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OZET

Islah ¢aligmalarinda mutajen kullanilarak uyarilmis mutasyon uygulamalar yiiriitiildiigii gibi, dogada da
ender olarak spontan mutasyonlar goriilebilmektedir. Ister uyarilmis ister spontan mutasyon siirecinde
tim hiicre tabakalari, gen bolgeleri ayn1 degisime ugramayarak ayni doku tizerinde morfolojik olarak
mutant ve mutant olmayan farkli dokularin goriildiigii kimeralar olusabilmektedir. Her iki durumu igine
alabilecek benzer bir durum, arazi calismalar1 esnasinda Tekirdag’in Sarkdy ilcesindeki Pinot noir iiziim
cesidi ile tesis edilmis iiretici baginda tespit edilmistir. Ayn1 omca iizerinde farkli tane rengine sahip
salkimlarin oldugu bu durum morfolojik ve molekiiler olarak incelenmis, tane kabuk renginin degistigi
mutant genotip ile orijinal Pinot noir ¢esidi kiyaslanmigtir. Morfolojik farkliliklar1 ortaya koymak adina
OIV tanimlayict skalasi kullanilarak 24 ampelografik karakter iizerinde degerlendirmeler yapilmis,
degerlendirme sonucunda basta tane kabuk rengi olmak iizere bazi karakterlerde farkliliklar tespit
edilmistir. OIV tamimlayic1 skalasinda bulunan 6 SSR (Simple Sequnce Loci) lokusu ile yapilan
molekiiler tani analizinde ise iki drnek arasinda mutasyon polimorfizm tespit edilememistir. Ayrica iki
ornek, asmada renk karakterini kontrol eden Myb iliskili gen grubu agisindan da degerlendirilmistir.
Analizler ve mevcut literatiirler 15181inda, olusan mutasyonun Myb iliskili gen grubu kaynakli olmadig
saptanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Mutasyon, kimera, Vitis, Myb iliskili gen grubu

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR INVESTIGATION OF SPONTANEOUS MUTATION
FORMATION IN PINOT NOIR GRAPE

ABSTRACT

Mutagenic mutations have been carried out in breeding studies, as well as spontaneous mutations rarely
seen in nature. Both in the stimulated mutation and in the spontaneous mutation process, all cell layers
and gene regions can not undergo the same variation. The presence of mutant and non—mutant parts on
the same tissue is called chimera. A similar situation that could include both cases was determined in a
vineyard established with Pinot noir grape variety in Sarkdy district of Tekirdag during the field studies.
This situation that the bunches with different colored berries on the same vine are examined
morphologically and molecularly. The original Pinot noir variety was compared with the mutant Pinot
noir. In order to demonstrate the morphological differences, 24 ampelographic characters were evaluated
using the OIV descriptive scale. As a result of the morphological evaluation, differences were found in
some other characters as well as berry color. In the molecular diagnostic analysis performed with 6 SSR
(Simple Sequnce Loci) loci on the OIV descriptor scale, mutation polymorphism could not be detected
between two samples. In addition, two samples were evaluated for the gene group associated with Myb,
which controls color characteristics in grape. According to the analyzes and available literature, it was
determined that the mutation formed was not caused by the Myb related gene group.

Keywords: Mutation, chimera, Vitis, Myb gene group

GIRIS genetik agilim veya rekombinasyon kokenli

olmayan kalitsal degisimler olarak

Mutasyonlar, kaliim materyali (DNA, tanmimlanmaktadir [15]. Diger bir deyisle
RNA veya plasmid) fiziksel ve kimyasal mutasyon terimi kromozomlardaki sayi ve
yapisinin degismesi sonucu DNA dizinindeki, yap1 degisiklikleri ile genlerdeki degismeleri
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icermektedir [10]. Dogada farkli nedenlerle
kendiliginden spontan mutasyonlar
olugabildigi  gibi  degisik = mutajenler
kullanilarak ta uyarilmis mutasyonlar ortaya
cikabilmektedirler. Yapisal olarak
degerlendirildiginde mutasyonlarin igsel ve
digsal faktorler nedenleriyle ortaya ¢iktigi
soylenebilir. Igsel faktdrler olarak bitkinin
genetik yapist ve genetik yatkinligi, dissal
faktorler olarak ta beslenme, sicaklik, dogal
radyasyon, kimyasal maddeler ve yiiksek
oksijen basinci sayilabilir.

Gilinlimiizde ekonomik olarak yetistirilen
bazi ¢esitlerin mutasyonlar sonucu ortaya
ciktigr bilinmektedir. Dolayistyla mutasyon
bir 1slah yontemidir. Yeni cesit elde etmedeki
rolinden baska mutasyonlar, molekiiler
karakterizasyonu yapilmamis 6zelliklerin gen
bolgelerinin  belirlenmesi, tanimlama ve

seleksiyon ¢aligmalarinda  kullanilabilecek
markir  tespit edilmesi agisindan da
onemlidirler. Dolayisiyla 6zel fenotipik
karakterli  klonlar  fonksiyonel genomik
caligmalar igin bitkisel materyal
saglayabilmektedir.

Asma g¢esit popiilasyonlar1 igerisinde

goriilen somatik mutasyonlar ¢ogunlukla tane
sekli ve rengi bakimindan degisim ortaya
koymaktadir. Bunun yani sira meyve eti
renklenmesi, verim seviyesi, siirgiin ucu
tiyliligi, genis yapraklilik, ta¢ gelisimi,
tanede mumsu tabaka ozellikleri ve salkim
yapisi gibi Ozellikler somatik mutasyonlar
sonucu degisim gosterebilen karakterlerdir
[12]. Ozellikle tane kabuk renginde goriilen
mutasyonlar higte azimsanmayacak siklikta
goriilebilmektedir.

Klonal polimorfizmler, SNP’lerden (Single
Nucleotid  Polimorphizm-Tekli ~ Niikleotid
Polimorfizmi), bircok mikrosatelit lokusun
boyut polimorfizminden, retrotransposon Gret

1’in kismi olarak eksilmesinden, genler
arasindaki  hatali rekombinasyondan ve
bilinmeyen mekanizmalar tarafindan
gergeklesen  biliylik capli  eksilmelerden

kaynaklanabilmektedir. Cok yillik tiir olan
asma, uzun Uretim donemi boyunca asilama,

budama, patojen etkileri ve ultraviyole
radyasyon tarafindan giiclii bir sekilde
etkilenebilir  6zellikte olmasi nedeni ile

retrotransposon genler asmanin genomik
esnekligine katki saglayabilmektedir [12].
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Asmalarda tane kabuk rengi,
antosiyaninler olarak isimlendirilen kirmizi
renk pigmentlerinin birikmesi ile olugsmaktadir
[6]. Uziimiin kabuk rengi, antosiyanin
kompozisyonu ve miktarina bagli olarak
degisiklik gostermekle birlikte tane rengi
koyu siyahtan kirmiziya, pembeden yesile
kadar cesitlenebilmektedir. Siyah ve kirmizi
cesitler kabuklarinda antosiyaninleri
biriktirirken, beyaz ¢esitler —antosiyanin
sentezleyememektedir. Asmada VvmybAl
gibi Myb iliskili genler, UDP—glukose igin
genin ifadesini kontrol ederek antosiyanin

biyosentezini diizenlemektedir. Birgok
calismada VvmybAl’in  gen ifadesinin
antosiyanin biyosentez enzimleri ve kabuktaki
antosiyanin  birikimi ile ilgili oldugu

belirlenmistir [9].

Cesit icerisinde ayn1 omca iizerinde farkli
tane rengine sahip salkimlarin olusmasi
durumu, Tekirdag in Sarkdy Ilgesindeki Pinot
noir iizim c¢esidi ile tesis edilmis {iretici
baginda tespit edilmistir. Ayn1 omca {izerinde
farkli tane rengine sahip salkimlarin oldugu
bu durum morfolojik ve molekiiler olarak
incelenmis, tane kabuk renginin degistigi
mutant genotip ile orijinal Pinot noir ¢esidi
kiyaslanmistir. Morfolojik farkliliklart ortaya
koymak admma OIV tamimlayic1 skalasi
kullanilarak 24  ampelografik  karakter
tizerinde degerlendirmeler yapilmig OIV
tanimlayici skalasinda bulunan 6 SSR (Simple
Sequnce Loci) lokusu ile genetik tam
analizinde iki ornek arasinda herhangi bir
mutasyon polimorfizmi olup olmadigi tespit
edilmeye c¢alisilmistir. Ayrica iki Ornek,
asmada renk karakterini kontrol eden Myb
iligkili gen grubu agisindan da molekiiler
diizeyde tarama yapilmigtir.

MATERYAL VE METOT
Bitkisel Materyal

Renk mutasyonunun goriildigi gesit (Sekil
1), bilinen standart saraplik bir ¢esit olan
Pinot noir’dir. Sadece Fransa’da 64 klonu
bulunan Pinot noir’in uzun yillardan beri
yetistiriciliginin yapildig1 bilinmektedir. Bu
cesit ayrica Asma Genom Projesi’nin referans
¢esidi olarak kullanilmis ve tim genomu
sekanslanmustir [16]. Calismada kullanilan
bitkisel materyal Tekirdag Ili Sarkdy ilgesinde
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bulunan yaklasik 20 da alanda kurulu 8
yasindaki bagdan tedarik edilmistir.

Ampelografik Degerlendirmeler

Ampelografik degerlendirmeler 2016 ve
2017 yillarinda ilgili bagdan, hem mutant hem
de orijinal Pinot noir ¢esidine ait ornekler
iizerinde Tekirdag Bagcilik  Arastirma
Enstitisii  bilinyesinde ylriitiilmiistir. Bu
degerlendirmeler Haziran 2007°de yayinlanan
Uluslararasi Bagcilik  ve Sarapgilik
Organizasyonu (OIV)’nun tanimlayici
skalasindaki 24 ampelografik 6zellik iizerinde
yapilmistir (Cizelge 4).

noir ¢esidi
Figure 1. Pinot noir variety with spontaneous
mutation

DNA Olgiimleri ve Izolasyonu

Molekiiler analizler igin siirdiiriillmek tizere
kislik siirgiinler hem mutant bolgeden hem de
orijinal Pinot noir gesidinden 2016 yilinda
alinmis ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisiine gonderilmistir. Molekiiler
diizeydeki caligmalar bu kurumda
yuritilmistiir.

DNA  izolasyonlar1  asagida  metot
aciklamasi verilen Lefort ve ark. [11]
yontemine gore yapilirken, DNA Kkalite ve
miktar Olgimleri amaci ile agaroz jel
elektroforezi (%1) ve Nanodrop ND-1000
spektrofotometre kullanilarak yapilmustir.

*Geng yaprak veya siirgiin ucu sivi azotla
ezildi,

*100 mg alinarak 2 ul ependorf tiiplere
aktarildi,

*Tiplerin lizerine 1 ml DNA ekstraksiyon
soliisyonu eklendi,

*65°C’de arasira ¢alkalanarak
bekletildi,

15 dk

0.5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1)
karisimi  eklenerek, 30 dk buz {izerinde
bekletildi,

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

+Ust s1v1, temiz bir ependorf tiipe aktarildi,

+Uzerine 0.8 ml isopropanol eklendi,

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

«Ust sivi tekrar yeni bir ependorf tiipe
aktarildi,

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

*DNA, 50-100 pl H2O’da ¢oziildii,

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

izolasyon ¢ozeltisi (50 ml igin);

2 ml TRIS (50 mM, pH 8.0)

4 ml EDTA (50 mM, pH 8.0)

10 ml LiCl (4M)

1 g CTAB (%1)

2 g PVP (%2)

0.5 ml TWEEN 20 (%0.5)

%0.2 B—Mercapto Ethanol

Kloroform/isoamil alkol; (24:1) (hacim:
hacim)

RNase—-A (Applichem); 100 mg/ml

SSR PCR Reaksiyonlart

SSR PCR reaksiyonu; 15-200 ng DNA, 5
pmol ileri (forward) primer, 5 pmol floresan
isaretlemis ters (revers) primer, 0.5 mM
toplam dNTP, 0.5 iinite Go Taq DNA
Polymerase (Promega) (1.5 mM MgCl.
icermekte), 3 ul buffer (5x buffer) olmak
tizere 15 ul’de gerceklestirilmistir.

SSR PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR
programi:

1. 94°C’de 3 dk,

2.94°C’de 1 dk,

3. 48-66°C’de 1 dk,

4.72°C’de 2 dk,

5. 72°C’de 10 dk olmak iizere toplam 35
dongii olarak uygulanmistir.

PCR sonrasi lokuslara ait PCR iiriinleri
%2’lik agaroz jel elektroforezinde 100 bp

Marker ile kontrol edildikten sonra,
amplifikasyonu  gerceklesmis  Orneklerde
kapilleri elektroforez asamasi
gergeklestirilmistir.
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SSR Lokuslarina Ait Primerler

Uziimde standart set olarak kabul géren 6
SSR primeri (VVS2, VVMD5, VVMD7,
VVMD27, VrZAG62 ve VIrZAG79)
kullanilmustir [14]. Her forward primer D4
(mavi), D3 (yesil) ve D2 (siyah) (Proligo,
Fransa) renklerde floresan isaretlenmis olup
primerlere ait baz dizileri, kullanilan floresan
boya ve Tm (baglanma sicakligi) degerleri
Cizelge 1°de verilmistir.

Kapilleri Elektroforez ve Allel
Goriintiilenmesi

Kapilleri elektroforez amaciyla Beckman
CEQTM 8800 Genetik Analiz Sistemi
kullanilmuistir.  PCR  dirtinleri  isaretlemede
kullanilan floresan (Proligo, wellred isaretli
primerler, Fransa) boyalara gore degisik
oranlarda (1:5, 1:10 gibi) 20 pl SLS (Sample
Loading  Solution) ile  seyreltilmistir.
Uzerlerine 0.4 ul Size Standart—400
eklendikten sonra CEQTM 8800 Genetik
Analiz Sistemi’nde elektroforez edilmistir.
Her bir lokusa ait pikler; tipleri ve renkleri
g0z Online almarak heterozigot ve homozigot
olarak goriintiilenmistir.

Myb Polimorfizminin Belirlenmesi

Asmada renk karakterini kontrol eden Myb
iligkili gen grubu agisindan genotiplerin
taranmasina yo6nelik Azuma ve ark. [1]’de
verilen VvMybAl primerleri kullanilmistir

(Cizelge 2).

PCR Reaksiyonu

PCR reaksiyonu; 150 ng DNA, 5 pmol ileri
(forward) primer, 5 pmol ters (revers) primer,
0.5 mM toplam dNTP, 0.5 {inite Go Taq DNA
Polymerase (Promega) (1.5 mM MgCl
icermekte), 3 ul buffer (5x buffer) olmak
tizere 15 ul’de gerceklestirilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR
programi:

1. 95°C’de 3 dk,

2.94°C’de 1 dk,

3. 60°C’de 1 dk,

4.72°C’de 1 dk,

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

PCR  dirlinleri  %2’lik  agaroz  jel
elektroforezinde 100 bp Marker esliginde, 45
dk elektroforez tankinda yiiriitiilmis ve
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agaroz  jel  elektroforez
sisteminde goriintiilenmistir.

goriintiileme

Cizelge 1. Kullanilan SSR lokuslarma ait
primerlerin baz dizileri, isaretleme
boyasi ve PCR Tm degerleri

Table 1. Base sequences, marking paint and
PCR annealing temperatures of the
primers used in the SSR locus

. . . cs a» |Isaretleme| Tm

No| Lokus ad: Primer dizileri (5°...3”) boyast | (°C)

1 VIZAG79F** agattgtggaggggggaacaaac Yesil 66
VrZAG79-R | tgcccccattttcaaactcectice

2 VVMD7-F** | agagttgcggagaacaggat Yesil 55

VVMD7-R cgaaccttcacacgcttgat

5 \VMD27_F** gtaccagatctggatatacatccgtaa Siyah 55
VVMD27-R | acgggtatagagcaaacggtgt

4 VVS2-F** cagcccgtaaatgtatccate Mavi 55
VVS2-R | aaattcaaaattctaattcaactgg

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

6 VrZAG62—F** ggtgaaatggggc:ccgaacacac Mavi 55
VIZAG62-R | ccatgtctctcctcagcettctcage

**Floresan isaretli

Cizelge 2. Kullanilan primerler
Table 2. Primers of VvmybALl allels

fleri Primer Dizisi Geri Primer Dizisi
5.3 5...3

VWMybAla aaaaaggg%?:%gaatgtaggg gaacctccttttttgaagtggtgac
ggacgttaaaaaatggttgcac [gaacctectttttgaagtggtgac
t

atg

Primer

VvMybAlb/c

BULGULAR VE TARTISMA

Bu arastirmada Pinot noir liziim ¢esidinin
mutant1 ile orijinali arasinda ampelografik ve
molekiiller  diizeyde farkliliklar  ortaya
konmaya ¢aligilmistir. 2016 ve 2017 yillarinda
OlIV’nin tamimlayic1 skalasinda bulunan 24
Ozellik iizerinde yapilan degerlendirmelerde
iki genotip arasinda 21 o&zellikte farklilik
bulunmazken, geriye kalan ti¢ 6zellik tizerinde
farklihik gozlenmistir (Cizelge 4). Bunlardan
OlV 225 kodlu tane kabuk renginde mutant
genotipte yesil sari olan tane kabuk rengi
orijinal  genotipte  mavi-siyah  olarak
belirlenmistir  (Sekil  2).  Ampelografik
farkliligin gozlendigi diger 6zellik ise OIV 79
kodlu yaprak sapt cebinin agiklik durumunda
ortaya cikmig, mutant genotipte yaprak sap
cebi acikligi kapali durumda iken orijinal
Pinot noirde iist {iste binmis konumda tespit
edilmistir (Sekil 3). Farkliigm gozlendigi
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diger 6zellik ise OIV 75 kodlu olgun yaprak
ist ylizeyindeki  kabariklik  6zelliginde
goriilmiis, mutant genotipte kabariklik yok
veya ¢ok zayif durumda iken orijinal Pinot
noirde orta seviyede kabariklik tespit
edilmistir (Sekil 4). Arastirmada iiziimde
standart set olarak kabul goren ve OIV
tanimlayici  listesinde  bulunan  VVS2,
VVMD5, VVMD7, VVMD27, VIZAG62 ve
VrZAG79 mikrosatellit lokuslarina ait PCR
reaksiyonlar1 sonucunda, lokuslar istenilen
biiyiikliikte (bp) basarili sekilde ¢cogaltilmistir
[14]. Arastirmada kullanilan SSR lokuslarina
ait  belirlenen allel pik profilleri ve
biiyiikliiklerine (bp) gore 2 oOrnek arasinda
herhangi bir farklilik (polimorfizm) olmadig:
gozlemlenmistir (Cizelge 3).

Ozellikle OIV tanimlayict skalasinda
bulunan SSR markirlarin, genel itibariyle ¢esit
tanimlamada kullanilan belirtegler oldugu igin
klonal  diizeydeki  farkliliklarni  ortaya
koymamalar1 normal goriilmektedir. SSR
markirlarin klonal diizeydeki polimorfizmleri
belirlemekte yetersiz kaldigini bildiren birgok
literatiir mevcuttur [6, 13]. Yine de bu
bulgular  degerlendirilen = durumun  bir
mutasyon oldugunun, ¢esit {izerinde herhangi
bir agilama isleminin yapilmadigimin da bir
gostergesi kabul edilebilir.

Asmanin  kabuk rengi  antosiyanin
kompozisyonu  ve  miktar1  tarafindan
belirlenir.  Siyah ve kirmuzi  gesitler

kabuklarinda antosiyaninleri biriktirirler, buna
karsin beyaz gesitler onlar1 sentezleyemezler.
Uziimiin tane renk kalitimi konusunda yapilan
yayinlarda [3], tane renginin 2 gen tarafindan
kontrol edildigi ve buna gore siyah renk igin
olan genin (B---) kirmizi ve beyaz renge,
kirmiz1 renginde (bbR-) beyaz renge (bbrr)
dominant oldugu belirtilmektedir.

b

Sekil 2. Genotipler arasinda tane kabuk rengi
farklihigi (a: resim mutant genotip, b:
orijinal genotip)

Figure 2. Difference berry skin colour
between genotypes (a: mutant genotype,
b: original genotype)

, B s o

Sekil 3. Genotipler arasinda yaprak sap cebi
acikligi (a: mutant genotip, b: orijinal
genotip)

Figure 3. Degree of petiole sinus opening
between genotypes (a: mutant genotype,
b: original genotype)

Sekil 4. Genotipler arasinda yaprak {ist ylizey
kabarikligt (a: mutant genotip, b:
orijinal genotip)

Figure 4. Blistering of upper side in mature
leaf between genotypes (a: mutant
genotype, b: original genotype)

12 nk 1 2nk 1 2 nk 1

2 nk

e e

—

-

Sekil 5. Sirasi ile VIZAG62, VVMD27,
VVMD5 ve VVMD7 SSR lokuslarina
ait 2 ornekte (1: orijinal PN, 2: mutant
PN) PCR goriintiisic (M: marker—100
bp, nk: negatif kontrol)

Figure 5. PCR image in two samples (1:
original PN, 2: mutant PN) of
VrZAG62, VVMD27, VVMD5 and
VVMDY7 SSR loci

Cizelge 3. Orijinal PN ve Mutant PN
genotiplerinin 6  lokustaki  allel
biiyiikliikleri (bp)

Table 3. Allele size in six loci of original PN
and Mutant PN genotypes (bp)

VIZAG |\ \ymp7| VYMP | \yso vvmps| YIZAG

Ornek | * 74 27 62

Orijinal

PN 244:252|238:244|185:195(133:143|226:236|186:196

Mutantl, 14.o57 | 238:244| 185:195 | 133:143| 226:236 | 186:196

PN
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Bunun aksine Doligez ve ark. [7] ve
Fischer ve ark. [8] ise tanedeki antosiyanin
varligt veya yoklugunun kromozom 2
tizerindeki bir lokus tarafindan belirlenen
monogenik bir ozellik oldugunu
belirtmislerdir. Uziimde, V. labrusca’nin
VImybAl-1 gibi Myb iligkili genlerinin
UDP—glukose i¢in genin ifadesini kontrol
ederek antosiyanin biyosentezini diizenledigi,
VImybAl-1’in homologu olan VvmybAl
geninin de V. vinifera’da aym fonksiyona
sahip oldugu belirtilmistir. Tespit edilen Myb
iliskili bu genin antosiyanin biyosentezindeki
tim genlerin ifadesini arttirdigi yapilan
caligmalarla ortaya ¢ikarilmigtir [9]. Ek olarak

VvmybAl geninin ifadesi, antosiyanin
biyosentez enzimleri ve kabuktaki antosiyanin
birikimi ile iligkilidir. Ancak VvmybAl’in
ifadesi, bir retrotransposon gen olan Gret-1’i
iceren VvmybAla alleli ile inaktif hale
gelmektedir. Azuma ve ark. [1]’de tizerinde
calisilan beyaz cesitler VvmybAla igin
homozigot iken kirmizi veya siyah cesitler
VvmybAla ve VvmybAlc i¢in heterozigottu.
Bu galismaya gore VvmybA[l tiziimde kabuk
rengini  belirleyen ana  gen  olarak
vurgulanmistir.  Ancak  VvmybAl’in  tek
bagina bir belirleyici olup olmadigi Kesinlik
kazanmamugtir.

Cizelge 4. OIV tanimlayici skalasina ait ampelografik degerlendirmeler

Table 4. Ampelographic evaluations according to OIV descriptor scale

%\é OIV Karakteri M;ﬁntOrgll\lnal Mutant PN Orijinal PN
67 [Olgun yaprak ayasi sekli 4 4 |Dairesel Dairesel
70 |Ana damarlarin antosiyanin renklenmesi 2 2 [Sadece sap cebi civarinda Sadece sap cebi civarinda
74 |Olgun yaprak Profili 2 2 |Ana damarda katli |Ana damarda kath
75 [Yaprak Ust Yiizeyinde Kabariklik 1 5 |Yok veya ¢ok zayif Orta
76 [Olgun Yaprak Dis Sekli 4 4 |Konveks Konveks
79 |Yaprak sap1 cebinin agiklik durumu 3 4 |Hafif agik Hafifge st iiste binmis
81-1[Yapragin sap cebi kisminda dis varlig 1 1 [Yok Yok
81-2 [Damarla sinirlanmig sap cebi durumu 1 1 |Yok Yok
84 |ana damarlar iizerinde yatik tiiy yogunlugu| 1 1 |Yok veya ¢ok az Yok veya gok az
87 |Ana damarlar iizerinde dik tily yogunlugu 1 1 |Yok veya ¢ok az Yok veya ¢ok az
202 |Salkim uzunlugu (cm) 3 3 [Kisa, 10-14 cm Kisa, 10-14 cm
204 Salkim siklig1 9 9  |Cok sik Cok sik
208 [Salkim sekli 2 2 |Konik Konik
209 [Birincil salkimlarmn kanat sayisi 2 2 [1-3 kanat 1-3 kanat
220 [Tane uzunlugu (mm) 3 3  [Kisa, 8-14 mm Kisa, 8-14 mm
221 [Tane eni (mm) 3 3 [Kisa, 8-14 mm Kisa, 8-14 mm
223 [Tane sekli 3 3 |Genis elipsoid Genis elipsoid
225 |Kabuk rengi 1 6 |l: yesil-sar1 6: mavi siyah
230 [Tane i¢i et rengi 1 1 |Renksiz Renksiz
235 [Tane sertligi 1 1  [Yumusak [Yumusak
236 [Ozel tat 1 1 |Yok Yok
241 |Cekirdek olusumu 3 3 [Tam Tam
502 [Tek salkim agirlig: (Q) 2 2 |Diisiik, yaklagik 200 g (144 g)  |Diisiik, yaklasik 200 g (167 g)
503 [Tek tane agirhg (g) 1 1 |Cok diisiik, yaklasik 1 g (0.88 g) |Cok diisiik, yaklasik 1 g (1.15 g)

Azuma ve ark. [2]’e gore liziimde tane
renk lokusu kromozom 2 iizerinde yerlesmis
200 kb’lik bir bélgeye yayilan Myb ve Myb
benzeri genlerin grubudur. Yakushiji ve ark.
[17]’de siyah renkli Pinot noir’den beyaz
renkli Pinot blanc’a olan tane renk mutasyonu
incelenmis, sonugta Pinot noir’den
fonksiyonel VvmybAlc allelinin silinmesiyle
antosiyanin biyosentezi engellenerek Pinot
blanc’m olustugu ortaya konmustur.

Aragtirmamizda asma igin renk karakterini
kontrol eden Myb iligkili gen grubu agisindan

434

genotiplerin taranmasina yonelik Azuma ve
ark. (2007)’de verilen VvMybAl primerleri

kullanilmigtir.  Ortaya ¢ikan tane renk
mutasyonunun, VvmybAl geninde
VvmybAlc  allelinin  bulunmamasindan
kaynaklanmadigi, her iki genotipte de

VvmybAlc allelinin bulundugu belirlenmistir
(Sekil 6). Yakushiji ve ark. [17]’de oldukca
benzer bir durum olarak Pinot noir ¢esidinden
renk mutasyonu sonucu elde edilen ve beyaz
tane rengine sahip Pinot blanc, VvmybA1 nin
VvmybAla ve VvmybAlc alleli agisindan
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degerlendirilmistir. Caligmamiz sonuglarindan
farkli olarak burada VvmybAl geninden
VvmybAlc allelinin silindigi ve boylece renk
mutasyonunun gergeklestigi tespit edilmistir.
Renk mutasyonunun ilgili gen bdlgesi
taramalariyla tespit edildigi calismalarin
varligima karsin, renk mutasyonu agisindan
VvmybAl’in tek basina bir belirleyici
olmayabilecegini vurgulamistir [1]. Molekiiler
polimorfizmlerin biiylik kismini1 hareketli
elementlerin (Gret-1 gibi transposon genler)
olusturmasina karsin kiigik te olsa bir
kisminin ise SNP ve indel kaynakl
olabilecegine deginen [5, 18] ve degisik
cesitlerde  VvmybAl geninde goriilen baz
degisimlerini  bildiren  [17]  ¢aligmalar
mevcuttur.

VVMybA1b- VVMybA1c

Sekil 6. VvMybAla ve VvMybAlb/c
primerlerinin 2 genotipe ait PCR
goriintiisi (M: marker, NK: negatif
kontrol, 1: Orijinal PN, 2: Mutant PN)

Figure 6. PCR image of VvMybAla and
VVMybAlb/c primers in two samples
(M: marker, NK: negative control, 1:
Original PN, 2: Mutant PN)

SONUC

Arastirmada, Tekirdag 1li Sarkdy ilgesinde
Pinot noir {iziim c¢esidi ile tesis edilmis iiretici
baginda tespit edilen spontan tane renk
mutasyonu tlizerinde calisilmistir. Mutant ve
orijinal Pinot noir genotiplerinden alinan
orneklerin  ampelografik ve  molekiiler
diizeydeki farkliliklart bulunmaya c¢alisilmus,
ampelografik degerlendirmeler 2016 ve 2017,
molekiiler ¢aligmalar ise sadece 2016 yilinda
alman Ornekler lizerinde yiriitilmiistir. OIV

tanimlayici skalasinda bulunan 24
ampelografik  ozellikte 3 karakterde
farkliliklar gozlenmistir. Tane rengindeki

farkliligin disinda diger ampelografik farklilik
OIV 79 kodlu yaprak sapi cebinin agiklik
durumunda ortaya ¢ikmis, mutant genotipte

yaprak sap cebi agiklign hafif agik durumda
iken orijinal Pinot noirde hafifce iist tiste
binmis konumda tespit edilmistir. OIV 75
kodlu olgun yaprak {ist yiizeyinde kabariklik
durumu 6zelliginde ise mutant Pinot noir’de
kabariklik yok veya ¢ok zayif bulunurken
orijinal Pinot noir’de orta seviyede kabariklik
tespit edilmistir. Yine OIV’nin tanimlayici
skalasinda bulunan 6 SSR primeri kullanilarak
iki genotip degerlendirilmis, ancak kullanilan
primerler g¢esit bazinda herhangi bir farklilik
gostermemis dolayisiyla SSR  polimorfizmi
tespit edilememistir. Son olarak asmada renk
karakterini kontrol eden Myb iliskili gen
grubu ile ilgili VvmybA1l geninin VvmybAla
ve VvmybAlb/c allelleri her iki genotipte
taranmig, elde edilen sonuglara gore, bu 2
allelin 2 6rnekte de bulundugu gézlemlenmis
bu nedenle gorillen mutasyonun Myb gen
grubu kaynakli olmadig tespit edilmistir.

Tiim bu gozlem ve analizlerin diginda, ayni
omca 1lzerinde farkli tane rengine sahip
salkimlar oldugu gibi bunun yaninda tek
salkim icerisinde farkli renkli tanelerin, hatta
bir tanede ise tanenin bir bolimuniin farkli,
diger boliimiiniin  farkli renkte oldugu
durumlar da goézlenmistir. Bu durum sadece
2016 yilinda goézlenmis olup 2017 yilinda
goriilmemistir. S6z konusu durumun kalic1 bir
mutasyon yerine kimerik bir yapiya isaret

ettigi  disiiniilmekte olup konu burada
detaylandirilmamustir.
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