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Asmada Molekiiler Tanimlama Teknikleri
Burcak iSCI Ahmet ALTINDISLI?
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Oz: Bu derlemede, asmada biyoteknolojik yontemler ve bazi 6nemli teknikler
Gzetlenmistir. Biyoteknolojinin bagcilikta uygulanmaya baslamasiyla cevre
kosullarmdan tamamen bagimsiz, dogrudan genetik materyalin okunmas1 ile dogru
adlandirmalar  yapilabilmektedir. Materyalin isminin dogru olmas1 bilimsel
caliymalarda ®nemli oldufu gibi, ticarette ve patent almada Snemli avantajlar
getirmektedir. Biyoteknolojinin yaratti1 olanaklarm asma islahinda kullamlmaya
baslanmasi ile birlikte giiniimiizde 1slah kavrami énemli bir degisim siireci igindedir.
Ozellikle, biyotik ve abiyotik stres kosullarma dayaniklilik islahinm genetik
mekanizmalart izerinde 6nemli ¢aligmalar yapilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyoteknoloji, molekiiller markérler, asma islahi.

Moleculer Identification Techniques m Vitis vinifera

Abstract: Methods and some important techniques of biotechnology in Fitis were
summarized in this review. Since the start of biotechnology in viticulture, true
identification, which is independent from environmental conditions, could be possible
through the direct study of genetic material . Correct identification of grape varieties
is important in scientific studies and it has also great advantage in commerce and
patent purposes. The breeding concept in viticulture has been undergoing important
changes along with the use of biotechnology. Especially, there are significant studies
on the mechanisms of resistance to biotic and abiotic stress conditions.

Key words: Biotechnology, moleculer markers, grape breeding

Giris

Asma, kiiltiirti yapilan ilk meyve tiirlerinden birisidir. Cok
zengin genetik gesitlilige sahip bu tiirde diinyada yetistiriciligi yapilan
30,000 kadar c¢esit ismi bilinmekle birlikte yalmizea 15,000 civarinda
genotipin varlifindan séz edilmektedir. (Alleweldt, 1988). Kultiirii
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yapilan bitki tiirleri iginde asmalarda, “cesit” adi altinda ciddi bir
karmaga yasanmaktadir.

Stirekli degisen tiiketici istekleri, farkli yetistirme teknikleri,
ekolojilere uygun yeni gesit ve anaglara gereksinim, biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine karst dayanikli, verim ve kalitesi yliksek ¢esit ve
anaclara olan talep, islahgilar, istenilen oOzelliklere sahip yeni
genotipleri elde etmeye, ya da var olan cesitlere bazi Ozellikler
kazandirmaya yoneltmektedir. Genetik kaynaklara sahip olma ve bu
materyalin ismine dogrulugunun bilinmesi, 1slah g¢aligmalarinda ve
ozellikle son yillarda iilkeler aras: ticarette biiyiik prestij saglamaktadir.
Bu baglamda bir iilkenin kendi yerel gesitlerinin uluslararasi diizeyde
korunabilmesi amaciyla patentlenmesi biyik &nem kazanmaktadir.
Ulkemizin sahip oldufu bitki gen kaynaklari, g¢evresel ve diger
baskilarla genetik erozyona ugramakta ve yok olma tehlikesi ile kargt
karsiya kalmaktadir. Bu kaynaklarin kaybolmadan giinlimiizdeki ve
gelecekteki aragtirmalarda kullammina hazir bir sekilde saklanmasi
gerekmektedir. Bu sebeple, giiniimiizde, bitki 1slahi, gen kaynaklarin
korunmas:i ve patentleme konularinda molekiiller yontemlerinin
devreye girmesiyle birlikte, bu konular biyoteknolojik boyut
kazanmustir.

Asma tir ve ¢esitlerinin tamimlanmasi, boylece gen
potansiyelinin belirlemesi, korunmas: ve degerlendirilmesine yonelik
olarak asmamin botanik ozelliklerinin incelenme esasina dayanan
sistematik c¢alismalarin en basinda ampelografik calismalar yer
almaktadir. Ampelografi terimi ilk olarak 1661 ‘de F.L.Sachs
tarafindan “Ampelographia” adli eserinde kullanilmagtir (Kara, 1990).
Kigisel degerlendirmelerin goreceli olmasi, gevre kosullari, hastalik ve
zararlilar veya kiilttirel uygulamalanin etkisiyle asmanin yalmizea dig
gbriiniimiinde veya Olclilebilir karakterlerinde meydana gelen
degisiklikler sebebiyle c¢ogu kez c¢esitlerin aynminda zorluklar
yasanmaktadir. Bu karmagay: ortadan kaldirmak ve genetik olarak
cesitler arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla, ¢icektozu dzelliklerinin
mikroskobik olarak incelenmesi (Ahmedullah, 1986), cicektozu
duvarmmn protein kompozisyonunun analizi (Bertnatzky, et al., 1989,
Tadesco, et al.,, 1989) ve izoenzim analizleri (Schwennesen, et al.,
1982; Marasali, 1995) gibi farklt yontemler kullanmilmaktadir. Asma
bitkisinde tiirler arasinda sitogenetik ve morfolojik Gzellikleri
geleneksel yontemlerle tanimlamak kolay olmakla birlikte, ozellikle tiir
i¢i tamimlamalarda bu yontemlerde yetersiz kalmaktadir, Tiim bu
yontemlerde sicaklik, stres kosullari, hastaliklar gibi dis kosullardan
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etkilenmektedir, bu nedenle asma gen kaynaklarmin belirlenmesi ve
ismine dogrulugunun aragtirilmasmda klasik ve modern anlamdaki
ampelografik caligmalar yetersiz kalabilmektedir.

Asmanm tanimlanmasinda kullamlan geleneksel yontemlerde
karsilagilan tim bu olumsuzluklar: gideren, kisisel yorumlardan ve
cevre kosullarindan etkilenmeyen, igsel kokenli karakterlerin
incelenmesi yoluna gidilerek, DNA’mn analizini esas alan molekiiller
tanimlama teknikleri, tekrarlanabilir olma &zellikleri nedeniyle son
yillarda tammlamalarda yogun bir sekilde kullamlmaya baglanmigtir.

“DNA parmak izi (DNA fingerprint)”ad: altinda toplanan RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ve SSR (Simple Sequence Repeat
Polymorphism) teknikleriyle cesitlerin ve aym gesit icerisindeki eko
tipler, mutant tipler gibi alt gruplarin tanimlanmalar1 {izerinde yoZun
olarak calisilmaktadir (Bowers, 1990; Meredith, ve ark., 1994). CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) , ISSR (Basit Dizi Arasi
Tekrarlar) asmalarda haritalama c¢alismalarinda kullamlmaktadir. Son
yillarda ise “DNA Microarray” adi verilen teknoloji ile, aym anda
binlerce genin birbirleriyle olan iligkisini &grenebilme imkani
saglanarak mutasyon ve polimorfizm tespiti gibi pek ¢ok konuda genig
aragtirmalar yapilmaktadir (Yurter, 2002).

Asmada molekiiller Tamimlamada Kullanilan Markér Sistemler

Asmada c¢esit tammlamasi  ve genetik  benzerliklerin
belirlenmesi  amaciyla vyapilan ¢alismalarda 6ncelikli  olarak
1zoenzimlerin  kullamldifim1 gormekteyiz. Asma yapraklarindaki
peroksidaz izoenzimlerinin cesitlere gore farklilik gésterdigi Schaefer
ve Wolfe tarafindan belirlenmigtir, Blaich’in floem dokusundaki
peroksidaz bantlarindan da ¢esit teshisinde yararlamldid: ifade
etmektedir (Uzun, 1996). Hizli ve pahali olmayan bu teknigin
kullammi, siurli diizeyde polimorfik bant eldesi, genetik ¢alismalar
icin oldukca az sayida lokus ve allellerin varliga, her bir izoenzim
mark6rii  igin  ayrn  bir boyama isleminin zorunlulugu gibi
dezavantajlardan dolay: bu molekiller markériin kullammi oldukca
strl: kalmistir (Cargnello et al. 1998).

Giintimiizde tamimlamalarda izoenzim markdrlerden daha
bagarili sonug veren yeni markér sistemler uygulanmaya baslamustir.
Tim bu yeni teknikler icin gerekli olan DNA, asmanm siirgiin ucu,
geng yapraklar ve bir yagh dallarindan izole edilebilmektedir. Tane ve
sira Orneklerinde bile DNA ekstraksiyon teknikleri gelistirilmis ve
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sarap endiistrisinde karsilagilan sorunlarin  ¢dziimiine ydnelik
calismalarda  kullammlari  yogunluk kazanmigtir. Bu durum,
calismalarin asmanimn tiim vejetasyon ddnemi gergeklestirilebilmesine
olanak saglamaktadir.

RFLP (Restricted Fragment Length Polymorphism) markdrler
olarak adlandirilan; kesilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi tekniginde
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilen genom DNA pargalarimn
(fragmentlerinin) agaroz jel elektroforezi ile aynlarak, “southern blot”
teknigi ile uygun membrana aktarilmasi ve radyoaktif bir prob ile
hibridizasyonun yapilarak bitki tiir ve ¢esidine ozgli restriksiyon
parcalarinin belirlenmesi, yontemin baslica asamalarini
olusturmaktadir. Kalitimda kodominant olan RFLP, asmalarda tiirler,
Vitis vinifera L. tiiriine ait gesit ve anaglarin genetik benzerliklerinin
ortaya gikarilmasinda basan ile kullamlir. Ozellikle anaglar arasindaki
calismalarda izoenzim analizlerine oranla daha hizh ve daha dogru
sonuglar alinmaktadir (Guerra and Meredith 1995). Hibrit analizi
baglanti gruplarinin  olusturulmasi ve genom haritalamasi gibi
konularda kullanilmasina ragmen c¢ok pahali ve yofun isgiicii
gerektiren bir teknik olmasi ve ¢ogunlukla cDNA problari olmasi
nedeniyle genomda kodlama bolgelerinin sl kalmasi  ve
radyoaktivite kullanma zorunlulugu sebepleriyle yontemin kullamm
alani siurhidar.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markérler
biitiin PCR temel markérlerin en basitidir. 300 ile 2000 baz ¢ifti (bp)
uzunlugu arasindaki rastgele genom parcalari, rastgele dizinin tek
oligoniikleotid primeri kullanilarak ~ uygulanir. Teknigin
uygulanmasindaki esas prensibi; uygun bir optimizasyon kosulu tespit
edip bu kosullarda calisan uygun primerieri se¢mektir. Sonug
degerlendirmelerinde ise g¢ogaltimi iyl gerceklesmis bantlar
degerlendirilmektedir. Bu asamada, kuvvetli bantlar secilir, zayif
bantlar degerlendirme dig1 birakilir. RAPD markérlerin pratik sonucu
olan cogaltim dUrlinlerinin (bantlarimin) ve bunlarm farkli kaynakl
DNA’lardaki polimorfizm oranlarmm ortaya g¢ikisi bir ¢ok faktore
baghdir; bu faktorler kisaca, primer baglanma bélgelerinin molekiiller
yvapisi, uygun PCR dongilerin olusturulmasi, amplifikasyon
kosullarinin diizenlenmesi, primer dizilerinin belirlenmesi olarak
siralanabilir. Kalitimda dominant karakterde olmakla birlikte yiiksek
diizeyde polimorfik bant elde edilebilmesi, RFLP* ye gore daha ucuz,
hizli bir teknik olmasi , radyoaktivite gerektirmemesi, ¢ok az bir
miktarda DNA ile gerceklestirilebilmesi gibi &zelliklerinden dolay:

192



Ozellikle gen haritalarinin cikarilmasinda ¢ok yaygin bir sekilde
kullanilir (Grattapaglia et al., 1992; Paran, and Michelmore, 1993;
Hemmat, et al.,, 1994; Malyshev and Kartel, 1997). Grando ve
arkadaslar1 1995 yilinda bazi Vitis vinifera gesitleri ve Vitis vinifera
ssp. Silvestris arasinda 44 RAPD primeri kullanarak yaptifi ¢alisma
sonucunda inceledigi bant profillerinden vitis vinifera cesitlerinde bazi
karakterlerin  ayrimi:  konusunda  yontemin etkin  oldugunu
belirtmektedir.

RAPD bir lokustaki sadece 1 allelin varlifini tespit etmesi
sebebiyle dominant markor olarak tanimlanir ve heterozigot lokusun
tespitinde kullanilmaz. Bilgiyi elde etmedeki hizh adimi, diger
calismalarda oldugu kadar tiirler arasi melezleme, gen aktarma,
klonlarin siniflandirilmasi, cinsiyet belirlenmesi ve genetik cesitlilik
Olgiilerine baglanmas1 ¢aligmalarinda kullanilir. Teknikteki sakincalar
RAPD markérlerin, uzaktan akraba bireyler arasinda genetik
uzakliklar: eksik degerlendirmesi ve farkli laboratuar kogullarinda aym
sonuglarin tekrarlanir sekilde elde edilmemesidir. Wolfe ve ark., 1998,
aym 6mekler ve aym primerlerle ti¢ farkl: laboratuarda farkli sonuglar
alindigimi bu farklihigin laboratuarlar arasi amplifikasyon kosullarindan
kaynaklandigim belirtmektedirler.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism); kesimleme
enzimleri ile kesilmis DNA parcalarmin selektif amplifikasyonuna
dayanmaktadir. Genomik DNA, birisi alt1, digeri dort taban tamyan iki
kesim enzimi tarafindan kesilir. Kesilen pargalarin uglarma niikleotid
dizilisi sentetik olan DNA’nmmn niikleotid dizilisini de tasiyan baslatica
DNA’lar kullamlir. Cogaltmanin ilk agamasinda, her iki ugtan DNA
kesim enzimlerinin tandig: diziden sonraki ilk niikleotide gore secici
¢ofaltimin yapildifn 6n tretim yapilir. Biitiin baslaticilar sentetik
uglarn niikleotid dizilisini de tagidign i¢in tretim oldukga spesifik

sartlarda yapilmus olur (Zabeau, 1993). Genellikle primerler P2, p*

radyoaktifleriyle isaretlenir, tekrar edilebilirligi ve polimorfizm oram
yiiksektir. Primer baglanmalar1 RAPD tekniginde oldugu gibi tesadiifi
olmayip; RAPD ve RFLP tekniklerinin kombinasyonu olan bir
uygulamadir. Uretilen pargaciklar bir baz uzunlugu degisikligini bile
ayirt etme Ozellifinde olan poliakrilamid jel tizerinde hareket ettirilerek
genotipler arasindaki ayrm  gosteren pargaciklar tespit edilir
(Andersen, 2000).

Ergiil ve arkadaglarinin 2001 yihnda Kalecik karasi iiziim
cesidinin 19 klonunda olas1 farklilik ve benzerlikleri aragtirmiglardir.
AFLP teknigiyle yaptiklann calismada, klonlar arasi tamimlama ve
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ayrimi iki farkli enzim sistemine ait 6 primer kombinasyonu kullanarak
uygulanus ve 3 selektif primerde klonal polimorfizme ulagtiklarmi
kaydetmislerdir. Bu teknik, asma tiir, ana¢ ve gesitlerine ait genetik
iligkilerin ortaya ¢ikarilmasi, ebeveyn tayini, ekotip ve klonal
polimorfizmin belirlenmesi ve genetik haritalama ¢alismalarinda
kullamlmaktadir. Heterozigot ve homozigot genotiplerin birbirinden
ayrilmasi bantlarin yogunluguna bagl: olarak yapilabilmektedir.

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), kesilmis
gogaltilmis polimorfik diziler olup PCR iriinlerinin kesimlemesi ile
olusturulmus DNA parcalarimn uzunlugundaki degisimlerle saptanan
genetik varyasyondur. CAPS markérler, kodominant markérler olup,
asmalarda haritalama calismalarinda kullanilmaktadir. Vitis vinifera L.
tiiriine ait cegitler ile anaglarin genetik benzerlik ve genom haritalamasi
gibi konularda kullanilmaktadir.

ISSR (Basit dizi aras: tekrarlar) PCR sirasinda mikrosatellitlere
baglanan primerlerin, iki primer arasindaki DNA parcasimn amplifike
edildigi bir tekniktir. Polimorfizm sabit niikleotiddeki degisiklikler
nedeniyle gogunlukla dominant tiptedir. Okaryotik organizmalarda
bulunan yaygin SSR (Simple Sequence Repeats) markorlerden
gelistirilmistir. RAPD tekniZinin bir ¢esidi olmasi nedeniyle sorunlar
ve avantajlar1 ayni olmaktadir (Robinson and Harris,1999).

SSR (Simple Sequence Repeats) veya mikrosatellitlere
okaryotik genomlar boyunca dagilmis bulunan ve ardigik olarak
tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan olusmaktadir. Bu
gruplar (AT)n, (GT)n, (ATT)n veya (GACA)n seklinde gosterilmekte
ve “mn” ardistk tekrar sayisimi  belirtmektedir. Mikrosatellitleri
cevreleyen DNA dizileri genellikle aymi tiirlin bireyleri arasinda
korunmus olduklarindan, farkli genotipler de g¢akisan SSR’larin PCR
primerleri ile g¢ogaltilarak se¢imine izin vermektedir. Ardisik SSR
tekrarlarin sayisindaki farkliik PCR sonucu farkli uzunlukta parca
¢ogaltilmasiyla sonuglanir. Bu tekrarlar g¢ok yakin tiir ve gesitler
arasinda dahi tekrarlanan lnitelerin sayisinda degisiklige yol acan
mutasyonlar nedeniyle olduk¢a polimorfiktir (Gupta, et al, 1991).
SSR’lar1 ¢evreleyen korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilarak
PCR metodu vasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir.
Carreno ve arkadaslari 2004 yilinda, Ispanya’nin baz1 yerel ve yabani
gesitleri arasinda gerceklestirdigi arastirmasinda  microsatallitler
yardimiyla yiiksek oranda genetik benzerligi tespit ettigini bildirmistir.
Bu markerlere ait agirlikli ¢alisma konulari; anag, cesit, klon ve hibrit
tanimlamalari ve genetik haritalamalar olugturmaktadir
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Microarray; Cok yeni ve imit verici teknolojisiyle, ilgili
hiicreden veya dokudan RNA izolasyonu ile genlerin fonksiyonlarina
iliskin 6nemli bilgiler saglar. DNA Microarray yonteminin galisma
prensibi baz eslesmesi veya hibridizasyondur. Ilgili hiicreden veya
dokudan RNA izolasyonu, komplementer niikleotidler kullanilarak
hedef iiretimi, isaretlenen hedefin cam/ naylona (array) fikse edilen
prob ile hibridizasyon asamalarindan olusmaktadir. Ekspresyon
farklihklann kontrolle karsilagtirilarak bilgisayar yardimiyla analiz
edilmektedir (Yurter, 2002 ).

. Lodhi et al. (1995), tarafindan asmada yapilan genetik
haritalama  calismasiyla  gelistirilen cinsiyet ve hastaliklara
dayaniklilikla ilgili seleksiyon markorler yaninda, ¢ekirdeksizlik ve
diger ozelliklere yonelik markérler 1slah calismalan sirasinda arzu
edilen fenotipik 6zellikleri tagtyan bireylerin erken seleksiyonun da ¢ok
biiyiik deger tasimaktadir.

Asma, iiziim verimi bakimindan ekonomik, cesit zenginligi ile
de iilkemizin onemli bir bitkisidir. Anadolu’nun asmamn anavatani
oldugu diisiiniildiigiinde cesit tanimlamalarinda, kisisel yorumlardan ve
cevre kogullarindan etkilenmeyen modern biyoteknoloji yontemler
kullanilarak mevcut bitkisel materyelimizin adina dogrulugu
konusunda c¢alismalara iz vermemiz gerekmektedir.  Yerel
cesitlerimizin  patentlenmesi, bize dinya ticaretinde  prestij
kazandiracaktir. Biyotik ve abiyotik stres kogullarma uyum
saglayabilecek, yiiksek kalite ve verim dzelliklerine sahip yeni tiplerin
elde edilmesine yonelik 1slah  programlarinda biyoteknolojik
yontemlerin kullanilarak yapilacak ¢aligmalarda en kisa zamanda
istenilen sonuca ulasilacaktir. Modern ydntemler kullanilarak
gerceklestirilecek olan.kapsamlt calismalar sayesinde iilkemizin sahip
oldugu gen zenginligi ortaya konulacaktir.
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