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Asma, diinya genelinde neredeyse tiim kitalarda ekonomik olarak yetistirilebilen 6nemli bir bitki tiiriidiir. Giiniimiizde en
genis yayilima sahip asma tiirii olan Vitis vinifera L.’nin 12.000’den fazla ¢esidinin oldugu tahmin edilmektedir. Anadolu
cografyasinda uzun bir gegmise sahip olan bagcilik, farkli ekolojik kosullara adaptasyon saglamig ve gesitli dzelliklere
sahip genis bir asma genetik havuzunun olugmasina olanak tanimistir. Ancak bu genis genetik havuz i¢inde bir¢ok
homonim ve sinonim {iziim cesidinin ve genotipinin yer aldig1 da gozlemlenmektedir. Ozellikle sarap iiretiminde iist
siralarda yer alan tlkelerde, lizim gesitlerinin dogru bir sekilde tanimlanmasi biiyiik 6nem tasirken, Tiirkiye’de yerel
cesitler {izerine yapilan arastirmalar smirli sayidadir. Uziim cesitlerinin tammlanmasinda morfolojik yontemler bazen
yetersiz kaldigindan, 6zellikle homonim ve sinonim ¢esitlerin ayirt edilmesinde molekiiler yontemler kullanilmasi daha
kabul edilebilir sonuglarin elde edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Son yillarda dne ¢gikan Yiksek ¢oziiniirlikli
erime (HRM) analizi, DNA dizilerindeki genetik varyasyonlari tanimlamak i¢in kullanilan giiglii bir tekniktir. Bu nedenle,
HRM yoénteminin {iziim cesitlerinin tanimlanmasinda kullanilmasi, etkili ve ekonomik bir segenek olarak One
cikmaktadir. Bu derlemede, HRM yonteminin iiziim ¢esitlerinin tanimlanmasinda ve bagciligin diger alanlarinda nasil
kullanilabilecegi 6zetlenerek sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek ¢oziintirliikli erime analizi, Vitis vinifera L., SSR, genetik gesitlilik
Identification of Grapevine Varieties by HRM Technique and Different Uses
ABSTRACT

The grapevine is an important plant species that can be economically cultivated on almost all continents worldwide. Vitis
vinifera L., the most widely distributed grapevine species, is estimated to have more than 12.000 varieties. Viticulture,
which has a long history in Anatolia, has adapted to different ecological conditions and allowed the formation of a large
grapevine genetic pool with various characteristics. While accurate identification of grape varieties is of great importance,
especially in countries that rank high in wine production, research on local varieties is limited in Turkey. Since
morphological methods are sometimes inadequate in the identification of grape varieties, it is important to use molecular
methods to obtain more precise results, especially in distinguishing homonymous and synonymous varieties. High
resolution melting (HRM) analysis is a powerful technique used to identify genetic variation in DNA sequences.
Therefore, the use of HRM method for grape variety identification is an effective and economical option. In this review,
we summarize how the HRM method can be used in grape variety identification and other areas of viticulture.

Keywords: High resolution melting analysis, Vitis vinifera L., SSR, genetic diversity

GIRIS

Gegmisi 150 milyon yil Oncesine dayandigi
tahmin edilen asma bitkisi hem meyvesi olan
lizlimlerin hem de iliziimden elde edilen sarabin,
tarihsel olarak Sami halklarin kurdugu uygarliklardan
Roma  imparatorluguna  kadar  tiikketiminin
siirdiiriilmesinin yani sira ¢esitli dini ve kiiltiirel
ritiiellerde de yer almasi nedeniyle pek c¢ok kiiltiiriin

onemli bir pargasi olmustur [1, 2]. Botanik olarak
asmalar Vitaceae (asmagiller) ailesi altinda
siiflandirilmaktadir [3]. Giiniimiizde de diinyada
yogun olarak yetistiriciligi siirdiiriilen asmalarin, en
genis yayilima ve yiiksek ekonomik degere sahip olan
turt Vitis vinifera L. dir [4]. Vitis vinifera L. tiiriine
ait cesitler ve tipler, farkli iklim ve toprak sartlarina
adaptasyon yeteneklerinin yiiksek olmasi nedeniyle
Anadolu’nun da i¢inde bulundugu Transkafkasya gen
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merkezinden gog¢ veya ticaret gibi insan hareketleri
neticesinde biitiin diinyaya yayilmistir [5].

Vitis vinifera L. tiiriine ait diinya genelinde ¢ok
fazla ¢esit bulunmasina ragmen 6zellikle 1950°li
yillarda Avrupa’da baslayan 1slah calismalari
neticesinde Ozellikle saraplik olarak degerlendirilen
bazi iiziim ¢esitlerinin bagcilikta baskin hale gelmesi
genetik cesitliligin erozyonuna sebep olmustur [6].
Tiirkiye, bu tiirlin gen merkezi olan cografyanin bir
boliimiini kapsamasi sayesinde pek cok varyeteye ev
sahipligi yapmaktadir [7]. Ozellikle farkli ekolojik
ozelliklere sahip bolgelerde otokton iiziim ¢esitlerinin
varlig1, Tirkiye’nin biiylik asma genetik ¢esitliliginin
kaniti niteligindedir. Ancak bagcilikla ugrasan
iireticilerin ekonomik olarak diger tarimsal iiriinlere
kiyasla daha diisiik kazang elde etmeleri ve iilkemizin
iiziim ve {izlim iriinlerine ait diinyadaki pazar paymin
her gegcen giin azalmasi yetistiricileri bagciliktan
uzaklastirmaktadir [8, 9, 10]. Bu durum asma gen
kaynaklarimizin etkin kullanilamamasina, mevcut
bag alanlarinin azalmasina, yerel ve az bilinen liziim
cesitlerinin kaybolmasina neden olmaktadir.

Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii tarafindan
1965 yilinda baglatilan “Asma Genetik Kaynaklarinin
Belirlenmesi, Muhafazasi ve Tanimlanmasi” projesi
ile Koleksiyon Bagi olusturulmustur. Bu milli
Koleksiyon Baginda yaklagik olarak 1500’¢ yakin
yerel liziim ¢esidi ve genotipi bunun yam sira
Antepfistig1 Arastirma Enstitiisii Midiirliiglinde Bag
Genetik Kaynaklar1 projesi kapsaminda 117 adet
yerel lziim c¢esidi ve genotipleri muhafaza altina
alinmistir [11]. Gerek bu genotiplerin korunmasi
gerekse diger yerel genotiplerin belirlenip koruma
altima almmasi Tirkiye bagciliginin gelecegi ve
sirduriilebilirligi  acisindan olduk¢a Onemlidir.
Nitekim farkli arastirmacilarin ortaya koyduklari
iklim degisimi senaryolarina gore hali hazirda su
kithigr smirindaki tilkelerden biri olan Tirkiye’nin,
etkisi giderek artan su kitlig1 ve buna bagl su krizi ile
bas basa kalacagi tahmin edilmektedir [12, 13].
Bununla birlikte iklim degisikligine bagli olarak
mevcut iiretim alanlarinda bitki hastalik ve
zararlilarinin - yogunluklarinin ve zararlarinin da
onemli dlgiide degisim gosterecegi diisiiniilmektedir.
Bu nedenler gbéz Oniine alindiginda siirdiiriilebilir
bagcilik agisindan; sicak-kurak kosullara iyi uyum
saglayabilecek ve hastalik ve zararlilara karsi direnci
ylksek {liziim ¢esitlerinin 1slah edilmesi oldukga
onemlidir [14].

Yeni iiziim cesitlerinin 1slahinda kullanilacak
ebeveyn adaylarinin s6z konusu ozelliklere sahip
olup olmadiklarinin belirlenmesi ve birbirlerinden
farklarinin ortaya konmasi i¢in her gegen giin gelisen
molekiiler tamimlama tekniklerinin hem koruma
altina alinmis hem de heniiz korunmaya alinmamis

lizim ¢esitlerinin  tanimlanmasinda kullanilmasi
gerekmektedir. Cesit tanilamada PCR temelli pek ¢ok
yontem gelistirilmistir ve halen gelismeye devam
etmektedir. PCR temelli yontemlerin arasindan son
yillarda HRM analizi 6n plana ¢ikmaya baglamistir.
HRM analizi, DNA erime (ayrisma) egrilerindeki
kiigiik farkliliklar1 tespit eden bir PCR sonrasi
yontemdir. Hedef DNA bolgesini cogaltarak ve
ardindan DNA’y1 denatiire etmek icin numuneyi
kademeli olarak isitarak calisir. DNA eridikge, ¢ift
sarmalli DNA’ya baglanan floresan bir boya sinyalini
kaybederek dizi varyasyonlarinin tespit edilmesini
saglar [15]. Ornekler arasindaki erime sicakliklar1 ve
egri  sekillerindeki  farkliliklar tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP’ler), mutasyonlar, metilasyon
farkliliklart ve diger genetik varyasyonlarin varligini
ortaya ¢ikarabilir [16]. Homozigot varyantlar tipik
olarak erime egrisindeki sicaklik kaymalar ile
tanimlanirken,  heterozigotlar  egri  seklinde
degisiklikler ~gosterir. Benzersiz erime egrisi
profillerinin analizi yoluyla DNA 0&rneklerindeki
genetik varyasyonlari tespit etmek i¢in hassas, esnek
ve gliclii bir tekniktir.

Asma gen kaynaklarinin korunmasinin yani sira
ozelliklerinin belirlenip siniflandirilmasi bu ag¢indan
onemlidir. Ayrica Tiirkiye’de ozellikle geleneksel
bagciligin  siirdirildiigiic. ~ yorelerde  baglarin
cogunlukla  vejetatif  yontemlerle ¢ogaltilmis
materyallerle tesis edilmis olmasi, baz1 ¢esitlerin bir
bolgeden digerine gotiiriilirken ismine dikkat
edilmemesi ve bu lziim ¢esitlerine bolgeye 0zgii
farkli  adlar  konulmasi; ilizim  ¢esitlerinin
tanimlanmasinda karisikliklara yol agmistir. Tiirkiye
asma genetik koleksiyonu olduk¢a fazla sayida
homonim ve sinonim ¢esitler bulunmaktadir [17]. Bu
calismada, Tiirkiye asma genetik kaynaklarinin
tanimlanmasina ve gelecekte yapilmasi planlanan
1slah caligmalarina katki sunacagim diisiindiigiimiiz
HRM yontemi hakkinda bilgiler sunulmustur.

ASMA CESITLERININ TANIMLANMASI

Uziim gesit ve genotiplerin dogru siniflandiriimasi
ve tanimlanmast hem ekonomik agidan hem de islah
programlarinin dogru baslatilmasi bakimindan biiyiik
bir éneme sahiptir. ilk kez 1661 yilinda Sachs
tarafindan kullanilan “Ampelografi”, {iziim bitkisinin
tanimlanmasi1 ve siniflandirilmasiyla ilgilenen bir
bilim dali olarak ortaya ¢cikmistir [18]. Daha sonra
Tiirkiye’de ve diinyada yaygin olarak bagcilik
yapilan diger Tllkelerde de TUziim g¢esitlerinin
tanimlanmasi ve morfolojik, pomolojik 6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik birgok ¢aligma yiiriitiilmiistiir
[19, 20, 21, 22, 23, 24]. Ancak ¢alismalarda
aragtirmacilarin - bulgularmin belirli bir standart
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dahilinde sunulmasi ve farkli aragtirmacilarin
bulgularinin daha kolay karsilastirilabilmesi igin
Ampelografik karakterizasyonda incelenen
Ozelliklerin ve bunlara ait bir tamimlayicinin
olusturulmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle
1983 yilinda CGIAR (Uluslararast Tarimsal
Arastirmalarla Ilgili Danisma Grubu)’in alt kurulu
olan IBPGR (Uluslararas1 Bitki Genetik Kaynaklar1
Kurulu) tarafindan, 1997 yilinda ise IPGRI
(Uluslararas1 Bitki Gen Kaynaklarn Merkezi), OIV
(Uluslararas1 Bagcilik ve Sarapgilik Ofisi) ve UPOV
(Uluslararast Yeni Bitki Cesitlerinin Korunmasi
Birligi) tarafindan desteklenen ¢aligmalar sonucunda
cesitlerin  tammlanmasinda  kullanilan ~ ‘Uziim
Tanimlayicilari” (Descriptors for Grape) eserinde
standartlar olusturulmustur [25, 26]. Bu normlar
baglangigta fenolojik gozlemlere ve morfolojik,
pomolojik 6zelliklerin tanimlanmasina dayali olarak
baglamistir. Nitekim bu tanimlayicinin
olusturulmasindan sonra Tiirkiye’de ve diinyada
birgok ampelografi ¢alismasinda bu  normlar
kullamlmistir [27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35].
Buna karsin son yillarda molekiiler arastirmalarin
gelismesi ve asma bitkisinin morfolojik ve pomolojik
ozelliklerinin ¢evresel faktorlerden etkilendiginin

saptanmasi nedeniyle  temel ampelografik
tamimlayicilarin - yan1  sira  asmalarin  genetik
ozelliklerine  dayali  karakterizasyonlarinin ~ da

yapilmasi gerektigi, genel kabul gormektedir [36, 37,
38, 39, 40]. Gegtigimiz 25 yilda Tirkiye’de
florasinda yer alan ve kiiltiiri yapilan asma tiir ve
gesitlerinin molekiiler markérlerle tanimlanmasina
yonelik calismalara hiz verilmis ve RFLP, AFLP,
RAPD, SSR ve ISSR yontemleri kullanilan
aragtirmalar ~ farkli  arastirmacilar  tarafindan
yuritilmustir [41, 42, 43, 44, 45, 46, 47]. Bunlarin
yani sira son yillarda yapay zeka destekli uygulamalar
sayesinde; dijital tanilama/siniflandirma (DC), dijital
ampelometri (DA), makine 6grenimi (ML), derin
ogrenme (DL), evrigimsel sinir aglar1 (CNN), yapay
sinir aglart (ANN) ve benzeri metotlar kullanilarak
lizim ¢esitlerinin tanimlanmasi, smiflandirilmasi
tizerine ¢alismalar yiiriitilmektedir [48, 49, 50, 51,
52, 53]. Tiirkiye’de yetistirilen {iziim gesitleri lizerine,
s0z konusu metotlardan bazilar1 kullanilarak yapilmis
arastirmalar olmasina karsin bu calismalar oldukca
sinirhidir [54, 55, 56]. Bu nedenle yerli iiziim
gesitlerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmasina
yonelik yapay zeka destekli tanilama teknolojilerinin
gelistirilmesi  ve kullanilmast amaciyla yeni
caligmalarin kurgulanmasi ve yiiriitiilmesi, {ilkemizin
bu alandaki yeni gelismelere hakim olmasi agisindan
Onem arz etmektedir.
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GENETIK VE MOLEKULER GELiSMELER

Genetik tanimlamada kullanilan  yOntemler
hibridizasyona dayali ve PCR tabanli olarak iki ana

gruba ayrilmaktadir. Etkinlik ve gilivenirlik
bakimmdan PCR tabanli  yontemler tercih
edilmektedir. Bu yontemler arasinda, RAPD

(Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), SSR
(Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter-simple
sequence repeats), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) ve SNP (Single nucleotide
polymorphism) gibi markor sistemleri
bulunmaktadir. SSR son yirmi yildir hipervaryabilite,
kodominans ve c¢oklu degiskenlik o6zelliklerinden
dolay1 oldukga popiiler genetik belirtecler olmustur
[57]. Hatta OIV g¢alismalarda kullanmak {iizere
cekirdek set olarak yiiksek polimorfik 6zellige sahip
VVS2, VVWMD5, VWMD7, VVMD27, VrZAG62,
VIZAG79 SSR  markorleri  paylagsmis  gen
bankalarinin karsilastirilabilmesi i¢in ortak bolge
olarak tercih etmistir [58]. Liste daha sonra
VVMD25, VVMD28, VVMD32 SSR markoérleri
eklenerek giincellemistir [59].

HRM TEKNIGIi VE CESIiT TANILAMASI

HRM, hedeflenen DNA bdlgelerinin PCR
amplifikasyonundan sonra, DNA parcalar1 arasindaki
baglarmm sicaklik ile kinetik enerjisi artirilarak
hidrojen baglarinin parcalanmasi temeli esasina
dayanir. Genetik materyalin termal denatiirasyonuna
(erimesine) A/T ve G/C arasindaki hidrojen
baglarmin koparken floresan 6zellikli boyanin 1iginimi
hassas cihazlar yardimiyla toplanarak bir erime egrisi
vermektedir. Bu sayede dizinde bulunan tek baz
degisiminin bile saptanmasina olanak saglamaktadir
[60]. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve INDEL
(genoma bazlarin eklenmesi veya silinmesi) ile
olusan mutasyonlarin tespiti ile ayn1 SSR primeri
kullanilarak daha fazla bilginin {iretilmesi saglanir.
Analizin siiresi ve maliyeti PCR ile benzer olsa da
ikinci bir basamak olan jel elektroforezine gerek
duyulmamaktadir. Ayrica kapiler elektroforez gibi

pahali  degildir [15]. Tek tipte olmasi
kontaminasyonu onledigi gibi Etidyum bromdiir gibi
kimyasallara maruz kalinmamaktadir. =~ Ancak

calisilan Ornegin PCR cihazimmin kapasitesi kadar
olmasi, listiinde oldugunda siirekli negatif ve pozitif
kontrollerin tekrar konulmasina ihtiyag vardir. Bunun
yani sira, primerin spesifik olmasi ve gogaltilan DNA
bolgelerinin  uzunlugunun benzer olmasi farkli
sonuglar dogurabilir. Bu nedenle sekans analizine
ihtiyag duyulabilmektedir [61].
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ASMA’DA HRM YONTEMI iLE iLGILI
CALISMALAR

Scopus veri tabanindan “Grapevine” ve “HRM”
kelimeleri kullanilarak yapilan aramada (20.09.2023
tarthi itibari ile) toplam 21 adet dokiimana
rastlanilmigtir. Sekil.1’de bu dokiimanlarda en ¢ok
kullanilan anahtar kelimeler ile olusturulan “kelime
bulutu” goriildiigii tizere, HRM yontemi bagcilikta en
fazla tanilama ¢aligmalarinda kullanilmigtir. Ayrica
farkli amaglar ile caligmalar yapildigi gériinmektedir.

Asma bitkisinde HRM yonteminin
kullanilabilirligi {izerine yapilan bir calismada
Amerikan anaglar1 ve saraplik ¢esitler referans olarak
kullanilmustir. Calismada 5C, SO4, 125AA, 161-49C,
3309C ve 420 Amerikan asma anaglar1 ve Ornekler
ZAG62 SSR markéri ile net bir sekilde ayrilmistir.
Birbiriyle yakin akraba olan asma anaglari OIV
tarafindan kullanilan SSR markérleri ile kolayca
ayristirilabilmistir.  Yine ayni caligmada saraplik
cesitler, alinan oOrnekler ile HRM yontemiyle
birbirlerinden ayrismig ve ¢alisma sonucunda HRM
yonteminin asmalarin tanilanmasinda
kullanilabilecek  etkili  bir yontem  oldugu
kamtlanmigtir  [62]. Portekiz’de bulunan eski
baglardaki yerel iiziim popiilasyonunun tanimlanmast
ile ilgili yapilan c¢alismada antosiyanin sentezi ile
iligkili UFGT gen bolgesinde 58 farklit SNP sayesinde
22 yerel asma varyetesinin 18’i siniflandirilabilmistir
[63]. Gomes ve meslektaglar, 2018 yilinda yapmis
olduklart HRM yéntemi ile LDOX gen bdlgelerinin
kiyaslanmasinda 20 c¢esidi 4 ana gruba ayirirken,
polimorfizmi daha yiiksek olan F3H geni ile bu 20
tiziim ¢esidini 7 gruba ayirmistir [16].

Genetik tanimlamanin yan1 sira HRM ydéntemi;
lizim  {irinlerinden elde edilmis gidalarin
kontroliinde, ¢esitli hastaliklarin teshisinde/tanisinda
ve 1slah programlarinda etkin bir sekilde
kullanilabilir. Sarapta apelasyon énemli bir unsurdur.
Asma yaprak, sira ve sarap i¢in 6zel gelistirilen Vv1,
Vv2 ve VVv3 primerleri olusturulmustur. HRM
testinde Vv1 geninde yaprak ve sirada basaril
sonuclar alinirken Vv2 geninde tiim orneklerin
testinde basarili sonug sergilemis ve ayrimin dogru
bir sekilde yapilmasina olanak saglamigtir. Ayrica
VVv3 geninde yaprak ve sarap ayrilmasina olanak
saglamistir [65]. Bunlarin yani sira HRM ydntemi,
asma viriislerinin saptanmasinda ve hatta ayni virlis
ailesinin farkli varyantlarinin belirlenmesinde de
kullanilabilmektedir [65, 66]. Islah ¢alismalarinda ise
bu yoOntem, homozigot- heterezigot teshisinde
kullanilabilir  [67]. Ornegin, VVIAGL11 geni
tizerinde Arg-197-Leu mutasyonu [G/T] homozigot
cekirdeksizlik ve heterozigot ¢ekirdeksizligin ve
ayrica c¢ekirdekli c¢esitlerin  HRM  yoOntemi ile

ayrilmasina olanak saglamaktadir [68]. Ayrica iiziim
¢esitlerinde tanenin muscat aromasina sahip olmasi
onemli bir 6zelliktir. VVIDXS geni iizerindeki SNPs
(SNP 1784T>C, SNP 1822G>T, SNP 1917A>G ve
SNP 1922C>T) olusan mutasyon muskat aromasin
etkilemektedir. Bu  SNP’lerden  yararlanarak
genotiplerin muscat aromasina sahip olup olmadigi
HRM yontemi ile erkenden belirlemek miimkiindiir
[69].
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Sekil 1. Scopus veri tabaninda “Grapevine” ve
“HRM” anahtar kelimeleri kullanilarak
calismalardaki en fazla kullanilan anahtar
kelimeler ile yapilan “kelime bulutu” gorseli

SONUC

Bu analiz, genetik degisiklikleri veya varyantlari
hizl1 ve hassas bir sekilde tespit etmek icin kullanilir.
Asma gesitlerinin tanimlamasi, genetik varyantlarin
ayirt edilmesi ve molekiiler diizeyde farkliliklarin
anlagilmast  i¢in  gilicli  bir arag  olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica HRM ydnteminin ¢oklu
amaglar ile bagcilikta kullanilabilmesi biiylik avantaj
saglamaktadir.

HRM yonteminin Tiirkiye asma gen kaynaklariin
tespiti ve korunmasi calismalarinda, bag bolgele-
rinde goriilen hastaliklarin genetik
karakterizasyonlarinin yapilmasinda, son yillarda
sayilar1 artan iiziim ¢esidi ve asma anaci islah
caligmalarinda adaylarin se¢im stirecinin
hizlandirilmasinda  kullaniminin  uygun olacagi
kanaatine varilmistir.
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