.

3.2.5 Allel degerlerinin belirlenmesi ve genetik analizler

Arastirmada; genetik parametreler olarak allel sayisi (n), allel frekansi, beklenen (He)
ve gozlenen heterozigotluk (H,), tahmin edilen sessiz allel (null) frekans1 (r) ve tespit
olasilig1 (PI, Probability of Identity) tespit edilmistir. Beklenen heterozigotluk 1-Zp;®
seklinde hesaplanarak genetik farklilik 6l¢timii yapilmistir. Buradaki p; degeri, calisilan
ornekteki “i” ninci allelin frekansin1 gostermektedir (Nei 1987). Gozlenen
heterozigotluk ise, heterozigot genotiplerle analiz edilen toplam genotip arasindaki
orandir. Null allel varligmin tahmini, (He- H,)/(1+ H.) seklinde hesaplanmistir

(Brookfield 1996).

Tespit olasilig1r (PI) (Paetkau et al. 1995) iki rastgele secilmis bireylerin ayn1t SSR
profile sahip olma olasiigmi ifade etmektedir. Bu deger, Zp;' + ZI(Zpipj)2 seklinde

73T 3L
1

hesaplanir. Burada p; ve p;, sirasiyla ve 97 allellerinin frekansin1 gdstermektedir.
Daha sonra benzerlik indeksleri belirlenerek, genetik iliski dendogrami olusturulmustur.

Incelenen parametrelere gore kullanilan programlar ise su sekilde siralanabilir:
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Genetik parametreler: IDENTITY 1.0 programi ile (her lokusa ait allel sayisi,
allel frekansi, beklenen ve gozlenen heterozigotluk orani, sessiz (null) allel

frekansi ve tespit olasiligi (PI, Probability of Identity)) (Wagner and Sefc 1999).
Benzerlik oram indeksi: Microsat programi ile (Minch ef al. 1995).
Dendogram: UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic

means) yontemi  kullanilarak NTSYS (versiyon 2.02g, Exeter Software,
Setauket, NY) programi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA’larin, saflik ve miktar degerleri once
%1’lik agaroz jelde kontrol edililip (Sekil4.1), daha sonra NanoDrop ND-1000
spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir ( Cizelge 4.1).

Olgiimlerde A260 degeri miktar;, A260/280 orani ise DNA’nin safligim belirlemede
kullanilmakta olup, oranmn 1.8-2.1 arasinda olmast DNA’nin PCR reaksiyonlari i¢in

kullanilabilecek diizeyde olmasini ifade etmektedir.

- - g X = - - . . o E
- = ...' SeEEE-csez

Sekil 4.1 Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larn %1 ’lik agaroz jel elektroforez

gorunimu
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Cizelg 4.1 Cesitlere ait DNA miktar ve saflik derecelerinin ii¢ okuma verileri

Miktar Saflik
No DNA No ng/ul A260 | A280 |260/280
1 159 1405,84 28,117  |14364 196
159 1353,26 27,065 |13,913  |1,95
159 1369,41 27388  [13,997 |16
2 186 3821,67 76,433 40,086 |1.91
186 3879,74 77,595 40,814  [1,90
186 3941,45 78,829  |41,375 |191
3 31 1451,99 29,04 14358  |2,02
31 1447,61 28,952  [14298 2,02
31 1461,84 29237  |14265 2,05
4 185 1060,79 21216 10,847  |1,96
185 1076,35 21,527 [11,042  |1,95
185 992,17 19.843 10,083 [1,97
5 115 967,8 19,356 |9,745 1,99
115 951,04 19,021 |9,583 1,98
115 956,87 19,137 [9.,648 1,98
6 106 790,08 15,802 | 7,823 2,02
106 784,25 15,685 | 7,748 2,02
106 782,26 15,645 7,737 2,02
7 95 3312,76 66,255 35205 |1,88
95 3370,3 67,406 35,809 |1,88
95 3304,9 66,098 35,096 |1,88
8 126 2441,99 48,84 25,82 1,89
126 2513,08 500262 26,591  |1,89
126 2482,26 49,645 26,29 1,89
9 135 2659,51 53,19 27353 |1,94
135 271147 54229  [28,158 |1,93
135 2649,85 52,997 27379  [1,94
10 5 2507,18 50,144  |26,448  |1,90
5 2538,44 50,769 26,531 | 191
5 2491,55 49831 [26,064 191
11 39 805,06 16,101 | 7,991 2,01
39 820,72 16,414  |8,169 2,01
39 815,22 16,304 | 7,966 2,05
12 22 587,19 11,744 |6,127 1,92
22 595,17 11,903 |6,227 1,91
22 608,26 12,165 |6,327 1,92
13 4 2731,30 54,626 29971 |1,82
4 2736,49 54,73 29937 | 1,83
4 2767,38 55348 [30,381 [1,82
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Cizelg 4.1 Cesitlere ait DNA miktar ve saflik derecelerinin ii¢ okuma verileri (devam)

Miktar Saflik
No DNA No ng/ul A260 | A280  |260/280
14 143 2223,13 44463 22337  [1,99
143 2232,69 44,654 22429  |1,99
143 222322 44464 22351  |1,99
15 58 1850,50 37,01 18,061  [2,05
58 1985,07 39,701 19,408  |2,05
58 2012,04 40241 [19,735 2,04
16 168 2400,39 48,008 24394 |1,97
168 2696,43 53,929 28,037  |1,92
168 2502,17 50,043 [255572  |1.96
17 15 1283,05 25,661  |13,854 | 1,85
15 1286,16 25,723  [13916 185
15 1296,44 25929  |14,069 |1.84
18 23 646,38 12,928 6,956 1,86
23 640,13 12,803 |6,912 1,85
23 640,58 12,812 6,903 1,86
19 66 376737 75347 140,678 | 1,85
66 3767,24 75345 40,771  |1.85
66 3752,98 75,06 40,545 | 1.85
20 14 1203,19 24,064 |11,612  |2,07
14 1194,84 23,897  [11492  [2.,08
14 1207,07 24,141  |11,643  |2,07
21 30 1132,81 22,656 | 11,189  |2,02
30 1096,00 21,92 10,884  |2,01
30 1128,99 22,58 11,205 |2,02
22 49 479,66 9,593 4,905 1,96
49 483,00 9,66 4,941 1,96
49 471,21 9,424 4,824 1,95
23 75 3590,82 71,816  [38,593 | 1.86
75 3569,08 71,382 |38,19 1,87
75 3530,10 70,602 37,892 | 1,86
24 177 2150,95 43,019  [22,681 190
177 2162,18 43244  |22.85 1,89
177 2152,00 43,04 22,725 | 1,89
25 152 2820,25 56,405 30,046 | 1,88
152 2813,41 56,268  |30,095 |1,87
152 2815,11 56,302 |30,074 |1.87
26 756 879,11 17,582 [9,339 1,88
756 909,69 18,194 | 9,142 1,99
756 893,56 17,871 9471 1,89
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Cizelg 4.1 Cesitlere ait DNA miktar ve saflik derecelerinin ii¢ okuma verileri (devam)

DNA No | Miktar A260 | A280 | Saflik
No ng/ul 260/280
27 780 1966,78 39,336 | 20,428 | 1,93
780 1938,54 38,771 | 20,07 | 1,93
780 1918,05 38361 | 19,814 | 1,94
28 821 3878,13 77,563 | 4121 | 1,88
821 3849,03 76,981 | 40,837 | 1,89
821 3841,67 76,833 | 40,753 | 1,89
29 834 1487,75 29,755 | 15,6 191
834 1503,04 30,061 | 15,805 | 1,90
834 148221 29,644 | 15,555 | 1,91
30 828 591,00 11,82 | 6,043 | 1,9
828 589,74 11,795 | 6,031 | 1,96
828 590,74 11,815 | 6,054 | 1,95
31 793 248552 4971 | 25,785 | 1,93
793 2518,66 50,373 | 26,119 | 1,93
793 2506,48 50,13 | 25,974 | 1,93
32 818 2548,04 50,961 | 27,147 | 1,88
818 254738 50,048 | 27,049 | 1,88
818 2560,60 51212 | 27,179 | 1,88
33 831 1972,85 39,457 | 20,656 | 1,91
831 1969,90 39,398 | 20,648 | 1,91
831 1990,59 39,812 | 20,948 | 1,90
34 796 1980,50 39,61 | 21,126 | 1,87
796 2003,61 40,072 | 21,446 | 1,87
796 1976,95 39,539 | 21,103 | 1,87
35 809 1045,58 20912 | 10,242 | 2,04
809 1041,05 20,821 | 10,203 | 2,04
809 1037,01 20,74 | 10,148 | 2,04
36 806 1909,33 38,187 | 19,59 | 1,95
806 1916,13 38,323 | 19,69 | 1,95
806 1918,07 38,361 | 19,663 | 1,95
37 783 633,94 12679 | 7,131 | 1,78
783 641,94 12,839 | 7,205 | 1,78
783 647,63 12,953 | 7,34 1,76
38 770 239288 47,858 | 25,208 | 1,90
770 242422 48484 | 25,687 | 1,89
770 2385,94 47,719 | 25178 | 1,90
39 767 537,40 10,748 | 5,923 | 1,81
767 54523 10,905 | 6,025 | 1,81
767 538,28 10,766 | 5,912 | 1,82
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Cizelg 4.1 Cesitlere ait DNA miktar ve saflik derecelerinin ii¢ okuma verileri (devam)

Miktar Saflik

No DNA No | ng/ul A260 |A280 |260/280
Cabernet 1263,02 25,69 | 13,156 1,92
40 Sauvignon 1282,97 24,65 | 13,414 1,91
1225,23 24,505 | 12,814 1,91
1419,69 28,394 | 15,838 1,79
41 Merlot 1438,82 28,776 | 16,185 1,78
1430,68 28,614 | 16,177 1,77

Cizelge 4.1’den de goriilecegi lizere her bir DNA dan gergeklestirilen {i¢ dlgiimden,
DNA miktar ve saflik oranlarinin PCR kosullar i¢in yeterli oldugu anlagilmaktadir.

4.2 Genetik parametreler

Metot boliimiinde de belirtildigi iizere; PCR iirtinleri %2'lik agaroz jelde kontrol
edildikten (Sekil 4.1) sonra calisan lokuslar CEQ 8800 DNA kapilleri dizi analizinde
elektroforez edilmistir. Her lokustaki allel biiytikliikleri pik verisi olarak sistemin

fragment analiz programu ile belirlenmistir (Sekil 4.2-4.4).

Sekil 4.2 PCR firiiniiniin agaroz jel tizerindeki goriiniimii
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Sekil 4.3 Kapilar elektroforezde homozigot allel goriintiisii

Fragment Analysis - New Study * - [PLA1 ¥¥YMD31-¥¥MD32-¥YRG4.C04_07051414P0]
7 Ble View @nalysis Reports Mindow Help TS|

D = |=]] % 2

||+ Height [576855 width [387 8103

W PLAI Y¥MD31-¥YMD32-YRG4.C04_07051414P0
(= Stud: . z
: CT:FLP Fragment Data | Fiaw Data | Fragment List | Cunent | Inject Curient | Woltage | Analysis Log | Run Log | Analysis Parameters | Guantitation | STR Locus Tags | Skt |
s
1 Binnings 70.362, TO116.579
i Peak Ratios F
so000
soo00 -
— 180.94
soooo |- 189.97
= F
= n
= soooo -
[} L
w F
2 F
=) n
40000 21217
r 211.01
20000 1
F 102 .04
n 12197
20000 4 )
F 18006 2‘[i‘|“3
10000 H 0808
F 185.08 f
fog T ||||||_|||j|l4|\|||\|4|\ Ly
T T T 1 T T
o 50 100 180 zo0 250 F00 Is0
Size ()
[T C

|Ready

i;startl“ M & 5 H & viain verw ... | [jpata mana. . | [ sample set... | 4 Run contro.. | [ Fragment ... ®ljoocs uzu.‘.I M ETEEL an7am

Sekil4.4 Kapilar elektroforezde heterozigot allel goriintiisii
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Sekil 4.5 Kapiler elektroforezde 1 heterozigot, 2 homozigot allel goriintiisii
Uygun PCR kosullar1 ve iyi amplifiye olmus lokuslarin elektroforezi ile; 6rnek jel ve
piklerden de goriildiigii lizere saglikli okumalar1 saglayacak, pik biiyiikliiklerine

ulagilirken homozigot ve heterozigot alleller kolaylikla tespit edilmistir.

Primerler itibari ile cesitlerde tespit edilen allel biiyiikliikleri ise Cizelge 4.2°de

sunulmustur.
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Cizelge 4.2 Eskisehir ve Kayseri illerine ait 14 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)

Mikrosatelit lokuslar

Cesitl
NO VVMD5 | VVMD5 | VMC2C3 VMC2C3 VrZAG79 | VrZAG79 | VVMD24 | VVMD24
1 |159 233 237 163 163 238 246 207 207
2 | 186 233 233 167 167 242 250 207 207
3 |31 223 223 163 163 238 250 207 207
4 | 185 233 233 167 167 238 246 207 207
5 | 115 233 239 167 195 254 254 207 207
6 | 106 233 233 167 195 246 250 207 207
7 195 233 237 167 191 254 254 207 207
8 | 126 233 233 167 167 238 242 207 207
9 | 135 233 233 163 167 250 250 207 217
10 | 5 233 233 167 191 246 256 207 215
11 |39 229 233 167 195 242 246 207 211
12 | 22 233 233 163 167 250 258 207 217
13 | 4 223 237 167 167 246 250 211 215
14 | 143 233 233 167 195 246 250 207 207
15 | 58 233 237 163 167 246 250 205 205
16 | 168 229 233 167 195 238 246 207 207
17 | 15 233 233 167 167 238 242 207 207
18 | 23 223 233 167 167 246 248 207 211
19 | 66 233 233 167 167 238 242 207 207
20 | 14 223 237 163 163 242 258 207 215
21 | 30 233 237 163 167 250 258 205 215
22 149 223 229 163 163 242 250 207 207
23 |75 233 233 163 167 250 250 207 215
24 | 177 233 233 167 195 246 250 207 207
25 | 152 225 233 163 167 238 258 207 211
26 | 756 233 237 163 167 254 254 207 209
27 | 780 233 237 167 191 254 254 207 207
28 | 821 233 233 167 195 242 246 207 207
29 | 834 229 237 163 163 238 250 207 211
30 | 828 233 233 163 167 250 250 207 207
31 | 793 233 243 163 163 248 250 207 215
32 | 818 233 237 167 191 254 254 207 209
33 | 831 233 237 167 191 254 254 205 205
34 | 796 233 233 163 167 250 250 207 207
35 | 809 233 233 163 167 250 250 207 207
36 | 806 233 237 163 167 242 258 207 207
37 | 783 229 233 163 167 238 242 207 207
38 | 770 233 237 167 191 254 254 207 209
39 | 767 233 233 163 167 238 248 207 215
40 | CS(R) 229 237 163 177 246 246 207 217
41 M(R) 223 233 167 177 258 258 207 211

R:Referans ¢esit

M:Merlot

CS:Cabernet Sauvignon
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Cizelge 4.2 Eskisehir ve Kayseri illerine ait 14 lokustaki allel biiyiikliikleri (bp)

(devam)
Mikrosatelit lokuslar
NO | Cesit VVMD27 | VVMD27 | VVMD28 | VVMD28 | VVS2 | VVS2 | VrZAG62 | VrZAG62
1 159 177 183 239 257 133 143 202 204
2 186 183 183 243 243 137 143 196 200
3 31 183 193 235 247 135 135 186 194
4 185 177 177 233 243 137 145 188 200
5 115 177 183 243 277 137 143 188 204
6 106 177 183 233 243 137 143 188 200
7 95 177 183 243 277 137 143 188 204
8 126 177 183 233 243 143 145 188 200
9 135 177 183 233 233 137 143 188 200
10 5 177 177 233 247 137 145 188 196
11 39 177 183 243 257 143 153 188 188
12 22 179 183 233 243 131 133 188 200
13 4 173 183 243 257 133 143 188 200
14 143 177 183 233 243 137 143 188 200
15 58 183 183 235 257 143 143 194 200
16 168 177 177 233 257 143 143 188 188
17 15 177 183 233 243 143 145 188 200
18 23 177 181 233 233 123 135 190 200
19 66 177 183 233 243 143 145 188 200
20 14 179 183 247 257 143 145 188 200
21 30 179 181 243 247 133 137 188 204
22 49 173 183 233 257 133 135 186 188
23 75 177 183 233 233 137 143 188 200
24 177 177 183 233 243 137 143 188 200
25 152 177 183 235 257 135 135 188 194
26 756 177 183 243 277 137 143 188 204
27 780 177 183 243 277 137 143 188 204
28 821 177 183 257 257 137 143 188 200
29 834 179 183 235 235 135 143 200 204
30 828 177 183 233 233 133 137 188 200
31 793 181 181 233 247 133 137 200 204
32 818 177 183 243 273 137 143 188 204
33 831 177 183 243 277 137 143 188 204
34 796 177 183 233 233 133 137 188 200
35 809 177 183 233 233 133 137 188 200
36 806 179 183 235 243 143 143 188 202
37 783 179 183 235 257 135 137 200 200
38 770 177 183 243 277 137 143 188 204
39 767 177 181 233 233 135 143 188 202
40 CS (R) 173 187 233 235 139 151 188 194
41 | M(R) 187 189 227 233 139 151 194 194
R:Referans cesit
M:Merlot

CS:Cabernet Sauvignon
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Cizelge 4.2 Eskisehir ve Kayseri illerine ait ¢esitlerinin 14 lokustaki allel biiyiikliikleri
(bp) (devam)

Mikrosatelit lokuslar
NO Cesitl VVIB01 | VVIB01 | VMC2H4 | YMC24 VVM7 VVM7 VVIH4 | VVIH4
1 159 296 296 204 214 246 246 160 168
2 186 292 296 214 220 246 246 150 174
3 31 296 296 200 214 236 246 164 164
4 185 292 292 214 214 244 246 174 174
5 115 296 296 214 218 244 244 150 168
6 106 292 296 214 220 244 244 174 174
7 95 296 296 214 218 244 246 150 168
8 126 292 296 214 220 244 246 174 174
9 135 292 296 206 214 244 246 164 174
10 5 292 296 214 214 244 244 158 174
11 39 292 292 202 220 236 244 164 164
12 22 292 292 200 216 246 250 164 164
13 4 292 296 214 224 246 246 164 176
14 143 292 296 214 220 244 244 174 174
15 58 292 296 206 210 246 246 158 164
16 168 296 296 214 220 244 246 174 174
17 15 292 296 214 220 244 244 174 174
18 23 292 296 206 214 230 246 174 174
19 66 292 296 214 220 244 246 174 174
20 14 292 292 200 214 236 250 164 178
21 30 292 292 200 214 236 244 164 164
22 49 292 296 200 214 236 246 164 176
23 75 292 296 206 214 244 246 164 174
24 177 292 296 214 220 244 246 174 174
25 152 296 296 200 214 236 246 164 174
26 756 296 296 214 218 244 246 150 168
27 780 296 296 214 218 244 246 150 168
28 821 292 296 214 220 244 244 164 174
29 834 292 296 214 214 244 250 164 164
30 828 292 296 198 198 240 246 164 164
31 793 292 292 204 214 244 246 150 164
32 818 296 296 214 218 244 246 150 164
33 831 296 296 214 218 244 246 150 168
34 796 292 296 198 198 240 246 164 164
35 809 292 296 198 198 240 246 164 164
36 806 292 296 214 214 236 246 150 164
37 783 292 292 214 220 246 250 164 164
38 770 296 296 214 218 244 246 150 168
39 767 292 296 200 214 244 246 174 174
40 CS (R) 292 292 212 220 236 236 164 178
41 | M(R) 292 296 198 212 236 244 164 164

R:Referans cesit
M:Merlot

CS:Cabernet Sauvignon
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Cizelge 4.2 Eskisehir ve Kayseri illerine ait c¢esitlerinin 14 lokustaki allel biiyiikliikleri
(bp) (devam)

Mikrosatelit lokuslar
NO | Cesitler VVMD31 | VVMD31 | VriZAGS83 | VrZAGS83 VRG1 VRG1
1 159 209 211 185 191 225 225
2 186 209 215 185 191 213 213
3 31 203 211 185 191 197 197
4 185 209 211 185 191 197 225
5 115 195 215 185 191 197 197
6 106 209 209 185 191 197 197
7 95 195 215 185 191 197 197
8 126 209 209 185 191 203 225
9 135 209 211 185 185 197 225
10 5 209 211 187 191 197 197
11 39 209 215 185 191 197 197
12 22 209 209 191 191 197 197
13 4 209 211 185 187 203 231
14 143 209 209 185 191 197 197
15 58 209 209 191 191 231 231
16 168 209 211 191 191 225 225
17 15 209 209 185 191 203 225
18 23 209 211 191 191 197 197
19 66 209 209 185 191 203 225
20 14 211 211 187 191 203 203
21 30 211 211 185 187 203 203
22 49 203 211 185 191 203 225
23 75 209 211 185 185 197 225
24 177 209 211 185 191 197 197
25 152 209 213 185 191 203 203
26 756 195 215 185 191 197 197
27 780 195 215 185 191 197 197
28 821 209 209 185 191 197 225
29 834 211 211 185 191 211 211
30 828 209 211 185 191 197 197
31 793 195 209 185 185 197 197
32 818 195 215 185 191 197 197
33 831 195 215 185 191 197 197
34 796 209 211 185 191 197 197
35 809 209 211 185 191 197 197
36 806 195 211 185 187 213 213
37 783 209 211 185 191 225 225
38 770 195 215 185 191 197 197
39 767 209 211 185 191 225 225
40 C.S (R) 205 209 197 197 197 197
41 M(R) 211 215 191 197 203 203

R:Referans ¢esit
M:Merlot

CS:Cabernet Sauvignon
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Calisilan lokuslardaki allel sayilari, heterozigotluk oranlari, tespit olasilig1 degeri ve

sessiz (null) allel frekans1 Cizelge 4.3’de sunulmustur.

Cizelge 4.3 Calisilan lokuslardaki allel sayilar1 (N),beklenen heterozigotluk
(He),gozlenen heterozigotluk (Ho),tespit olasiligi (PI) degeri ve sessiz (null)

allel frekansi
Lokuslar Allel Beklenen Gozlenen Tespit | Sessiz (null)
sayilar1 | heterozigotluk | heterozigotluk | olasilig1 | allel frekansi
(N) (He) (Ho), (PD (r)
degeri
VVMD5 7 0.5556 0.5609 0.301 20.003
VMC2C3 5 0.6362 0.6829 0.311 -0.028
VrZAG79 8 0.8280 0.6585 0.095 0.092
VVMD24 6 0.4806 0.4390 0.327 0.028
VVMD27 8 0.6829 0.8536 0.259 -0.101
VVMD28 9 0.7807 0.7560 0.137 0.013
VVS2 10 0.7718 0.8780 0.144 -0.051
VrZAG62 8 0.7233 0.9024 0.197 -0.103
VVIBO1 2 0.4973 0.5365 0.623 -0.026
VMC2H4 12 0.7489 0.8292 0.125 -0.046
VVMD7 6 0.6763 0.7317 0.278 -0.033
VVIH54 8 0.7230 0.5121 0.206 0.122
VVMD31 7 0.7043 0.7317 0.226 -0.016
VIZAGS3 4 0.5874 0.8048 0.430 20.136
Toplam 100 9,3963 9.8773 3.659
Ortalama 7.1428 0,6711 0,7055 0,261

VVMDS5, VMC2C3, VrZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD28, VVS2, VIZAG62,
VVIBO01, VMC2H4, VVMD7, VVIH54, VVMD31, VrZAG83 SSR lokuslari itibari ile
allel sayilar sirasiile 7, 5, 8, 6, 8,9, 10, 8, 2, 12, 6, 8, 7, 4 olarak tespit edilmistir.(He)
ve (Ho) degerleri degiskenlik gosterirken, PI degerleri ise 0.095-0.623 arasinda

degismistir. Null allel frekansi genel olorak 0.05 arasinda bulunmustur.
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VVMDS5, VMC2C3, VrZAG79, VVMD24, VVMD27, VVMD?28, VVS2, VIZAG62,
VVIB01, VMC2H4, VVMD7, VVIH54, VVMD31, VrZAG83 SSR lokuslarina ait allel

frekanslar1 Cizelge 4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4 Allel frekanslar

No | VVMDS | Allel Frekans1 | VMC2C3 | Allel Frekansi ZAG79 Allel Frekansi
1 223 0.08537 163 0.31707 238 0.13415
2 225 0.01220 167 0.50000 242 0.12195
3 229 0.07317 177 0.02439 246 0.17073
4 233 0.63415 191 0.07317 248 0.03659
5 237 0.17073 195 0.08537 250 0.26829
6 239 0.01220 254 0.17073
7 243 0.01220 256 0.01220
9 258 0.08537
No | VVMD24 | Allel Frekans1 | VVMD27 | Allel Frekans1 | VVMD28 Allel Frekansi
1 205 0.06098 173 0.03659 227 0.01220
2 207 0.70732 177 0.36585 233 0.34146
3 209 0.03659 179 0.07317 235 0.09756
4 211 0.07317 181 0.06098 239 0.01220
5 215 0.08537 183 0.41463 243 0.25610
6 217 0.03659 187 0.02439 247 0.06098
8 189 0.01220 257 0.13415
9 193 0.01220 273 0.01220
11 277 0.07317
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Cizelge 4.4 Allel frekanslar1 (devam)

No | VVS2 Allel ZAG62 Allel VVIB01 Allel VMC2H4 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi Frekansi

1 123 0.01220 186 0.02439 292 0.46341 198 0.08537

2 131 0.01220 188 0.41463 296 0.53659 200 0. 08537

3 133 0.10976 190 0.01220 202 0.01220

4 135 0.10976 194 0.07317 204 0.02439

5 137 0.26829 196 0.02439 206 0.04878

6 139 0.02439 200 0.28049 210 0.01220

7 143 0.35366 202 0.03659 212 0.02439

8 145 0.07317 204 0.13415 214 0.45122

9 151 0.02439 216 0.01220

10 153 0.01220 218 0.08537

220 0.14634
224 0.01220
No | VVMD7 Allel VVIH54 Allel VVMD31 Allel ZAG83 Allel
Frekansi Frekansi Frekansi Frekansi

1 230 0.01220 150 0.12195 195 0.10976 185 0.43902
2 236 0.12195 158 0.02439 203 0.02439 187 0.06098
3 240 0.03659 160 0.01220 205 0.01220 191 0.46341
4 244 0.037805 164 0.39024 209 0.42683 197 0.03659
5 246 0.40244 168 0.08537 211 0.29268

6 250 0.04878 174 0.31707 213 0.01220

7 176 0.02439 215 0.12195

8 178 0.02439

Primerler itibari ile dikkate alindiginda en yiiksek allel frekansi; VVMDS5’de:233,

VMC2C3’de:167, VrZAG79’da: 250, VVMD24’de: 207, VVMD27°de:183,
VVMD28’de: 233, VVS2’de: 143, VrZAG62’de: 188, VVIBO01’de: 296,
VMC2H4’de:214, VVMD7’de:246, VVIH54’de: 164, VVMD31’de:209 ve

VrZAG83’de 191 olarak tespit edilmistir.

Arastirma kullanilan 39 iiziim ¢esidinin sinonim ve homonim durumlar1 Cizelge 4.5’de

sunulmustur.
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Cizelge 4.5 Benzer, Sinonim ve Homonim ¢esitler

Cesit Ad1/Cesit no/il | Benzerlik Oram

Ayni Genotipler Yok -

Sinonim Cesitler

1.durum Siyah Fesdiken/7/Eskisehir %100
Civiklik/27/Kayseri

2. durum Siyah Uziim/8/Eskisehir %100
Koyungo6zii/19/Eskisehir

3. durum Siyah Biizgiilii/6/Eskisehir %100
Biizgiilii/14/Eskisehir

4. durum Hanim Dudagi/30/Kayseri %100
Kara Evlek/34/Kayseri
Karalik/35/Kayseri

Homonim Cesitler

1. durum Narinci/20/Eskisehir % 0.571
Narinci/2 1/Eskisehir

Ayni ¢esitler bulunmazken, dort sinonim(farkli isimle adlandirilan fakat tiim lokuslarda
SSR allel biiyiikliikleri ayn1 olan ¢esitler) ve bir homonim (ayni isimle adlandirilan
fakat en az bir lokus da SSR allel biiytikliikkleri farkli olan gesitler ) durum tespit

edilmistir.
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4.3 Benzerlik Oram Indeksi
Cizelge 4.6 benzerlik indeksi
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4.4 Genetik Tliski Dendogrami

—
I
—]
—
—
Kayseri Eskisehir
cesitleri cesitleri

Sekil 4.6 Cesitlere ait genetik iligki dendogrami
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Cesitlerdeki %100 benzerlik gosteren sinonim ¢esitlerin disindaki genotiplerde benzerlik
oranlar %92.9 ile %96.4 arasinda degisim gosterirken, dendogramda ¢esit dagilimi 5
grupta gergeklesmistir (Sekil 4.5).

grupl: 1,5,7,27, 38, 26, 33, 32,

grup 2: 2,4,6,14,24,28,8,19,17,16,9,23,30,34,35,18,39,10,11,12,
grup3:3,22,25,29,37,20,21,36,13,15

grup 4:31,

grup 5: C.Sauvignon,Merlot
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1 Genetik Parametreler

Arastirmada kullanilan 41 ¢esidin 15 SSR lokusu ile taranmasi sonucu toplam elde edilen
allel sayist1 100 olup ortalama allel degeri 7.1428 bulunmustur. Calisilan lokuslar
degerlendirildiginde, VMC2H4 lokusu 12 allel ile en ¢ok allel veren lokus olmus, bunu 10
alle ile VVS2 ve 9 allel ile VVMD28 lokuslar1 izlemistir. VMC2H4 lokusu Goto-
Yamamoto et al. (2006), Vouillamoz et al. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmalarda da
yliksek sayida allel veren lokuslar arasinda yer almaktadir. En az allel veren lokus ise 2

allel ile VVIBO1 losuku olmustur (Cizelge 4.2, 4.3).

Ortalama beklenen heterozigotluk (He) ve gozlenen heterozigotluk (Ho) ortalama degerleri
siras1 ile 0.6711 ve 0.7055 olarak tespit edilmistir. VVMDS5, VMC2C3, VrZAG79,
VVMD24, VVMD27, VVMD?28, VVS2, VrZAG62, VVIB0l, VMC2H4, VVMD7,
VVIH54, VVMD31, VrZAGS83 SSR lokuslarina ait her bir He ve Ho degerleri gz oniine
alindiginda VVMDS5, VMC2C3, VVMD27, VVS2, VrZAG62, VVIB01l, VMC2H4,
VVMD7, VVMD31, VrZAG83 lokuslarin beklenen sekilde Ho yiiksek bulunurken,
VrZAG79, VVMD24, VVMD28, VVIH54 lokuslarinda ise Ho, He ye gore kiiciik bir
farkla diisiik bulunmustur. Ancak null allel degerleri dikkate alindiginda bu degerlerin
pozitifte olsa kiiciik olmasi lokuslarda null allel siiphesini ortadan kaldirmaktadir. Bu
sonuglar (Ibafiez et al. 2003, Costantini et al. 2005, Martinez et al. 2006, Santana et al.
2007) gibi arastiricilarin sonuglart ile uyumludur. S6z konusu arastiricilarda bazt SSR
lokuslarinda  (He) degerini kismi olarak yiiksek ve null allel frekanslari(r) pozitif (r:

yaklagik 0.1 den kii¢iik) bulmalarina karsin null allel varligindan siiphelenmemislerdir.

Diger taraftan tezde yalnizca allele degerleri verilen (Cizelge 4.2) VRGI1 primerinin 6n
istatistik analizleri sonucu ¢ok yiiksek oranda null(sahte) allel frekans1 verdigi (r: 0.3’den
biiylik) saptanmis ve bu nedenle genetik analizlere dahil edilmemistir.

Lokuslar agisindan 6nemli olan diger bir parametre ise her bir allele ait frekans dagilimi

dir. Frekans dagilimi agisindan lokuslar g6z 6niine alindiginda; VMC2H4 lokusunda
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0.45122 allel frekansi ile 214 alleli en ¢ok goriilen alleldir. Ayn1 sekilde 41 genotipte, en
fazla rastlanan allel VVMD28 lokusunda 0.34146 allel frekansi ile 233, VVS2 lokusunda
0.35366 allel frekansi ile 143, VrZAG79 lokusunda 0.26829 allel frekansi ile 250,
VVMD7 lokusunda 0.40244 allel frekansi ile 246, VrZAG62 lokusunda 0.41463 allel
frekansi ile 188, VVIH54 lokusunda 0.39024 allel frekansi ile 164, VVMDS lokusunda
0.63415 allel frekansi ile 233, VVMD?31 lokusunda 0.42683 allel frekansi ile 209,
VVMD24 lokusunda 0.70732 allel frekansi ile 207, VMC2C3 lokusunda 0.50000 allel
frekansi ile 167 ve en az allel veren lokus olan VVIBO1 lokusunda ise 0.53659 allel
frekansi ile 296 allelleri en sik rastlanan alleller olmustur. Bu allellerin Cabarnet ve Merlot
referans ¢esitlerinde de goriilmelerinden dolay1 bu allellerin yanlizca Tiirk ¢esitlerine ait

alleller olmadiklarin1 sdyleyebiliriz (Cizelge 4.4).

PI (tanimlama olasilig1) goz oniine alindiginda, en bilgi verici lokus 12 allel ile VMC2H4
lokusu (0.125) iken en az bilgi verici lokus ise 2 allel ile VVIBOI lokusudur (0.623)
(Cizelge 4.3).

Arastirmada analiz edielen genetik parametreler (allel sayisi, allel frekansi, beklenen ve
gozlenen heterozigotluk orani, sessiz (null) allel frekansi ve tespit olasiligi (PI) gz 6niine

alindiginda en etkili lokuslar olarak VMC2H4 ve VVS2 lokuslar1 belirlenmistir.

5.2 Aym1 Genotip, Sinonim ve Homonim cesitlerin belirlenmesi

Birg¢ok arastirmaci iiziim genotiplerinde homonim ve sinonim ¢esitlerin belirlenmesinde
SSR markorleri kullanmiglardir. (Ibafiez et al. 2003, Martin et al. 2003, This et al. 2004,
Vouillamoz et al. 2006, Selli et al. 2007). Analiz edilen {liziim ¢esitlerine bakildiginda isim
ve SSR lokuslarindaki allel biiyiikliikleri agisindan “ayni genotip’lere rastlanmamustir.
Ayni isme sahip fakat genetik olarak birbirlerinden farkli olan ve homonim ¢esit olarak
adlandirilan gesitler ise: Narinci (20) 608-26 ile Narinci (21) 610-26 olarak tespit

edilmisgtir.

Farkli isme sahip ancak genetik agidan %100 benzer bulunan ¢esitler yani sinonim olarak

bulunan gesitler ise; Siyah Fesdiken(7) - Crviklik (27), Siyah Uziim (8) - Koyungézii (19),
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Siyah Biizgiilii (6)-Biizgiilii (14), Hanim Dudagi(30) - Kara Evlek (34) — Karalik(35).
Aragtirmada toplam bir sinonim durumu 4 homonim durumu tespit edilmistir. Homonim
gosteren cesitlere bakildiginda iki Narinci genotipin genetik acidan farkli oldugu
goriilmekte, bu ise ayni ¢esite ait iki farkl tipin olabilecegine isaret etmektedir. Sinonimler
degerlendirildiginde her iki ilden de (7-27 genotipler Eskisehir-Kayseri, 8-19 genotipler
Eskisehir-Eskigehir, 6-14 genotipler Eskisehir-Eskisehir, 30-34-35 Kayseri) sinonim
cesitlere rastlanmustir. Arastirmamiza benzer sekilde, Tiirk c¢esitlerinde sinonim ve
homonim genotiplerin yaygimligr daha onceki arastiricilar tarafindan da tespit edilmistir

(Ergiil 2006, Karagag¢ 2006, Vouillamoz et al. 2006, Selli et al. 2007, Karatas et al. 2007).

5.3 Genetik ve Ekocografik Iliskilendirme

Genotiplere ait genetik benzerlikler incelendiginde sinonim gesitlerin (%100 benzerlik
gosteren) disindaki genotiplerde en yliksek benzerlik oran1 %96.4 (38-27 ve 7, 9-23nolu
genotipler) olarak saptanmisken, 24 numarali ¢esit 6 ve 14 numarali genotiplere %92.9
oraninda benzerlik gostermektedir ve diger cesitlerin birbirlerine benzerlik oranlart %89.3
iin altindadir. En diisiik benzerlik orani referans g¢esitler (Cabarnet Sauvignon, Merlot) ile

Tiirk cesitleri arasinda gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Genotiplere ait dendogram incelendiginde temel olarak 5 grup olusmus referans cesitler

(grup 5) ve Tiirk ¢esitlerinden (grup 1, 2, 3, 4) uzak bir dagilim gostermistir. Cesitlerin
dendogram dagilimlar1 yetisme bolgeleri ile karsilastirildiginda genel olarak birbirlerinden
tam anlami ile bagimsizlik gosterdigi sOylenemez. Sekil 4.5 incelendiginde; Eskisehir
genotiplerinin 6zellikle grup 1, 2 ve 3 bolgesinde bir araya toplandigi Kayseri
genotiplerinin ise 6zellikle grupl bunun yan sira kismen grup 2 ve 3’de toplandig1 bazi

genotiplerin ise dendogram boyunca dagilim gosterdigi goriilmektedir.

Dendogramda dikkati ¢eken diger iliskilendirmeler ise su sekilde aciklanabilir:

Bununla birlikte ayni isimle adlandirilan fakat ismlendirmelerindeki farkliliktan(Beyaz,
Go6g, Siyah) dolayr homonim grubuna katilmayan Kayseri ¢esitleri Buludu genotipleri
(Siyah buludu, Beyaz buludu, G6g buludu) dendogramda ikili gruplar olusturmamis ve

genellikle uzak dagilim gostermislerdir. Diger taraftan, Siyah Buludu 38 no.lu genotipinin
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%100 oraninda benzer gesitler olan 7 nolu Siyah Fesdiken ve 27 nolu Civiklik ¢esitlerine
%96.4 oraninda yiiksek bir benzerlik gostermesi bu ¢esitlerin ortak kokenden gelebilecegi
fikrini dogurmustur. Benzer sekilde 24 no.lu Siyah Hevenk genotipinin %100 benzer
cesitlerden 6 no.lu Siyah Biizgiili ve 14 nolu Biizgiili genotipine %92.9 oraninda
benzerlik gostermesi de aym fikri gagristirmaktadir. Ayni durum 9 no.du Su Uziimii

genotipi ile 23 no.lu Sert Kabuk genotipi arasinda da mevcuttur.

Sonu¢ olarak; Bolge iiziim cesitlerinin genetik karakterizasyonu anlaminda ilk olma
niteligi tasiyan bu arastimada; Eskisehir bolgesine ait 25 gesit ile Kayseri bolgesine ait 14
cesit ile 2 referans olmak tizere toplam 41 c¢esidin SSR’a dayali kimlik tanilar

tamamlanarak 4 sinomim ve 1 homonim durum tespit edilmistir.

Ayrica Eskisehir ve Kayseri g¢esitlerinin genetik parametreleri tanimlanip benzerlik
iliskileri ortaya konurken, ileriki dénemlerde bu ¢esitlerle yiiriitiilecek olan arastirmalara
tekniksel ve genetik tanimlamalarla ile ilgili veriler olusturulmustur. Tez sonuglarinin 151k
tutacagl arastirmalar yalnizca bu iki il ile smrl olmayip, Ulke bagcihig ile ilgili
yuritiilecek molekiiler, 1slah, c¢ogaltma aragtirmalar1 i¢inde karsilastirmali  olarak

kullanilacak veri bilgilerini igermektedir.
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