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OZET

INCIR GENOTIPLERININ KARAKTERIZASYONU ILE
CINSIYET VE BAZI MEYVE OZELLIKLERI ICIN
ILISKILENDIRME HARITALAMASI YONTEMI iLE
MOLEKULER iSARETLEYiICILERIN BELIRLENMESI

IKTEN, Hatice

Doktora Tezi, Bahce Bitkileri Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Uygun AKSOY
Kasim 2007, 98 sayfa

Gen kaynaklarmin tanimlanarak smiflandirilmasi ve Onemli
fenotipik 6zellikler i¢cin molekiiler isaretleyicilerin gelistirilmesi, 1slah
calismalarinin hizlandirilmasi agisindan 6nemlidir. RAPD, SSR, ISSR ve
SRAP primerleri kullanilarak yiiriitiilen ¢alismada toplam 192 genotip
arasindaki filogenetik iligkiler ortaya konulmustur. Ayrica, iligkilendirme
haritalamas1 yontemi kullanilarak bazi 6nemli meyve karakterleri igin
isaretleyiciler gelistirilmistir. Sonug olarak, bes isaretleyicinin erkek/disi
fenotipini %77, ¢ isaretleyicinin partenokarpi (yellop olusturma)
ozelligini %25, bes isaretleyicinin kabuk renginin %39, {i¢ isaretleyicinin
meyve capinin %41, iki isaretleyicinin meyve boyunu %21, bes
isaretleyicinin meyve agirliginin % 46 oraninda agikladigi tesbit

edilmistir.

Anahtar sozciikler: Incir, molekiiler isaretleyiciler, iliskilendirme

haritalamasi, filogenetik iliskiler
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF FIG GENOTYPES AND
DEVELOPMENT OF MOLECULAR MARKERS FOR
SEX DETERMINATION AND SOME IMPORTANT FRUIT

FEATURES USING ASSOCIATION MAPPING

IKTEN, Hatice

Ph D, Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Uygun AKSOY
November 2007, 98 pages

Description and classification of the genetic resources and
determination of molecular markers for important phenotypic features
facilitate breeding programs to progress in a considerable pace. In this
study, phylogenetic relationships among 192 fig genotypes was studied
by using RAPD, ISSR, SSR and SRAP primers. Furthermore, some fruit
characters were subjected to association mapping to reveal molecular
markers involved. Five molecular markers explained 77% divergence
between male and female character whereas another three markers were
useful to describe 25% of variation for partenocarpy (breba fruit
formation). Five markers were useful to describe 39% of variation for
fruit skin color, whereas only two markers explained 21% of variation in
fruit length. Furthermore, five markers were involved in describing 46%

of variation in fruit weight.

Keywords: Ficus, molecular markers, association mapping,

phylogenetic
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TESEKKUR

Projenin her asamasinda bulundugu onemli katkilarla ¢aligmami
yonlendiren, bilgi ve tecriibelerini paylagsmaya hazir ve pozitif yaklagimi
ile ¢alisma verimimi ve motivasyonumu arttiran, en zor durumlarda bile
bir alternatif bularak ¢alismanin aksamadan ilerlemesini saglayan tez
danismanim Prof. Dr. Uygun AKSOY’a her sey i¢in tesekkiir ederim.
Projenin her asamasindaki katkilari, istatistik analizlerdeki yardimlar1 ve
biiylik bir sabirla bana 6grettigi yeni teknik, metod ve analizler i¢in ikinci
tez damigmanim Dr. Nedim MUTLU’ya, istatistik analizlerdeki
yardimlar1 igin Yard. Dog¢. Dr. Osman GULSEN’e, fenotipik
gozlemlerdeki yardimlari i¢in Hilmi KOCATAS’a, dizin tablolari
olustururken bulundugu katkilardan dolayr Dr. Mehmet KECECI’ye
tesekkiir ederim. Laboratuar alani kullaniminda bana verdikleri
oncelikten dolay1 laboratuar arkadaslarima, doktora egitimi konusundaki
tesvikleri i¢in esim Cengiz IKTEN’e ve c¢ocuklarim Ahmet Turhan,
Muzaffer Safa ve Sila Rana’ya tesekkiir ederim. Finansal destegi icin
TUBITAK ’a, laboratuar imkanlar1 icin Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’ne, calisma materyali saglayan Erbeyli Incir Arastirma
Enstitiisiine, egitimim siiresince ders aldigim ve tez izleme komiteme
katilan Hocalarima ve bana egitim imkan1 veren Ege Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii’'ne tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Genetik bilimi ve arkeolojideki yeni gelismeler bitki ve hayvan
tiirlerinin 10 000- 5000 y1l dncesinde kiiltlire alindiklarina dair bilgileri
desteklemeye devam etmektedirler (Erickson et al., 2005). Son yillara
kadar incirin 6500 yil oOnce kiiltire alindig1 kabul ediliyor ise de,
Urdiin’de bulunan incir meyvelerinin 11 400-11 200 yil ncesine ait
olduklar1 rapor edilmistir. Meyvelerin partenokarp agaglardan
toplandigini ve bu agaglarin tohumla degil sadece ¢elikle iiretilebildikleri
dikkate alinarak bu makalede incirin kiiltiire almisinin tahillardan ve
baklagillerden daha 6nce oldugu ve ilk kiiltiire alinan bitkinin incir

oldugu belirtilmektedir (Kislev et al., 2006).

Diinyanin tropik ve subtropik bdlgelerinde yaklagik 750 Ficus tiirii
mevcuttur. Ficus’lar ya monoik (yaklasik 400 tiir) veya ginodioik
fonksiyonel olarak dioik (yaklasik 350 tiir) yapidadir (Berg, 1989). Erkek
ve disi agaglar genetik olarak birbirinden ¢ok farkli degildir, ¢iinkii erkek
agaclarin biiyiikk ¢cogunlugu erkek X disi melezlemesinden elde edilen
bitkilerdir (Storey 1975; Valdeyron and Lloyd, 1979). Kiiltiirii yapilan
Ficus carica Caprificus (erkek) ve Ficus carica Domestica (disi)
formlarmin incirin 6énemli bir yabani formu olan Ficus carica Erinosyce
alttiiriinden dogdugu tahmin edilmektedir (Ulkiimen vd., 1948). Erkek ve
disi incirler yilda ii¢ defa {irtin verirler. Meyve dogus zamanlarina gore
iriinler erkek incirlerde, ilek (ilkbahar), ebe (yaz) ve boga (sonbahar),
disi incirlerde ise yellop (ilkbahar), iyilop (sonbahar) ve sonlop (kis)
olarak isimlendiriler. incirde ddllenme “ilek sinegi” olarak adlandirilan

Blastophaga psenes L. ile olmaktadir. Disi incirler dollenme



biyolojilerine gore ii¢ gruba ayrilmustir. Ilkbahar iiriinii igin déllenmeye
ihtiya¢ duymadiklar1 halde, yaz {irlinlinii olgunlastirmak i¢in mutlaka
dollenme isteyen San Pedro tipi incirler, her iki {iriinii olgunlastirabilmek
icin dollenmeye ihtiya¢ duyan Smyrna (izmir) tipi incirler ve her iki
tirtinii dollenme olmadan olgunlastirabilen Adi tip (Common) incirlerdir.
Incir meyvesinin vegetatif bir organ oldugu dikkate alinarak ileklemeye
ihtiyag duymadan agacta olgunlagan meyveler kalict
(persistent/partenokarp), olgunlagsmak i¢in mutlak déllenme (ilekleme)
ithtiyac1 duyan meyveler ise dokiiliicli (cauducous/partenokarp olmayan)

olarak adlandirilir (Storey, 1975).

Incir 1slah programlarinda bitkinin cinsiyetinin ve agacin
partenokarp  olup olmadiginin  henliz  ¢imlenme  asamasinda
belirlenememesi programin ¢ok uzun siirmesine ve ayni zamanda
masraflarin artmasina neden olmaktadir (Doyle and Ferguson, 1998). Bu
calismada 1slah calismalarinda 6nemli oldugu bilinen bitki cinsiyetinin
onceden belirlenmesi yaninda bazi meyve kriterleri (meyve kabuk ve i¢
rengi, meyve agirligt ve iriligi), bitkinin partenokarpik meyve (yellop)
olusturma, erkencilik/ gegcilik gibi 6zellikleri i¢in  molekiiler

isaretleyicilerin belirlenmesi hedeflenmistir.



2.ONCEKi CALISMALAR

Incir, iilkemizin dis ticaretinde Onemli yeri olan tarim iiriinleri
arasindadir. FAO (2005) iiretim verilerine gore Tirkiye, 280 bin ton yas
incir Uretimi ile diinyada ilk sirada yer almakta ve tilkemizi Misir (170
bin ton), iran (90 bin ton), Yunanistan (80 bin ton ) takip etmektedir. Son
yillarda sofralik incir ihracatinda 6nemli bir artis saglansa da diinya
ticaretinde kuru incir ihracati agisindan Tiirkiye’nin pay1 (%60-70) ¢ok
yiiksektir (Aksoy vd., 2001). Ozellikle Ege Bolgesi nin iklim kosullarinin
sagladig1 avantaj ve Sarilop c¢esidinin {stiin kalitesi diinya kuru incir
ihracatinda Tirkiye’ye ayricalik saglamaktadir. Giiniimiizde Sarilop
¢esidinin kalitesi tartismasiz kabul edilmekte ve incir {lreticileri ve
sanayisi Sarilop’un biitiin 6zelliklerini tagiyan ancak ileklemeye ihtiyag
duymayan yeni cesitlere ihtiya¢ duymaktadir. Islah ¢alismalarinda genel
olarak hedef altin sar1 kabuk rengi, beyaz meyve eti, amber cekirdek,
keskin fark edilebilir aroma, ir1i meyve, tasinmaya dayanikli kabuk ve
partenokarp ozelliklerini tasiyan cesitler elde etmektir (Storey, 1975).
Ancak diger tarim triinleri ile kiyasladigimiz zaman incirde yapilan 1slah
caligmalarinin sayisi ¢ok sinirlidir.Giiniimiizde diinyada iiretimi yapilan
biitiin incir c¢esitleri ‘Conadria’ hari¢ Asya ve Avrupa’da yapilan
seleksiyon ¢alismalari sonucunda elde edilen genotiplerden olugmaktadir.
Storey (1975)’in bildirdigine gore 1slah yoluyla yeni ¢esitler gelistirmek
amactyla yapilan ilk girisimler Swingle (1908, 1912), Hunt (1911,1912),
Burbank (1914), Rixford (1918, 1926) ve Noble (1922) tarafindan
baslatilmistir. Smith tarafindan 1922 Kalifornia Universitesi’nde bir

incir 1slah projesi baslatilmis ve bu proje 1928’de The Citrus Research



Center and Agricultural Experiment Station’a taginmig ve Ira J. Condit,
Storey ve Warner tarafindan yiiriitiilen bu proje sonucunda ‘Conadria’
cesiti elde edilmistir.1956 yilinda ticari iiretime sunulan bu ¢esit planh
bir 1slah programi dahilinde elde edilen tek incir ¢esidi olmustur (Storey,

1975).

Islah ¢alismalaria hizmet eden iki 6nemli ara¢ genetik kaynaklarin
molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve molekiiler isaretleyicilerdir. Islah
caligmalarinda gen kaynaklarimin zenginligi ve bu kaynaklarin
tanimlanmasi1 elde edilecek yeni c¢esitlere kazandirilacak o6zelliklerin
belirlenmesi acisindan ¢ok oOnemlidir. Islah materyalleri arasindaki
genetik akrabalik bilgileri yeni cesit gelistirme caligmalarinda sonuca

daha kisa siirede ulasmamizi saglar (Mohammadi and Prasanna, 2003).

Genetik ¢esitlilik ve gen havuzlarindaki akrabalik dereceleri bir ¢ok
metot kullanilarak farkli agilardan degerlendirilmektedir. Elde edilen
ciktilar gen kaynaklarinin siniflandirilmasi, gen kaynaklarinin idaresi,
genetik kaynaklarin zarar gérme ve risk degerlendirmelerinin yapilmasi,
iiriin ¢esitlerinin kayit altina alinmasi gibi caligmalara yon verir. Bu
bilgilerin ¢ogu, eskiden beri bitkinin fenotipine, cografik orijinine, sosyal
tarihine, ana ve babasindan tasidigi benzerlige dayanirdi. Bu yontemler
genetik kaynaklarin degerlendirilmesinde hala kullanilan ve ¢ok etkili
yontemler olsa da daha sonra gelistirilen molekiiler yontemler ile daha
hizli, kapsamli ve tekrar edilebilir bilgilere ulasmak miimkiin olmaktadir
(Lee, 1998). Her tiiriin gelisim tarihinin bilinmesi, genetik cesitliligin

seviyesini ve dagiliminin tespitinde dnemli rol oynar (Hamrick, 1992).



Genetik  kaynaklarim  tanimlanmasi, 1slah  materyallerinin
siiflandirilmas1 ve aralarindaki akrabalik derecelerinin belirlenmesi
amactyla degisik meyve tiirlerinde pek ¢ok molekiiler c¢alisma
yapilmistir. Papayada (Carica papaya ) AFLP primerleri kullanilarak
yapilan ¢aligmada Carica papaya tiirleri, 1slah hatlari, genetik kaynaklari
ve akraba tiirler arasindaki genetik iliskiler ortaya konmustur (Kim et al.,
2002). Vegetatif yolla iiretilen ‘Cabernet Sauvignon’ iizlim c¢esidinin
farkli iilkelerde yetistirilen (Fransa, Sili,ispanya, Avustralya, Macaristan,
ABD ve Italya) klonlar1 84 microsatelitte isaretleyici ile analiz edilmis ve
klonlar arasindaki benzerlik ve farkliliklar tespit edilmistir (Moncada
et.al., 2006). Yerfistiginda 21 RAPD ve 29 SSR primeri ile yapilan
calismada ise Arachismanticoa (2n=4x=40) ve A. hypogaea’nin yakin
akraba olduklar1 belirlenmistir (Raina et al., 2001). Uziimde Fransiz x
American hibritlerinin genetik ge¢mislerini aragtirmak amaciyla yapilan
calismada SSR ve RAPD primerleri kullanilmigtir (Pollefeys and
Bousquet , 2003). Cin ve Akdeniz Bolgesi’nden 36 badem (P. communis
Fritsch.) ¢esidi ve Prunus cinsine air 8 farkli tiir SSR primerleri ile analiz
edilmis ve Akdeniz ve Cin bademleri ayr1 ayr1 grup olusturmuslardir (Xu
et al, 2004). Farkli cografyadan secilen (Avrupa, Kuzey Amerika,
Kurzey Afrika, Tiirkiye, Iran ve Cin) gesitler ile kayisida (Prunus
armeniaca 2n=16) genetik farkliliklar, AFLP primerleri kullanilarak
analiz edilmistir (Hagen et al., 2002). Farkli cografik orijinlerden gelen
genotipler arasindaki genetik akrabalik iliskilerini anlamak amaciyla
kayisida yapilan bir bagka calismada SSR primerleri kullanilmis ve
SSR’larin  DNA parmakizi c¢alismalarinda etkili bir ara¢ oldugu
vurgulanmistir (Romeoro et al., 2003). Elmada yapilan genetik farkliligin
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belirlenmesi c¢aligmasinda ise SSR ve AFLP primerleri kullanilmistir

(Coart et al., 2003).

Yenidiinyada yapilan genetik cesitliligin belirlenmesi ¢aligmasinda
ise farkli cografik orijinlerden alinan 40 yenidiinya ¢esidi (Eriobotrya
japonica (Thunb) Lindl) microsatellite primerleri ile taranarak farkli
cografyadan gelen genotiplerin orijinlerine gore gruplara ayrildig: tesbit

edilmistir (Soriano et al., 2005 ).

Incirler arasindaki akrabalik derecelerini belirlemek amaciyla
diinyada bazi galigmalar yapilmustir. italya’da yapilan bir ¢alismada 39
incir genotipi RAPD primerleri ile genetik benzerlikleri agisindan analiz
edilmis ve kurutmalik incirlerin ayr1 bir grup olusturduklart belirtilmistir
(De Masi et al., 2005). Tunus’ta yapilan bir baska calismada incir
genotipleri arasindaki benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi amaciyla 8
tane SSR primeri gelistirilmistir (Khadari et al., 2001) ve daha sonra bu
SSR primerleri ve bunlara ilaveten ISSR primeleri de kullanarak 75 incir
genotipinin benzerlik ve farkliliklar1 analiz edilmisler (Khadari et. al.,
2004). Tunus’ta yapilan calismada genotipler arasindaki benzerlik ve
farkliliklar1 tesbit etmek amaciyla ISSR primerleri kullanilmigtir (Salhi-
Hannachi et al., 2002). 72 incir genotipini analiz etmek i¢in microsatellite
primerleri kullanarak o6zellikle igsel seviyede yiiksek derecede genetik
farklilik elde edilmistir (Saddoud et al., 2007). Tunus’ta yapilan bir baska
calismada ise genetik cesitliligi belirlemek amaciyla RAPD primerleri
kullanilmis ve ayni cografik orijinden gelen 35 incir ¢esidi 44 RAPD
primerleri ile iki gruba ayrilmistir (Salhi-Hannachi., 2006). Farkl

cografik orijinden gelen genotiplerin akrabalik durumlarmi genetik



seviyede belirleyebilmek icin 64 incir genotipi RAPD primerleri ile
taranmistir (Papadopoulou, 2002).

Incir genetik kaynaklari bakimindan iilkemiz oldukca zengindir.
Anadolu incirin anavatani sayilan topraklar i¢inde yer aldig i¢in degisik
bolgelerde ¢ok farkli incir genotipleri mevcuttur (Aksoy, 1998). Bu
genetik zenginligin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in tilkenin degisik
bolgelerinde bircok survey calismalari yapilmistir. 1948 yilinda Ulkiimen
ve arkadaslarmim baslattigi seleksiyon c¢alismalar1 (Ozbek, 1949;
Dokuzoguz, 1964; Eroglu, 1982) devam etmis ve 272 incir genotipi
belirlenerek Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisi'nde bu genotipler
toplanmustir. “Incir Seleksiyonu” projesi kapsaminda ayrica Ege
Bolgesi’nden 86 Sarilop klonu secilerek yine Erbeyli Incir Arastirma
Enstitiisii’'nde Sarilop klon seleksiyon bahgesi kurulmustur. Koleksiyon
degerlendirme c¢aligmalari devam etmektedir (Eroglu, 1982; Aksoy
vd.,1992; Kutlu ve Aksoy, 1997; Nalbant vd., 1998).

Kiiden ve Tanriver’in (1998) Dogu Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu’da yaptiklar1 genetik kaynaklar ve seleksiyon calismasinda
Gilineydogu Anadolu’da 38, Dogu Akdeniz’de ise 32 ticari incir ¢esidi
belirlemiglerdir. Gilineydogu Anadolu ve Akdeniz Bdlgesi’nin sofralik

incir acgisindan en onemli gen merkezi oldugunu belirtmislerdir.

Ozeker ve Isfendiyaroglu (1998) Cesme yoresinde yaptiklari
caligmada Oonemli sofralik ¢esitleri degerlendirmisler ve meyve kalitesi
acisindan analizlerini yapmislardir. Sahin (1998) Bodrum, Fethiye ve
Dalaman’da yaptiklar1 adaptasyon denemesinde Bursa Siyahi, Darpak,
Beyaz Orak, Yesilgiiz, Morgliz, ve Patlican ¢esitlerini sofralik ¢esitler
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olarak yiiksek performansli bulmuslardir. Pomolojik karakterler icin
Giresun yoresinde yapilan ¢alismalarda da bes lokal cesit sofralik olarak
one ¢ikmistir (Bostan vd., 1998). Hilvan, Urfa’da yetistirilen 9 lokal
sofralik incir ¢esidinin meyve 6zellikleri incelenmistir (Koyuncu, 1998).
Ordu’ da 6 lokal sofralik incir ¢esidinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
incelenmistir (Koyuncu vd., 1998). Erbeyli’de yapilan bir ¢alismada ise
220, 250, 501, 535 ve 1013 tipleri yiiksek kaliteli breba {iriinler veren
genotipler olarak belirlenmistir (Sahin ve Balci, 1998).

Selekte edilen tipler morfolojik ve pomolojik 6zellikleri yaninda
molekiiler agidan da incelenmistir. Ancak bu konudaki ¢aligmalar daha
az sayidadir. Cukurova Universitesi incir koleksiyon bahgesinden segilen
30 ¢esit 12 RAPD primeri ile karakterize edilmistir (Aka- Kacgar vd.,
2003). Sarilop klonlar1 ile yapilan ¢aligmada ise isoenzim, RAPD ve
AFLP teknikleri kullanilarak klonlar arasindaki farkliliklar ortaya
konulmaya calisilmis ve en iyi sonu¢ AFLP primerleri ile elde edilmistir

(Cabrita et al., 2001).

Morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar ile genotiplerin tanimlanmasi
ve smiflandirilmasi yaninda Onemli oOzellikler igin isaretleyilerin
belirlenmesi 1slah ¢alismalarinda zaman kazanmak agisindan ¢ok biiyiik
onem tasimaktadir. Molekiiler isaretleyiciler temelde farkli uzunluktaki
DNA fragmentleridir ve birbirine bagl iki lokusun ne kadar yakinlikta
olduklar1  molekiiler isaretleyilerin  kalitimlarimin  gdzlenmesiyle

slciilebilir (Skot, 2003).

Isaretleyici Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection), 1slah

caligmalarinda her sorunun ¢oziimii olmasa da Dbiylk katki



saglamaktadir. 1990’11 yillarin baslarindan beri DNA teknolojisi klasik
islah programlarinda kullanilmaktadir. Domateste birgok dayaniklilik
geni ( cf-2, cf-4,cf-5, cf—9, sw-5) tesbit edilmistir. Bu konuda sebze ve
tahillarda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Domateste meyve agirligi icin
F2 haritalama popiilasyonu kullanilarak QTL fw2.2 domatesin 2.
kromozomunun bir bdlgesinde tespit edilmistir (Alpert and Tanksley,
1996). Kavunda Fusarium oxysporum f. sp. Melonis’e dayaniklilik geni
olan Fom-1’E ve Papaya Ring Spot viriisiine dayaniklilik genine bagh

isaretleyiciler elde edilmistir (Brotman et al., 2005).

Meyve tiirlerinde molekiiler isaretleyiciler gelistirmekle ilgili
calismalar kismen sinirli kalmistir. Cok yillik odunsu bitkilerin genglik
kisirligi ve ¢ok genis bitki habitatlar1 nedeniyle generasyonlar arasi
periyotlarinin uzun olmasi bu bitkilerin klasik genetik ¢aligmalarinda
daha az kullanilmalarina neden olmaktadir. Bunun yaninda meyve
agaclarinin uzun Omiirlii olmalari, vejetatif yontemlerle iiretilebilmeleri,
tiirleraras1 melezlemeler yapilabilmesi ve genomlarinin kiiclik olmasi
(seftali n= 290 Mbp, cilek n=164 Mbp) gibi avantajlar1 vardir.
Meyvelerde yapilan ¢aligmalarda fenotipik karakterin kalitimiyla ilgili
sinirli sayida ¢alisma yapilmistir. Seftalide 31 major gen , bademde 3 gen
aciklanabilmistir (Dirlewanger, 2004). Elmada yapilan bir genetik
haritalama calismasinda yapraklara ve meyve etine (gobegine) kirmizi
rengi veren tek bir lokus oldugu (Rni) tespit edilmistir (Chagné et al.,
2007).

Uziimde yapilan bir c¢alismada gen haritasinin  bir  boliimii
tamamlanmis ve cinsiyet olusumunu kontrol eden ve bir microsatellite

isaretleyicisine yakin tek bir lokus tespit edilmistir. Elde edilen bu
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haritanin QTL haritalamasi i¢in yeterince kapsamli oldugu ve iiziimde
gen klonlamasi c¢aligmalart i¢in bir baslangic oldugu belirtilmektedir

(Dalbo et al., 2000).

Erkek ve disi cigekleri farkli agaclarda olan bitkilerde cinsiyeti
molekiiler isaretleyicilerle Onceden belirleyebilmek amaciyla bazi
caligmalar yapilmistir. Giiney Asya sahil bolgesinde yetisen Pandanus
fascicularis L .bitkisinde erkek ve disi bireyleri ayirt etmek igin ISSR
primerleri kullanilarak yapilan ¢alismada erkeklere 6zel isaretleyici elde
edilmis ve bu isaretleyici disi ve erkek bitkileri ayirt etmek amaciyla
kullanilabilecegi belirtilmistir (Vinod et al., 2007). Papayada (Carica
papaya L.) RAPD primerleri kullanilarak yapilan ¢alismada erkek ve
hermofrodit spesifik isaretleyiciler elde edilmistir (Urasaki et al., 2002).
Papaya (Carica papaya L.) ile yapilan bir bagka ¢alismada bitkinin
cinsiyetini belirleyen gene bagli bir molekiiler isaretleyici gelistirilmistir.
Gelistirilen SCAR T12 isaretleyicisi ile popiilasyondaki hermofrodit
bitkiler % 99.2 oraninda dogrulukla tespit edilmistir (Deputy et al.,
2004). Pistacia (Pistacia vera L.) ile yapilan ¢alismada bitkiler heniiz
fidan asamasinda iken cinsiyetini ayirabilmek ic¢in disilere 6zel bir

isaretleyici gelistirilmistir (Yakubov et al., 2005).

Incirde de cinsiyet tespitini ©nceden yapabilmek 1slah
calismalarinda hem zaman hem de maliyet acisindan 6nemli bir kazang
saglar. Doyle ve Ferguson (1991) incir 1slah programu ile elde ettikleri
fidanlarin cinsiyet tayinini heniiz ilk yillarda yapamadiklari i¢in yillarca
fidanlikta bakim islemlerini yapmislar ve 6-7 yil sonra elde ettikleri
fidanlarin yaklasik %50’sini erkek olduklar1 i¢in elimine etmislerdir

(Doyle and Ferguson, 1998).
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Incirde erkek ve disi bitkilerin erken yasta ayirt edilebilmesi igin
baz1 morfolojik c¢aligmalar yapilmistir. Stoma sayilarina gore erkek ve
disi bireyleri ayirt etmek icin yapilan bir calismada sonuglarin yillara
gore farklilik gosterdigi belirtilmistir (Misirhh vd., 1998a). Fenolik
bilesikler acisindan yapilan c¢alismada ise erkek incirlerde fenolik
bilesiklerin daha fazla oldugu ancak daha detayli ¢alismalara gerek
oldugu belirtilmistir (Misirli vd., 1998b).

Incirin de dahil oldugu Ficus tiirlerinde erkek ve disi bitkilerin ayirt
edilmesi ile ilgili Ficus fulva’da yapilan caligmada erkek spesifik AFLP
isaretleyicileri tesbit edilmistir. Ancak erkek spesifik AFLP isaretleyicisi
sekans edilip SCAR isaretleyicisine cevrildikten sonra erkek ve disi

bireylerde ayn1 band1 vermistir (Parrish et al., 2004).

Ayrica disi ve erkek incir genotiplerinde RAPD primerleri
kullanarak yapilan calisma da dnemli baz1 erkek incirleri ayirt edilmistir

(Hepaksoy vd., 2004).

Erkek incirlerle yapilan bir ¢calismada ise 49 adet primerin erkek
incirler arasindaki farklilig1 belirleme oran1 %21.3 bulunmus, ayrica bazi

cesitlere 6zgii belirtegler tespit edilmistir (Dalkili¢ vd., 2006).

Meyvecilikte yapilan genetik farkliligin belirlenmesi ya da DNA
parmakizi c¢alismalarinda daha c¢ok RAPD (Random amplified
polymorhic DNA), ISSR, SSR, AFLP primerleri kullanilmistir. RAPD
PCR’a dayali calisan ve dominant isaretleyicilerdir ve primerleri
genomda rastgele fragmentler ¢ogaltir (Willams et al,, 1990). SSR
(Simple Sequence Repeat) primerleri, genomda tekrarlanan bdolgelere

0zgii primer sentezlenmesi ile olusturulurlar ve PCR’a dayali calisirlar.
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ISSR primerleri genomda tekrarlanan bdliimlerin arasinda kalan kisimlari
cogaltirlar, uygulamasi kolaydir ve PCR’a dayali calisirlar. SRAP
(Sequence Related Amplified Polymorphism) Li ve Quiros (2001)
tarafindan gelistirilmis bir molekiiler isaretleyici sistemidir. PCR temelli
bir sistem olan SRAP, iki primer kombinasyonu (forward ve reverse)
seklinde c¢alisir. Primerler 17-18 niikleotitden meydana gelmekte ve
bunlardan bir tanesi forward digeri ise reverse olarak adlandirilmaktadir.
Bu primerlerde 13-14 niikleotitden olusan bir ¢ekirdek sekans kismi ve
bunu takip eden 3 secici niikleotitden olusan bdoliim bulunmaktadir.
SRAP primerleri genomun fonksiyonel kisimlarimi hedef aldigindan
teorik olarak RAPD ve AFLP gibi sistemlerden daha iistiindiir (Li and
Quiros, 2001). Kabaklarda genetik cesitliligin belirlenmesinde kullanilan
SRAP primerleri AFLP primerlerinden daha etkili bulunmustur (Ferriol
et al., 2003). Buffalograss (Manda Otu, sicak iklim ¢im bitkisi) i¢in
yapilan ¢alismada farkli bolgelerden segilen buffolograss popiilasyonlar
arasindaki farklilik, SRAP primerleri kullanilarak tesbit edilmistir
(Budak vd., 2004).

Molekiiler isaretleyiciler, fenotipik bir 6zelligin genetik analizi ve
genomun molekiiler haritasini olusturmak i¢in kullanilir. Meyve rengi,
meyve agirligi, verim gibi fenotipik Ozelliklerin altinda yatan genetik
varyasyonlar bircok kantitatif 6zelligin agilimi (segregasyonu) sonucu
olusur. Her biri toplam varyasyonun bir boliimiinii agiklayan QTL’lerin
ifadesi, diger genlerle iliskileri ve ¢evre etkisiyle olur (Paran and Zamir,
2003). Genetik haritalamanin amaci da kantitatif ozelliklerin altinda
yatan gene fiziksel olarak yakin, genle birlikte hareket eden ve kalitimi

basit olan isaretleyicileri tespit etmektir. Herhangi bir 06zelligin
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olusmasinda rol oynayan geni ya da ona yakin isaretleyicinin tespit
edilmesi ve klonlanmasinda QTL haritalamast ¢ok kullanilan bir
yontemdir (Ross- Ibarra et al., 2007). QTL haritalamasi ile bircok bagarili
calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar, haritalama popiilasyonlarinda yapilan
linkage (baglant1) analizlerine baghdir ve birgok bitkide yapilan genetik
analiz ¢aligmalarina sinirlama getirmektedir (Gupta et al., 2005). Islah
calismalarinda haritalama popiilasyonlari, fenotipik 6zelligi kontrol eden
genlerin belirlenmesinde kullanilan araglardir. F2 popiilasyonlar1 ve
recombinant inbreed line (RIL), F1 popiilasyonlari, geriye melezleme
poplilasyonlar1 ve cift (double) haploid hatlar haritalama ¢alismalarinda
kullanilan popiilasyonlardir (Meksem and Kahl, 2005). Bitkilerde 10-30
cM bolgesindeki QTL’lerin haritalanmasinda saf hatlar basariyla
kullanilmaktadir (Albert and Tanksley, 1996).

Ozellikle genclik kisirhigi siiresi uzun olan ¢ok yillik bitkilerde,
kendine dollenen bitkilerde ve sadece vegetatif tiretim metoduyla iiretilen
bitkilerde haritalama popiilasyonu olusturmanin zorluklar1 nedeniyle
QTL haritalamasinin uygulanmasinda zorluklarla karsilagiimaktadir.
QTL analiz yonteminin bazi smirlamalarin1 asabilmek ig¢in alternatif
yaklagimlar sunulmaktadir. Bunlardan bir tanesi de fenotipten sorumlu
olan genetik bolgenin tesbitinde linkage disequlibrium (LD) kullanma
temeline dayali iliskilendirme (Association) analizleridir (Gupta et al,
2005). Bir iriiniin gen havuzunu herhangi bir melezleme yapmadan
dogrudan QTL haritalamasinda kullanabilmenin tek yolu Iliskilendirme

Haritalamas1 (Association Mapping)’dir (Iwata et al., 2007).

Herhangi bir fenotipik 06zelligin haritalanmasinda, haritalama

popiilasyonlar1 (geriye melezleme popiilasyonlari, F1 popiilasyonlari,
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double haploid popiilasyonlar) yerine dogal popiilasyonlarin kullanilmas1
temeline dayanan Iliskilendirme Haritalamas1 (Association Mapping),
daha oOnceki yillarda insanlarda Alzheimer ve kistik fibrosis
hastaliklarinin haritalanmasinda (Goldstein et al., 2003) uygulanmistir.
“Association  Genetics”,  “Association  Studies”ve  “Linkage
Disequilibrium  Mapping” olarak ta adlandirilan iliskilendirme
haritalamasi ~ (Association = Mapping), molekiiler isaretleyiciler
polmorfizmleriyle karakter farkliliklarinin korelasyonunu popiilasyon

bazinda degerlendirir (Oraguzie et.al., 2007).

Son yillarda iliskilendirme haritalamasi bazi bitkilerde de
uygulanmaya baslanmistir. Misirda yapilan ¢alismada dwarf8 geni ile
cigeklenme zamani ve bitki boyu arasinda bir iliski olup olmadigini
belirlemek amaciyla SSR primerleri ile 92 musir hatt1 analiz edilmis ve
sonugta dwarf8 geni ile ¢igeklenme zamani arasinda bir iliski oldugu
ancak bitki boyu ile dwarf8 geni polimorfizmi arasinda bir iligki olmadigi
belirtilmistir (Thornsberry et al, 2001). Bugdayda ise tane iriligi ve un
kalitesi ile ilgili yapilan caligmada 149 cesit kishk bugday, SSR
primerleri ile analiz edilmis ve tane iriligi ile SSR primerleri arasinda
onemli bir iligkinin oldugu tespit edilmistir (Breseghello and Sorrels,
2006). Yizkirkalt: arpa gesiti ve 236 primer ile yapilan ¢calismada 18-20
isaretleyicinin arpada verim ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Kraakman
et al., 2004). Arpada yapilan baska bir iligskilendirme haritalamasi
calismasinda ise su stresi ve kiillemeye dayaniklilik ile isaretleyiciler
arasinda iliski bulunmustur (Ivandic et al., 2002). Arpada RFLP
isaretleyicisi ile yapilan LD haritalamasinda bagsaklanma zamani ile

RFLP isaretleyicisi arasinda da 6nemli bir iligki bulunmustur (Igartua et
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al., 1999). Patateste yapilan calismada iligkilendirme haritalamasi
yontemi ile Verticillum solgunluguna (Verticillum dahliae) dayaniklilik

ile isaretleyici arasinda 6nemli iligki bulunmustur (Simko et al., 2004).

Association ¢alismalarinda test edilen Ornekteki ¢Oziiniirliik
(resolution) biitiin genomdaki LD’nin (Linkage Disequilibrium) yapisina
baglidir. LD, farkli lokuslardaki allellerin rastgele olmayan iliskileridir
(Rostocks et al., 2006). LD durumunda farkli lokuslarda bulunan alleller
birbirlerine bagli olarak dolden dole geg¢mektedir. LE (Linkage
Equilibrium) durumunda ise farkli lokuslardaki allellerin birbirinden
bagimsiz olarak kalitimlari s6z konusudur (Oraguzie et al, 2007). LD
haritalamasinin en Onemli avantaji dogal popiilasyonun kullanilmasi,
herhangi bir melezlemeye ve genis popiilasyonlar olusturmaya gerek
duyulmamasidir. Hem linkage analizlerinde hem de iliskilendirme
calismalarinda generasyonlar boyunca alleller arasindaki bagi elimine
eden tek giic rekombinasyonlardir (Skot, 2003). LD haritalamasinda
kullanilan popiilasyon, tarih boyunca daha fazla mayoza tabi olacagi i¢in
QTL popiilasyonlarindan daha fazla rekombinasyon olusmus ve teorik
olarak fenotipi etkileyen genle isaretleyicinin arasindaki mesafenin daha
kisa olabilecegi ve daha basarili bir haritalama yapilacag
diistiniilmektedir. Bu muz, hurma gibi ¢ok yillik bitkiler i¢in biiyiik bir
avantajdir (Ross- Ibarra et al., 2007). Rekombinasyon orani kendine
dollenen tiirlerde diisiiktiir ve LD nin fiziksel olarak uzun bir mesafede
kaldig1 tahmin edilmektedir. Ornegin Arabidopsis’te LD uzunlugu 1cM
(250kb) olarak tespit edilmistir (Nordborg et al., 2002). LD genellikle
yabanci dollenen tiirlerde kendine doéllenenlerden daha hizli bir sekilde

azalir (misir 1slah hatlarinda 1 kb) (Nordborg, 2000). Cogunlukla kendine
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dollenen Arabidopsis ve soya fasulyesinde LD 10-100 kilobaselerde
uzun yillar kalabilir oysa insan ve misir gibi yabanci déllenen tiirlerde

daha hizli bir sekilde azaldig goriilmektedir (Dvornyk et al, 2002).

LD’nin uzunlugu isaretleyici ¢oziiniirliigii ve iliskilendirme
haritalamasinin bagarisin1  belirler. LD uzunlugu, tiirtin doéllenme
durumundan baska popiilasyonda meydana gelen bazi olaylardan
(disarindan popiilasyona genotip girmesi, popiilasyonda gecmiste yapilan

bir seleksiyon, dogal afetler vb.) etkilenmektedir.

Incirde LD nin uzunlugu ve genomdaki yapis1 hakkinda heniiz bilgi
yoktur. Incir popiilasyonlarinin olusumu uzun zaman gerektirdigi ve
yabanci dollenen bir tiir oldugu icin incirde LD’nin diigsiik olmasi
beklenir. Bunlarin 1s1ginda incir iliskilendirme haritalamasi i¢in uygun
bir Ornektir. Caligma materyali olarak kullanilan incir genotipleri
tilkemizin farkli bolgelerinden secilmistir. Genotipler, kendi bdlgelerinde
yillar boyunca rekombinasyona ugramislardir. Incir yabanci déllendigi
icin bir fenotipik 0Ozellige neden olan gene bagli olan polimorfik
isaretleyiciler sozli gegen gene yiiksek bir korelasyon sayisi ile bagl

olmas1 beklenmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

(Calisma materyali olarak kullanilan incir gesitlerine ait Ornekler
Tarim ve Koyisleri Bakanlhigi, Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisii
koleksiyon bahgesinden temin edilmistir. Ayrica 5 c¢esit, Alata Bahge
Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii, 3 cesit Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahce Bitkileri Boliimii’nden, 2 c¢esit National Clonal Germplasm
Repository (Davis, California, ABD) ve 1 ¢esit Volcani Center (Rehovot,
Israil)’den temin edilmistir. Calismada erkek/disi karakterler arasindaki
isaretleyici caligmalar1 i¢in ayri, meyve kriterleri (meyve kabuk rengi,
meyve i¢ rengi, meyve en/boyu, meyve agirligi, erkencilik, partenokarpi
(yellop olusturma)) i¢in ayr1 bir popiilasyon olusturulmustur. Erkek ve
disi karakter i¢in olusturulan popiilasyon 47 erkek, 49 disi bireyden
olusmus ve genotiplerin miimkiin oldugu kadar orijinlerinin farklh

bolgeler olmasina dikkat edilmistir.
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Cizelge 3. 1 Erkek/Disi genotiplerin listesi.

Erkek Genotipler Disi Genotiopler
1 Kara ilek Ege 48 244 Kavak Patlica Marmara
2 Seytan-2 Ege 49 323 Fahli Akdeniz
3 Cacaron-2 Ege 50 1104 Patlican Ege Bolgesi
4 Dervig Ali Ege 51 528 Kara incir Karadeniz
5 Kizilay-1 Ege 52 712 Siyah incir I¢c Anadolu
6 Biiyiik Konkur Ege 53 305 Mor incir Akdeniz
7 Kaba ilek Ege 54 202 Siyah Marmara
8 Hamza ilek Ege 55 1045 Morgiiz Ege
9 Frenk Ege 56 523 Dilaver Karadeniz
10 Yanako-2 Ege 57 701 Mor I¢c Anadolu
11 Kaba ilek Ege 58 709 Kizilmor I¢ Anadolu
12 Kiigiik Konkur Ege 59 304 Ak incir Akdeniz
13 Taghk Ege 60 232 Koca yemis Marmara
14 Korpe flek Ege 61 1035 Sari cigek Ege
15 Hac1 Yusuf Ege 62 513 Filestos Karadeniz
16 Armut ilek Ege 63 708 Darpak ic Anadolu
17 Bostanci Ege 64 407 Halebi Giineydogu
18 Sar ilek Ege 65 1103 Beyaz incir Ege
19 Gabali Ege 66 241 Gokbardak Marmara
20 Damarli Ege 67 503 Ag inciri Karadeniz
21 Haci Abdullah Ege 68 404 Kis Hayri Giineydogu
22 Afyoncu Ege 69 403 Sultani Giineydogu
23 Seytan-1 Ege 70 235 Yediveren Marmara
24 Elma ilek Ege 71 1032 Devetabant Ege
25 Kara erkek-2 Ege 72 542 Siyah Bokele Karadeniz
26 Mor demirtag Ege 73 710 Eksi incir I¢ Anadolu
27 Mor ilek Ege 74 310 Armut sap1 Akdeniz
28 Ayar dolduran Ege 75 308 Beyaz Akdeniz
29 Kavun ilek Ege 76 1036 Lop Ege
30 Yanako-1 Ege 71 508 Baldircin Karadeniz
31 Ak erkek-1 Ege 78 402 Halebi Gilineydogu
32 Cakin-2 Ege 79 245 Sar1 Yemis Marmara
33 Ak ilek Ege 80 242 Sar1 bardak Marmara
34 Karabulut Ege 81 705 I¢c Anadolu
35 Kara erkek Ege 82 1013 Beyaz orak Ege
36 Kizilay-2 Ege 83 1012 Siyah orak Ege
37 Kibrish Ege 84 1019Karabakunya Ege
38 008 ABD 85 506Beyaz sultani Karadeniz
39 188 ABD 86 1066Yediveren Ege
40 Al Akdeniz 87 1071Karabakunya Ege
41 A2 Akdeniz 88 401Mor 6zer Giineydogu
42 A3 Akdeniz 89 1001Goklop Ege
43 A4 Akdeniz 90 237Bursa siyaht Marmara
44 AS Akdeniz 91 321 Mor Seyhan Akdeniz
45 Yanako-2 Ege 92 313 Kirmizti incir Akdeniz
46 Kuyucak Ege 93 1090 Esmer bal Ege
47 Adali Ege 94 1093 Ege

- - 95 1065Arap inciri Ege

- - 96 Kalazi Gilineydogu
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Meyve kriterleri i¢in olusturulan ikinci popiilasyon 96 disi
bireyden olugsmustur. Genotipleri se¢erken orijinlerinin farkli bolgelerden
olmasi yaninda en koyu (siyah-mor) kabuk renginden en agik (sar1 )
renge sahip genotipler yaninda yesil, sari-yesil, kahverengimsi mor gibi
farkli kabuk renklerine sahip genotipler segilmistir. Secilen genotiplerin
kabuk rengi i¢in 1 ile 11 arasinda degisen skala (Siyah-1, Mor-2, Koyu
mor-3, Yesil mor-4, Kahve mor-5, Sar1 yesil-6, A¢ik mor-7, Sari-8, Sari-
yesil-9, Acik yesil-10, Yesil-11) olusturulmus, ayrica meyve boyutlari ve
meyve agirligt i¢in koleksiyon bahgesinde en iri ve en kii¢iik meyveye
sahip genotipler Oncelikle se¢ilmistir. Secilen genotiplerin olgunlagma
donemleri de dikkate alinarak erkenci ve gegci genotiplerden ornekler

almmustir. Cizelge 3.2°de kullanilan genotiplerin listesi verilmistir.
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Cizelge 3. 2 Meyve ozellikleri i¢in kullanilan disi genotiplerin listesi.

Siyah kabuk renkli genotipler Beyaz kabuk renkli genotipler

1 244 Kavak patlican Marmara B 49 402 Halebi Giineydogu
2 243 Susak Marmara B 50 308 Beyaz Akdeniz

3 226 Kasim inciri Marmara B 51 306 Bodrum inciri Akdeniz

4 224 Beyaz incir Marmara B 52 213 Kara yemis Marmara

5 220 Dumanlikara Marmara 53 326 Tarak Akdeniz

6 218 Siyah Marmara 54 1081 Sarilop kimera Ege

7 215 Midilli Marmara 55 522 Turnaboyu Karadeniz
8 216 Siyah incir Marmara 56 534 Sar incir Karadeniz
9 208 Siyah incir Marmara 57 245 Sar yemis Marmara
10 237 Bursa Siyahi Marmara 58 404 Giineydogu
11 323 Fahli Ege 59 401 Modrozer Gilineydogu
12 255 Siyah Marmara 60 235 Yediveren Marmara
13 1104 Patlican Ege 61 207 Marmara
14 1026 Siyah incir Ege 62 201 istanbul Marmara
15 1012 Siyah Orak Ege 63 1044 Bagcilar Ege

16 1088 Siyah kis Ege 64 1001 Goklop Ege

17 1071 Karabakunya Ege 65 1041 San dizilik Ege

18 1068 Siyah Ege 66 205 San dizilik Marmara
19 1065 Arap inciri Ege 67 1023 Kus inciri Ege

20 1019 Karabakunya Ege 68 1013 Beyaz orak Ege

21 1054 Siyah Ege 69 1048 Aksar1 lop Ege

22 528 Kara incir Karadeniz 70 1032 Deve tabani Ege

23 712 Siyah incir I¢c Anadolu 71 1018 Yediveren Ege

24 250 Yediveren Marmara 72 1034 Sakiz Ege

25 316 Yayladag Akdeniz 73 1079 Yoriik inciri Ege

26 301 Sar incir Akdeniz 74 1100 Ege

27 231 Tiiylii incir Marmara 75 1058 Yesil Midilli Ege

28 209 Mor incir Marmara 76 542 Siyah Bokele Karadeniz
29 1112 Siyah Ege 77 519 Seker inciri Karadeniz
30 1033 Midilli Ege 78 711 Beyaz incir I¢ Anadolu
31 1046 Mor Ege 79 538 Kabak inciri Karadeniz
32 1024 Sarampol Ege 80 515 Tabak inciri Karadeniz
33 1090 Esmer Bal Ege 81 540 Kilis inciri Karadeniz
34 1086 Mor Lop Ege 82 531 Degirmen inciri Karadeniz
35 1060 Sarica Ege 83 507 Baldizdin Karadeniz
36 523 Dilaver Karadeniz 84 541 San kilis Karadeniz
37 701 Mor I¢ Anadolu 85 529 Koniis inciri Karadeniz
38 249 Kavak Marmara 86 511 Salgam inciri Karadeniz
39 535 Horasan Karadeniz 87 506 Beyaz Sultani Karadeniz
40 312 Kizil mor Akdeniz 88 508 Baldircin Karadeniz
41 1117 Datga 5 Ege 89 708 Darpak I¢ Anadolu
42 1036 Siyah Ege 90 1080 Izmir Bardakg1 Ege

43 1099 Ege 91 513 Filestos Karadeniz
44 704 I¢c Anadolu 92 503 Ag inciri Karadeniz
45 221 Marmara 93 253 Sultan Selim Marmara
46 Siyah ¢igek Ege 94 Beyaz Cigek Ege

47 Noire de Cromb Fransa 95 Yediveren Ege

48 Nazareth Israil 96 Banana Fransa
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Calismanin 208 SRAP primer kombinasyonu, 100 adet ISSR, 62 adet
RAPD, 8 adet SSR primeri, 2 set erkek 6zel (male specific) primer ile

yapilmasi planlanmustir.

SRAP:13 Adet Em (reverse) x 16 adet Me (forward) SRAP primerleri,
toplam 208 kombinasyon.

Mel: 5’-TGA GTC CAA ACC GGA TA-3’
Me2: 5°- TGA GTC CAA ACC GGA GC-3°
Me3: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA AT-3’
Me4: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA CC-3°
MeS5: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA AG-¥’
Meb6: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA CA-3’
Me7: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA CG-3’
Me8: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA CT-3’
Me9: 5’- TGA GTC CAA ACC GGA GG-3’
Mel0: 5°- TGA GTC CAA ACC GGA AA-3°
Mell: 5°- TGA GTC CAA ACC GGA AC-3’
Mel2: 5°- TGA GTC CAA ACC GGA GA-3’
Mel3: 5°- TGA GTC CAA ACC GGA AG-3’
Eml: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT AAT-3’
Em2: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT TGC-3’
Em3-5’- GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’
Em4: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT TGA-3’
EmS5: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT AAC-3’
Emé6: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3’
Em7: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT CAA-3’
Em8: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT CAC-3’
Em9: 5°’- GAC TGC GTA CGA ATT CAG-3’
Em10: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT CAT-3’
Emll: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT CTA-3’
Eml2: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT CTC-3’
Eml3: 5’- GAC TGC GTA CGA ATT CTG-3’
Eml4: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT CTT-3’
Eml5: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT GAT-3’
Eml6: 5°- GAC TGC GTA CGA ATT GTC-3°

SSR: SSR primerleri: MFC1 MFC2 MFC3 MFC4 MFC4 MFC5 MFC6 MFC7
MFC8 (Khadari et al., 2001).
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MFC1 F: 5’- ACTAGACTGAAAAAACATTGC-3’

R: 5’- TGAGATTGAAAGGAAACGAG-3’
MFC2 F: 5" GCTTCCGATGCTGCTCTTA -3’

R: 5’- TCGGAGACTTTTGTTCAAT-3’
MFC3 F:5-GATATTTTCATGTTTAGTTTG-3’

R: 5’- GAGGATAGACCAACAACAAC-3’
MFC4 F:5- CCAAACTTTTAGATACAACTT-3’

R: 5’>-TTTCTCAACATATTAACAGG-3’

MFCS F: 5°- ACCAATCCAAATAATAATCC-3’

R:5’- ACACGCTTACTAGAATTACC-3’
MFC6 F: 5°- AGGCTACTTCAGTGCTACA-3’

R: 5’-GCCATAAGTAATAAAAACC-3’
MFC7 F: 5’- CACAATCAAAATAGTTACCG-3’

R: 5’- AGCGAAGACAGTTACAAAGC-3’
MFC8 F: 5’-GTGGCGTCGTCTCTAATAAT-3’

R: 5’>-TATTCTATGCTGTCTTATGTCA-3’

RAPD: OPA 01, OPA 02, OPA 04, OPA 09, OPA 19, OPA 20, OPK 04,
OPK12, OPK15, OPK16, OPK20, OPL05, OPL0O7, OPL08, OPL10,
OPL12, OPL14, OPL16, OPL19, OPM 01, OPM02, OPM06, OPMO07,
OPM12, OPM13, OPM 17, OPM20, OPNO5, OPN09, OPN10, OPN16
(Cabrita et al., 2001).

OPAO1: 5’-CAGGCCCTTC-3’

OPAO02 : 5’-TGCCGAGCTG-3’
OPAO04 : 5’-AATCGGGCTG-3’
OPAO09 : 5’>-GGGTAACGCC-3’
OPA19 : 5’>-CAAACGTCGG-3’
OPA20 : 5’>-GTTGCGATCC-3’
OPKO04 : 5’>-CCGCCCAAAC-3’
OPK12 : 5’>-TGGCCCTCAC-3’
OPK15 : 5’>-CTCCTGCCAA-3’
OPK16 : 5’>-GAGCGTCGAA-3’
OPK17 : 5’-CCCAGCTGTG-3’
OPK20 : 5’-GTGTCGCGAG-3’
OPLO0S : 5’>-ACGCAGGCAC-3’
OPL07 : 5’>-AGGCGGGAAC-3’
OPLO08 : 5’-AGCAGGTGGA-3’
OPL10 : 5’-TGGGAGATGG-3’
OPL12 : 5’-GGGCGGTACT-3’
OPL14 : 5-GTGACAGGCT-3’
OPL16 : 5’-AGGTTGCAGG-3’
OPL19 : 5’-GAGTGGTGAC-3’
OPMO1 : 5’-GTTGGTGGCT-3’
OPMO02 : 5’-ACAACGCCTC-3’



OPMOS :

5’-GGGAACGTGT-3’

OPMO06: 5’-CTGGGCAACT-3’

OPMO7 :
OPM12 :
OPM13:
OPM17:
OPM20 :
OPNO5 :
OPNO09 :
OPN10 :
OPNI16 :

5’-CCGTGACTCA-3
5’-GGGACGTTGG-3’
5’-GGTGGTCAAG-3’
5’-TCAGTCCGGG-3’
5’-AGGTCTTGGG-3’
5’-ACTGAACGCC-3’
5’-TGCCGGCTTG-3’

5’-ACAACTGGGG-3’
5’-AAGCGACCTG-3’

OPH18: 5°~-GAATCGGCCA-3’

RAPD primerleri: OPA11 OPA16 OPAI8 OPHII OPKI17 OPX5 OPX9

OPX11

OPA1l:
OPA16:
OPA18:
OPH11
OPK17:
OPXO05 :
OPX09 :
OPX11
OPYO04 :
OPY11 :
OPY14 :

OPY4 OPY1l OPY14 OPZI12 (Khadari et al., 2001).

5’-CAATCGCCGT-3’
5’-AGCCAGCGAA-3’
5’-AGGTGACCGT-3’

: 5’-CTTCCGCAGT-3’

5’-CCCAGCTGTG-3’
5’-CCTTTCCCTC-3’
5’-GGTCTGGTTG-3’

: 5°-GGAGCCTCAG-3’

5’-GGCTGCAATG-3’
5’-AGACGATGGG-3’
5’-GGTCGATCTG-3’

RAPD Primerleri:

OPAAO08

OPAAO09 :

OPAALI
OPAAI3
OPAALIS

OPABOS :

OPABO06
OPABO7

OPABI2 :
OPABI3:
OPACO5 :
OPACO08 :
OPACI12:
OPACI13:

OPADO1
OPADO02

: 5’-GTGACGTAGG-3’

5’- GGGTAACGCC-3’

: 5’-CAATCGCCGT-3
: 5’-CAGCACCCAC-3
: 5’-TTCCGAACCC-3’
5’-TGCGCCCTTC-3’

: 5-TGCTCTGCCC-3°

: 5-GGTGACGCAG-3’
5’-CCTTGACGCA-3’
5’-TTCCCCCGCT-3’
5’-GATGACCGCC-3’
5’-TGGACCGGTG-3’
5’-TGTCATCCCC-3’
5’-AAGCCTCGTC-3’

: 5’-ACCGCGAAGG-3’
: 5’-GGACCCAACC-3’

23
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OPADO3 : 5’-GTCGCCGTCA-3’

F. fulva male specific primer : 5TAA CAT CAT ACT TG 3’ (Forward)
5'CAG GAA TTA GCA TAA CCG 3’ (Reverse) (Parrish et al., 2004).

Male specific primer design:

Setl:
MSIF 5°- TAA CAT CAT ACT TG -3’F1 (FORWARD)
MSIR 5°-CAG GAA TTA GCA TAA CCG- 3’R1 (REVERSE)

Set2:
MS2F 5’-CTC ATT CTT ATC ATG TG- 3°’F2 (FORWARD)
MS2R 5’-GCA TAA CCG ATA AC- 3’ R2 (REVERSE)

801 : 5’>-ATATATATATATATATT-3’
802 : 5’-ATATATATATATATATG-3’
803 : 5’-ATATATATATATATATC -3’
804 : 5-TATATATATATATATAA-3’
805 : 5°-TATATATATATATATAC-3’
806 : 5’-TATATATATATATATAG-3’
807 : 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3’
808 : 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGC-3’
809 : 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGG-3’
810 : 5’-GAGAGAGAGAGAGAGAT-3’
811 : 5’-GAGAGAGAGAGAGAGAC-3’
812 : 5’-GAGAGAGAGAGAGAGAA-3’
813 : 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTT-3’
814 : 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTA-3’
815 : 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTG-3’
816 : 5’-CACACACACACACACAT-¥®
817 : 5’-CACACACACACACACAA-3’
818 : 5’~-CACACACACACACACAG -3’
819 : 5°-GTGTGTGTGTGTGTGTA-3’
823 : 5’-TCTCTCTCTCTCTCTCC-3’
825 :5’-ACACACACACACACACT-3’
826 : 5’-ACACACACACACACACC -3’
827 :5°-ACACACACACACACACG-3’
830 : 5’-TGTGTGTGTGTGTGTGG-3’
831 : 5’-ATATATATATATATATYA-3’
832 : 5°-ATATATATATATATATYC-3’
833 : 5’-ATATATATATATATATYG-3’
834 : 5’>-AGAGAGAGAGAGAGAGYT-3
835 : 5>~ AGAGAGAGAGAGAGAGYC-3’
837:5-TATATATATATATATART-3’
838:5’-TATATATATATATATARC-3’
839:5’-TATATATATATATATARG-3’



841:5’-GAGAGAGAGAGAGAGAYC-3’
842:5’-GAGAGAGAGAGAGAGAYG-3’
843:5’-CTCTCTCTCTCTCTCTRA-3’
844:5’-CTCTCTCTCTCTCTCTRC-3’
845:5’-CTCTCTCTCTCTCTCTRG-3’
846:5’-CACACACACACACACART-3’
847:5’-CACACACACACACACARC-3’
848:5’-CACACACACACACACARG-3’
849:5’-GTGTGTGTGTGTGTGTYA-3’
850:5’-GTGTGTGTGTGTGTGTYC-3’
851:5’-GTGTGTGTGTGTGTGTYG-3’
852:5’-TCTCTCTCTCTCTCTCRA-3’
853:5’-TCTCTCTCTCTCTCTCRT-3’
854:5’-TCTCTCTCTCTCTCTCRG-3’
855:5’-ACACACACACACACACYT-3’
856:5’-ACACACACACACACACYA-¥
857:5’-ACACACACACACACACYG-¥
858:5’-TGTGTGTGTGTGTGTGRT-3"
859:5’-TGTGTGTGTGTGTGTGRC-3’
860:5’-TGTGTGTGTGTGTGTGRA-3’
861:5’-ACCACCACCACCACCACC-3’
862:5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGC-3’
863:5’-AGTAGTAGTAGTAGTAGT-3’
864:5’-ATGATGATGATGATGATG-3’
865:5’-CCGCCGCCGCCGCCGCCG-3°
866:5’-CTCCTCCTCCTCCTCCTC-3’
867:5’-GGCGGCGGCGGCGGCGGE-3°
868:5’-GAAGAAGAAGAAGAAGAA-3’
869:5’-GTTGTTGTTGTTGTTGTT-3"
870:5’-TGCTGCTGCTGCTGCTGC-3’
872:5°-GATAGATAGATAGATA-3’
873:5’-GACAGACAGACAGACA-¥
874:5’-CCCTCCCTCCCTCCCT-3’
875:5’-CTAGCTAGCTAGCTAG-3’
876:5’-GATAGATAGACAGACA-3’
877:5’-TGCATGCATGCATGCA-3’
878:5’-GGATGGATGGATGGAT-3’
879:5’-CTTCACTTCACTTCA-3’
880:5’-GGAGAGGAGAGGAGA-3’
881:5’-GGGTGGGGTGGGGTG-3’
882:5’-VBVATATATATATATAT-3’
883:5-BVBTATATATATATATA-3’
884:5’-HBHAGAGAGAGAGAGAG-3’
885:5’-BHBGAGAGAGAGAGAGA-3’
886:5’-VDVCTCTCTCTCTCTCT-3’
887:5’-DVDTCTCTCTCTCTCTC-3’
888:5’-BDBCACACACACACACA-3’
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889:5’-DBDACACACACACACAC-3’
890:5’-VHVGTGTGTGTGTGTGT-3’
891:5’-HVHTGTGTGTGTGTGTG-3’
892:5’-TAGATCTGATATCTGAATTCCC-3’
894:5’-TGGTAGCTCTTGATCANNNNN-3"
895:5’-AGAGTTGGTAGCTCTTGATC-3’
896:5’-AGGTCGCGGCCGCNNNNNNATG-3’
897:5’-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’
898:5’-GATCAAGCTTNNNNNNATGTGG-3’
899:5’-CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA-3’
900:5’-ACTTCCCCACAGGTTAACACA-3’

ISSR primerleri:( POI(AG) G PO2(AG)T ~ P03(AG)C P04 (CT)A PO5(CT)G
POG(CT)T  PO7(AGG)55  POS(TGGA)55  PO9(ACTG)45 P10 (GACA)4S
P11(GACAC)55.) P12(TC)A P13(TC)G (Salhi-Hannachi et al., 2002)

PO1: 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGG-3’
P02 : 5’>-AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGT-3
P03 : 5’- AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGC-3’
P04 : 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTA-3’

P05 : 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTG-3’

P06 : 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTT-3’

P07 : 5~ AGGAGGAGGAGGAGGAGG-3’

P08 : 5’-TGGATGGATGGATGGATGGAC-3’
P09 : 5’>-ACTGACTGACTGACTGCC-3’

P10 : 5’>-GACAGACAGACAGACAT-3’

P11 :5-GACACGACACGACACGACAC-3’

P12 :5-TCTCTC TC TC TC TC TC TC TCA-3’
P13:5-TCTCTC TC TC TC TC TC TC TCG-3’

3.2 Yontem
3.2.1 Fenotipik ve pomolojik gozlemler

Genotiplere ait 6zellikleri (erkek/disi, kabuk rengi, i¢ rengi, meyve
agirliklari, meyve c¢api/boyu, partenokarpi durumu (yellop olusturma))
belirlemek amaciyla 2005-2006 yillarinda  Erbeyli Incir Arastirma
Enstitiisiinde 10-20 Agustos tarihleri arasinda fenotipik ve pomolojik

gozlemler ile 6l¢iimler yapilmistir.
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Erkek ve disi bireylerin incelenmesinden sonra meyvelerin
olgunlasma doneminde kabuk rengi i¢in gozlem yapilarak koyu ve agik
renkli meyvelere (siyah, mor, yesil, sari, yesil, acik yesil) sahip
genotiplerden her ¢esitten, agacin tamamini temsil edecek renge sahip 5
meyve secilmistir. Meyve kabuk renkleri gozle saptandiktan sonra meyve
kabugu rengi ve meyve eti rengi Konica Minolta Chroma Meter CR-400
kullanilarak 6l¢lilmiistiir. Meyve kabugu ve meyve eti rengi icin L, a ve b
degerleri Olgiilmistiir. L* en fazla 100 degerini almakta ve beyaz renge
karsilik gelmekte, en az 0 degeri almakta ve siyah renge karsilik
gelmektedir. Pozitif a* kirmizi rengi, negatif a* ise yesil rengi temsil
etmektedir. Benzer sekilde, pozitif b* sar1 rengi, negatif b* ise mavi
renge karsilik gelir. Ayrica meyve agirligl i¢in, agacin tiimiinii temsil
edecek irilikte meyvelerden her cesitten 5 meyve segilerek agirliklar
tartilarak gram (g) cinsinden belirlenmistir. Meyve eni ve boyu i¢in yine
5 meyvenin eni ve boyu kompas yardimi ile 6l¢iilmiig, meyve boyu igin
boynun baslangi¢ yeri dikkate alinarak boy ol¢limleri (cm) yapilmistir.
Calisma popiilasyonlar1 belirlenirken cinsiyet 6zelligi i¢in belirlenen
poplilasyonda genotiplerin orijinleri dikkate alinmis (farkli bolgelerden),
meyve kriterleri i¢in olusturulan popiilasyonda ise orijinleri yaninda
yapilan gozlemlere gore her rengi temsil eden (mor, sari, yesil), farklh
irilikteki (¢ok iri ve cok kiiglik) meyvelere sahip, erkenci, gecci ve

partenokarpi (yellop olusturma) durumlari dikkate alinmustir.
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3.2.2 DNA izolasyonu

Gozlemler sonucu belirlenen 192 genotipin (96 genotip erkek/disi
popiilasyonu, 96 genotip meyve kriterleri popiilasyonu) heniiz siirmemis
tomurcuklar igerisindeki yapraklar1 ya da yeni siirmiis en taze yapraklari
DNA izolasyonunda kullanilmistir. Modifiye edilmis CTAB protokoliine
(Doyle and Doyle 1990) gore DNA izolasyonu yapilmistir.
Tomurcuklarin dis kismindaki kabuklar temizlenerek icteki heniiz
stirmemis yapraklar hem taze olmasi hem de temiz olmasi nedeniyle
DNA izolasyonu i¢in tercih edilmistir. Taze yapraklar (0.2 gram) 0.6 ml
ekstraksiyon ¢ozeltisi (Cizelge 3.3) igerisinde ezilmis ve 65°C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Kloroform isoamyl alkol (24:1) eklenerek tiip
alt iist edilerek karigtirllmis ve 2/3 hacim isopropanol eklenerek —20 °C
de 2 saat bekletilmistir. Santrifiijden (10 dakika 3000 rpm) sonra elde
edilen pellet yikama sivist (% 76 etanol ve 10 mM NHsAc (amonyum
asetat)) ile yikanmistir. DNA’lar steril distile suda ¢oziilerek—20 °C de
muhafaza edilmistir. Biitiin DNA 6rnekleri %1°lik agaroz jelde kontrol

DNA ile yiiriitiilerek konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Cizelge 3. 3 DNA Extraksiyon Cozeltisi.

CTAB %2
EDTA 20mM
Tris-Cl 100mM
NaCl 1.4M
Mercaptoethanol %0.2




3.2.3. PCR Optimizasyonu
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SRAP, RAPD, ISSR ve SSR primerleri i¢in PCR kosullar1 optimize
edilmistir. Cizelge 3.4’de her primer i¢in optimize edilmis DNA, Buffer,

MgCl12, dANTP, primer ve taq miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3. 4 PCR kosullart.

DNA | Buffer MgCl12 dNTP Primer | Primer2 Taq Su TLu
20 10x 25mM 100m 3- 3-10uM | 05U uL  |L
ng/ul M 10pM
SRAP | 1puL | 15pL | 1540 1 uL 2uL | 2uL 02uL | 5.8 15
RAPD | 1uL | 15uL | 1.5uL 1uL 2ul | - 02uL | 7.8 15
SSR 2 uL 1.5uL | 1.5uL 1uL 2 uL 2 uL 02pL | 48 15
ISSR [ms 1.5uL | 2uL 1uL 2 uL - 02pL | 7.3 15
Cizelge 3. 5 Primerler i¢in PCR Programlari.
SRAP RAPD ISSR SSR
1-94 °C 5:00 1-94 °C 3:00 1-94 °C 2:30 1-94 °C 3:00
2-94°C 1:00 2-94°C 1:00 2-94°C 0:40 2-94°C 0:30
3-35 °C 1:00 3-38°C 0:45 3-48 °C 0:45 3-53°C 0:30
4-72 °C 1:00 4-72°C 2:00 4-72°C 1:30 4-72 °C 1:00
5-GOTO 2,5 5-GO TO 2, 35 5-GO TO 2, 35 5-GO TO 2, 35
TIMES TIMES TIMES TIMES
6-94 °C 1:00 6-72°C 10 TIMES 6-72°C 10 TIMES 6-72°C 5
7-50 °C 1:00 7-END 7-END TIMES
8-GO TO 6, 35 7-END
TIMES

9-72°C 5 TIMES
10-END
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3.2.4 Bulklarin olusturulmasi ve primerlerin taranmasi

Erkek, disi (siyah kabuk renkli), disi (beyaz kabuk renkli) ve
partenokarp ¢esitlerden farkli cografyadan gelen genotipler secilerek bulk
DNA olusturulmustur. Her bulk 7 farkli genotipten olusturulmus, bulklar
olusturulurken her genotipin DNA’sindan esit miktarda alinarak (10 pl)
bir eppendorf tiipte karistirilarak PCR igin, karistm DNA kullanilmustir.
Yukarida listesi verilen primerlerin tamami, bulk DNA ile taranarak

polimorfik band veren primerler bireylerin taranmasi i¢in se¢ilmistir.

Cizelge 3. 6 Bulklar1 olusturan genotipler.

Siyah kabuk renkli | Beyaz kabuk renkli | Partenokarp Erkek genotipler

genotipler genotipler genotipler

Kavak patlican Halebi (Giineydogu) Siyah Orak (Ege) Armut ilek

(Marmara)

Fahli (Akdeniz) Kocayemis (Marmara) Beyaz Orak (Ege) Hamza

Patlican (Ege) Sarilop (Ege) Karabakunya (Ege) Kibrish

Kara incir (Karadeniz) Turnaboyu (Karadeniz) Beyaz Sultani Bostanci
(Karadeniz)

Siyah incir (I¢ Anadolu) | Beyaz (Akdeniz) Yediveren (Ege) Sari Tlek

Siyah(i¢ anadolu) Baldircin(Karadeniz) Siyah Cicek (Ege) Cakin-2

Siyah incir (I Anadolu) | Sari Incir (Karadeniz) Beyaz Cigek (Ege) Ak Tlek

3.2.5 Bireylerin polimorfik bulunan primerler ile taranmasi

Bulklar arasinda (erkek/disi, siyah kabuk rengi/ sar1 kabuk rengi,

partenorkarp/ partenokarp olmayan) polimorfizm veren primerler tespit
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edilmistir. Erkek ve disi bulk DNA’s1 arasinda polimorfizm veren 88
primer ile (Cizelge 3.7) erkek ve disi popiilasyonundaki 96 bireyin
DNA’st kullanilarak PCR  kurulmustur. Meyve kabuk renginde
polimorfizm veren 121 adet primer ile meyve kriterleri i¢in se¢ilmis
popiilasyonun bireylerinden izole edilen DNA’lar ile PCR kurulmustur.
Elde edilen jel fotograflari skor edilerek 150 adet polimorfik band elde

edilmistir. Bu veriler iliskilendirme haritalama analizinde kullanilmistir.

3.2.6 Molekiiler isaretleyicilerin olusturulmasi

Jel gortintileme sistemi kullanilarak elde edilen goriintiiler, bant
varlig1 durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek Excel

dosyasina girilmistir.

3.2.7 Filogenetik iliski analizi

UPGMA dendrogramlarinin benzerlik ve korelasyon matrixlerini
giivenilir bir sekilde temsil edip etmedigini saptamak i¢cin NTSYS
programinda yer alan MXCOMP modiilii kullanilarak Mantel testi ile
korelasyon katsayilar1 tesbit edilmistir. Bu test ile 0.70 ve {izerinde
bulunan korelasyon katsayis1 dendrogramlarin giivenilir bir sekilde

kullanilmasini saglayabilecektir.

Erkek/disi popiilasyonu ve meyve Kkriterleri popiilasyonu igin
olusturulan isaretleme verileri, NTSYS (Numerical Taxonomy

Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.2 Exeter Software,
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Setauket, N.Y., USA, Rohlf, 1993) bilgisayar paket programinda analiz
edilmistir. Benzerlik indeksleri DICE (1945)’e goére hesaplanmustir.
Ayrica iki boyutlu grafik iizerinde genotipler arasindaki mesafeleri
gosteren Temel Bilesenler Analizi (Principle Komponent Analizi=PCA)

ayn1 program kullanilarak yapilmistir.

3.2.8 Popiilasyon yapisinin belirlenmesi

Molekiiler isaretleyici aradigimiz fenotipik 6zelliklerin (erkek/disi
genotip, meyve kabugu rengi, meyve i¢ rengi, meyve agirligi, meyve eni-
boyu, erkencilik/geccilik, partenokarpi) TASSEL programini kullanarak
iliskilendirme analizini yapabilmek i¢in dnce popiilasyon yapisinin analiz
edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in SAS 8.2 programi kullanilarak
toplam 307 isaretleyici korelasyon analizine tabi tutulmustur. Korelasyon
analizi sonucunda birbiriyle korelasyon gostermeyen 259 isaretleyici Q
matrix olusturmak i¢in Structure Programina (Pritchard et al., 2000) tabi

tutulmustur.

Structure programi popiilasyonun yapisini analiz ederek popiilasyon
olusturan bireyleri alt popiilasyonlara ayirarak Q matrix olusturur.
Structure programi ile yapilan analiz sonucunda 4 alt popiilasyon
olusturulmus ve bu popililasyon modelleri TASSEL programinda

kullanilmustir.
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3.2.9 Isaretleyici-karakter iliskisi analizi

Erkek/disi,  partenokarpi,  erkencilik/geg¢cilik  ve  meyve
ozelliklerinin buldugumuz polimorfik bandlarla iligkisini hesaplamak i¢in
Structure programinda olusturulan Q matrix kullanilarak TASSEL
programindaki “Fixed Effect General Linear Model” modeli
kullanilmistir. Isaretleyici karakter iliskisinin kabul edilebilir olabilmesi
icin p<0.05 olmas1 gerekir. Her isaretleyici ile karakter arasinda ti¢ farkli
p degeri hesaplanmustir.

P Isaretleyici:isaretleyici: karakter korelasyonu (Single Factor

Anova)

P Perm Isaretleyici :3000 Permutasyon i¢in hesaplanan P degeri.

P Adj lIsaretleyici: Popiilasyon yapisini (Q matrix) dikkate alarak

bulunan P degeri .

Analize tabi tutulan isaretleyicilerin karakterler ile bir iliskisinin
oldugunu kabul etmek i¢in {i¢ p-degerinin de Onemli bulunmasi

(p<0,05)gerekmektedir.

Kiimilatif R® degerini hesaplamak icin TASSEL GLM-Q
analizinde 6nemli bulunan isaretleyiciler SAS programinda forward ve

backward (ileri-geri) Stepwise Regresyon analizine tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Filogenetik Iliski Analizleri

Erkek/disi genotiplerden ve sadece disi genotiplerden (meyve
ozellikleri i¢in) olusturulan iki popiilasyonun bireyleri kendi aralarinda
filogenetik iligki analizine tabi tutularak birbirlerine olan yakinliklar

tesbit edilmisgtir.

4.1.1 Erkek-disi genotiplerin filogenetik analizi

Erkek ve disi bireyler icin isaretleyici gelistirmek amaciyla
olusturulan popiilasyonda 96 genotip (47 erkek+49 disi) kullanilarak
daha once bulk DNA’larda polimorfizm veren 88 primer ile yapilan

PCR’lar sonucu 150 polimorfik band elde edilmistir.

Olusturulan dendrogramda (Sekil 4.1) Mantel test sonucu benzerlik
matrisi ve dendrogramin transformasyonuyla 100 permutasyon ile elde
edilen ultra metrik mesafeleri arasindaki korelasyon katsayist 0.76
bulunmustur. Bu sonug, elde edilen dendrogramin DICE metoduna gore
elde edilen benzerlik matrisini kabul edilebilir dl¢lide temsil ettigini
gostermektedir. Erkek ve disi genotiplerin olusturdugu 96 bireyin
birbirine benzerligi 0.54 ile 0.93 arasinda degismis ve ortalama benzerlik
0.74 bulunmustur. Cogunlugunu SRAP primerlerin olusturdugu bu
calismada erkek ve disi bireyler arasinda kesin bir ayrim gozlenmemistir.

Tunus’ta yapilan benzer bir ¢alismada erkek genotiplerin disilerden tam



35

olarak ayr1 durmadigi ve erkeklerle disiler arasinda genetik farkliligin

cok fazla olmadigi belirtilmistir (Salhi-Hannachi et al., 2006).

Dendrogramin alt, orta ve ist kisminda erkek bireylerin kiigiik
gruplar halinde yogunlastig1 gézlenmekle beraber erkek ve disi bireyler
arasmnda kesin bir gruplasma olmanustir. Incirin yabanci dollendigi ve
her déllenmede erkek ve disi bireylerin melezlendigi goz oniine alininca
erkek ve disi genotiplerin birbirleri ile i¢ i¢e olmalar1 beklenen bir sonug
olmaktadir.

Erkek disi popiilasyonunda elde edilen 150 molekiiler isaretleyici
verisi kullanilarak yapilan Temel Bilesenler Analizinde (PCA) (Sekil 4.2)
ilk ti¢ eigen degeri varyasyonun %37’sini aciklamigtir. Bu deger PCA
metodunun sonuglarinin glivenilir oldugunu gostermektedir. Grafikte
erkek bireyler grafigin {ist bolimiinde disi bireyler alt bolimde yer
almistir. UPGMA analizi erkek ve disi bireyleri ayiramamisken TBA ile
elde edilen 2 boyutlu grafik erkek ve disi bireyleri ayirabilmistir. Bunun
sebebi iki metod tarafindan kullanilan hesaplama yontemlerinin farkli
olmasindan kaynaklanabilir. UPGMA benzerlik katsayisini hesaplamak
icin DICE metodunu kullanirken TBA  kovaryans matrisini

kullanmaktadir.
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Sekil 4. 1 47 erkek 49 disi incir genotipi arasinda 150 adet molekiiler isaretleyicinin
kullanimiyla NTSYSpc (ver 2.2) programinda DICE (1945) metoduna gore
elde edilen benzerlik matrisinin UPGMA gruplandirmasiyla elde edilen genetik
iligkilerin seviyesi.
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Sekil 4. 2 Kk yedi erkek ve kirkdokuz disi birey arasindaki Temel Bilesenler
Analizinden (PCA) elde edilen iki boyutlu diizlem iizerinde genotiplerin
dagilimi.

Erkek genotiplerin 150 adet isaretleyici ile olusturulan
dendrograminda (Sekil 4.3) erkek genotipler kendi aralarinda 5 grup
olugturmuslardir. Benzerlik oranit erkekler arasinda 0.57 ile 0.89
(ortalama 0.73) arasinda bulunmustur. Dendrogramin iist boliimiinde
olusan grupta Kara ilek, Seytan-1, Frenk, Cakin-2, Biiyiikk Konkur,
Bostanct genotipleri yer almistir. Bu c¢esitlerin tek ortak ozelligi

meyvelerinin erkenci ve orta erkenci olmalaridir. Diger grup Seytan-2,
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Dervis Ali, Haci Abdullah, Kaba ilek, kiiciik Konkur ve Taslik
genotiplerinden olugsmus ve bu gruptaki genotipler hem erkenci hem de
gecci meyvelere sahiptir. Akdeniz Bolgesi Mersin ilinden gelen 5 genotip
dendrogramda ayn1 grupta yer almistir. Amerika Birlesik Devletleri’nden
temin edilen 2 genotip ise yine ayn1 grupta yer almiglar ve ABD’de temin
edilen genotiplerden (008), Ak erkek-1 ile genetik olarak ¢ok yakin
goriilmektedirler. Bu sonuclar bize molekiiler isaretleyicilerin akraba
gruplar1 daha dogru belirlemede basarili olarak kullanabilecegini

gostermektedir.

Erkek bireyler arasindaki Temel Bilesenler Analizinde (Sekil 4.4)
Kizilay-2, Ak erkek-1, Yanako-2, Seytan-2 ve Kibrisl {istte ayr1 bir grup
olusturuken, Kara erkek, Kizilay-1, Sar ilek, Karabulut, Yanako-1, Elma
ilek ve Mersin ilinden temin edilen genotiplerden 4 tanesi (A2, AS,
A1,A3) altta bir grup olusturmuslardir. Genotiplerin ¢ogunlugu grafigin
orta kisminda bir grup olustururken Korpe ilek ve Yanako-2 biitiin
genotiplerden ayrilmislardir. Temel Bilesenler Analizi sonucu erkek
bireyler arasinda olusturulan 2D plot (Sekil 4.4) ilk {i¢ temel bilesen

varyasyonunun % 42’sini agiklamaktadir.
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Sekil 4. 3 Kirkyedi erkek incir genotipinin NTSYSpc (ver 2.2) programinda DICE
(1945) metoduna goére eclde edilen benzerlik matrisinin UPGMA
gruplandirmasiyla elde edilen genetik iliskilerin in seviyesi.
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Sekil 4. 4 Erkek-disi popiilasyonunu olusturan 47 erkek birey arasindaki akrabalik
iligkisini gosteren temel bilesenler analizi (PCA).



41

Disi genotipler birbirine gegmis bircok alt grup olustururken Kara
Incir ve Filestos genetik akrabalik bakimindan digerlerinden farkli bir
durum sergilemistir. Bu iki genotipin ortak 6zelligi ise Karadeniz orijinli
olmalar1 ve ikisinin de kiiciik meyve (10-18 gram) olusturmalaridir. Bu
iki genotip haricinde diger disiler arasindaki genetik benzerlik erkekler
arasindaki benzerlikten daha fazladir. Benzerlik orani disi genotipler
arasinda ise 0.52 ile 0.93 (ortalama 0.73) arasinda degistigi goriilmiistiir.
Popiilasyon genelinde genetik olarak Kalazi ve Morgiiz, Lop inciri ve
Goklop, Armut sap1 ve Halebi birbirlerine yakin goriilmiislerdir. Armut
sapt ile Halebi genotiplerini morfolojik o6zellikler acisindan
inceledigimizde her ikisi de orta irilikte meyve olusturmakta ve meyve

kabuk renkleri sari-yesildir. Lop inciri ve Goklop ise sar1t meyve kabugu

rengine sahip ve iri meyveli ¢esitler ve ikiside Ege Bolgesi orijinlidir.

Temel Bilesenler Analizi (PCA) disi bireyler arasinda olusturulan
iki boyutlu (2d) plot (Sekil 4.6) ilk ii¢ temel bilesen varyasyonun
%43’inii  aciklamaktadir. UPGMA gruplandirilmasiyla elde edilen
grafikte (Sekil 4.5) oldugu gibi PCA analizinde de (Sekil 4.6) F4 ve F15
genotipleri popiilasyonun genelinden ayr1 durmaktadir. 402-Halebi, 308-
Beyaz, 310-Armut Sapi, ve 404-Kis Hayri de grafigin en altinda
popiilasyonun ¢ogunlugundan ayr1 bir yerde durmaktadirlar. 308 ve 310
Akdeniz bolgesi orijinli genotipler iken 402 ve 404 Gilineydogu bdlgesi

orijinli genotiplerdir.
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Sekil 4. 5 49 disi incir genotipinin NTSYSpc (ver 2.2) programinda DICE (1945)
metoduna gore elde edilen benzerlik matrisinin UPGMA gruplandirmasiyla
elde edilen genetik iligkilerin seviyesi.
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Sekil 4. 6 Erkek-disi popiilasyonunu olusturan 49 disi birey arasindaki akrabalik
iligkisini gosteren temel bilesenler analizi (PCA).
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4.1.2 Meyve ozellikleri popiilasyonu icin filogenetik analiz

Meyve rengini olusturan 96 adet disi incir genotipi kullanilarak
SRAP, ISSR, SSR, RAPD primerlerinden 157 molekiiler isaretleyici
olusturulmustur. Dendrogramdan (Sekil 4.7) elde edilen ultrametrik
uzaklik matrisi ile DICE metoduna gore elde edilen matris korelasyon
katsayis1 kabul edilebilir sinirlar igerisinde yer almaktadir (0,77). Meyve
kriterleri (kabuk rengi, meyve agirligi, meyve eni/boyu) analizi icin
olusturulan ve 96 disi genotipten olusan popiilasyonun 121 primer ile
(bulkta polimorfizm veren) yapilan analizi sonucu olusturulan
dendrogram disi bireylerin birbirine olan genetik akrabaliklarini ortaya
koymaktadir. Grafigin iist boliimiinde Karadeniz orijinli genotipler
cogunlukta olsa da (531, 523, 519, 538, 542, 528) aralarinda Marmara
orijinli genotiplerde yer almistir (224, 218, 205, 215, 209). Bu grupta I¢
Anadolu Bolgesi’nden bir genotip yer almistir (712). Dendrogramin bazi
boliimlerinde Ege Bolgesi orijinli genotipler biiyiik gruplar olusturmus,
Marmara Bdlgesi orijinli (224 ile 218) yine Marmara Bdlgesi orijinli
(208 ile 255) Ege Bolgesi orijinli 1012 ile S. Cigek ve Fransa orijinli
Noire de Cromb, Akdeniz Bolgesi orijinli 323 Ege Bolgesi orijinli 1026
ve Marmara bdlgesi orijinli 213 ile Giineydogu Anadolu orijinli 213 ile
Glineydogu Anadolu orijinli 404 birbirlerine genetik olarak ¢ok yakin
goriilmektedir. Marmara Bolgesi orijinli 253 ise diger disi genotiplere
genetik olarak en uzak gorlilmektedir. Genel olarak bakildiginda
orijinleri farkli bolgelere ait olan genotipler grafigin geneline dagilmis ve
cografik orijinlere gore kesin gruplara ayrilmamistir. Bu sonug genetik
cesitliligin  gruplar arasinda 6nemli oranda homojenize oldugunu

gostermektedir. Tunus’ta yapilan benzer bir ¢aligmada da buna paralel
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sonug elde edilmis, 47 genotip ISSR isaretleyicilari ile genetik farklilik
yoniinden analiz edilmis ve gesitler 4 gruba ayrilmistir. Ancak gruplarin
cografik orijin ile bir ilgisinin olmadig1 belirtilmistir (Guasmi et al.,

2006).
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Sekil 4. 7 Doksanalt1 adet disi incir genotipi arasinda 157 adet molekiiler isaretleyiciin
kullanimiyla NTSY Spc (ver 2.2) programinda DICE (1945) metoduna gore
elde edilen benzerlik matrisinin UPGMA gruplandirmasiyla elde edilen
genetik iligkilerin seviyesi.
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Dendrogramdan (Sekil 4.8) elde edilen ultra metrik uzaklik matrisi
ile DICE metoduna gore elde edilen matris korelasyon katsayisi 0.7
bulunmustur ve bu deger kabul edilebilir sinirlar igindedir. Siyah, sari,
yesil, mor meyve kabugu rengine sahip genotipler meyve iriligi de
dikkate alinarak gruplara ayrilmigtir. Partenokarp meyve veren
genotiplerde ayr1 bir grup olusturmustur. Meyveleri siyah kabuk renkli ve
meyve agirliklar1 20-30 gram arasinda degisenler (244, 1033, 523, 312,
255, 1090, 1086) dendrogramda bir grup olusturuken onlarin hemen
altinda meyve agirliklar1 30-40 gram arasinda degisen sari-yesil renkli
(402, 253, 540, 541, 1080, 543, 326, 401, 1041, 1079) ayr1 bir grup
olusturmusglardir. Sar1 meyve kabugu rengine sahip iri meyvelere sahip
genotipler ayni grupta toplanirken yine sar1t meyve kabugu rengine sahip
ancak kii¢iik meyveli (15-20 gram) genotipler ayn1 grupta yer almustir.
(306-235 aras1). Partenokarp genotipler 243, 1019, S.cicek, B.Cicek,
1012, Noire de Cromb, 1071, Nazareth, Yediveren, 1013, Banana ayr1
grup olusturmuslardir. Fenotipik (Sekil 4. 8) ve DNA verilerinden elde
edilen matrisler (Sekil 4. 7) arasindaki korelasyon katsayis1 0.13 olarak
tespit edilmistir. Bu sonug, molekiiler ve fenotipik verilere dayali

sonuclarin birbirinin yerini tutamayacagini gostermektedir.
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Sekil 4. 8 Meyve rengi popiilasyonunda 6lgiilen fenotipik degerlerin kullanilmasiyla
korelasyon matrisine dayali olarak elde edilen UPGMA dendrogram.
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100 permutasyon yapilmasi sonucu elde edilen Mantel test sonucu
benzerlik matrisi ve dendrogramin transformasyonuyla elde edilen ultra
metrik mesafeler arasindaki korelasyon katsayisi 0.69 bulunmustur. Bu
sonu¢ elde edilen dendrogramin DICE metoduna goére elde edilen
benzerlik matrisini kabul edilebilir 6l¢iiniin hemen altinda temsil ettigini
gostermektedir. Sekil 4.9 daki dendrogram genotiplerin cografik
orijinlerine gdre incelendiginde bazi gruplar her bodlgeden genotip
icerirken bazilar1 cogunlukla bir ya da iki bdlgenin genotiplerini
icermektedir. Dendrogram genotipleri orijinlerine gore kismen ayirmistir.
Dendrogramin iist kisminda bulunan ilk grupta cogunlugu Ege ve
Marmara Bolgesi'ne ait genotipler olusturuken 218 ile 1012’nin arasinda
olusan grupta sadece Kardeniz Bolgesi orijinli genotipler yer almistir. Bu
grupta farkli olarak Israil’den alinan Nazareth cesiti yer almustir.
Dendrogramin asagilarina dogru 255 ile 207 arasinda 12 genotipten
olusan grubunda hepsi Ege Bolgesi orijinlidir. Bazi gruplar ise her
bolgeden genotip icermektedir ki bu durum genotiplerin bir bolgeden

digerinde taginmis olabilecegini gdstermektedir.

Dendrogram  genotiplerin meyve kabugu renklerine gore
incelendiginde tistten 244 ile basalayip 312’ye kadar devam eden grubun
tamami1 245 hari¢ siyah meyve kabugu rengine sahip genotiplerden
olusmustur. Bu gruptaki genotiplerin meyve agirliklart dikkate
alindiginda 25 genotipin 17’ sinin meyve agirligi 25 gramin altinda (10-
25 gram) Ol¢iilmistiir. Bu grubun hemen altinda olusan 531 ile baslayip
542 ile biten grup ise 8 adet sar1 kabuk renkli genotip igerirken (531, 515,
511, 519, 534, Nazareth , 538, 542) sadece 2 adet siyah kabuk renkli

genotip icermistir. Bu gruptaki genotiplerin ortak 6zelligi Karadeniz
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Bolgesi orijinli olmasi ve hepsinin meyve agriliklarinin 10-25 gram

arasinda ol¢iilmiis olmalaridir.

1012 ile baslayip 231 ile biten kii¢iik bir grup ise hem Ege Bdolgesi
hem de Marmara Bolgesi orijinli genotipleri hem sar1 kabuk renkli
hemde siyah kabuk renkli genotipleri igermekte ama bu gruptaki
genotiplerin ortak 6zellikleride hepsinin partenokarp olmalaridir. 301 ile
503 arasinda olusan grupta 1058, 221 ve 301 hari¢ 21 adet genotipin
hepsinin sari-yesil meyve kabugu rengine sahip olduklar1 dikkat
cekmektedir. Yine bu grubu takip eden 216-1054 arasindaki grupta
tamamen siyah kabuk renkli genotiplerden olusmustur. Dendrogramin en
altinda 1081 ile baslayip 235’e kadar devam eden grup ise tamamen sari—
yesil kabuk renkli ve meyve agirliklart 30 gramin tizerinde (30-50 gram)

olan genotipler yer almistir.

Meyve rengi popiilasyonunu olusturan 96 disi incir genotipinin
PCA analizinde ilk ii¢c eigen degeri 38°dir (Sekil 4.10). Ik ii¢ aks
varyasyonun %38’ini aciklamaktadir. Kabul edilebilir sinir olan %25’in
tizerinde olmasma ragmen bolgelere gore kesin bir gruplasma
goriilmemektedir. Bolgeler arasinda genotip alis verisleri olmasi cografik

acidan birbirine girmis genotipleri agiklamaktadir.

PCA analizinde grafigin en alt boliimiinde birbirlerine yakin olup
poplilasyonun genelinden ayrilan 529, 507, 1081, 1048, 1100, 207, 1034,
1044, 1018, 1001, 1032 nolu genotiplerin hepside sari-yesil meyve
kabugu rengine sahip ve iri meyveler (40-50 gram) olusturan

genotiplerdir. Grafikte 253 popiilasyondaki diger bireylerden ayri bir
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yerde durmaktadir. Partenokarpik ¢esitler ise grafikte daginik olarak yer

almiglardir.
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Sekil 4. 9 Doksanaltt adet disi incir genotipi arasinda 157 adet molekiiler isaretleyici ve
12 fenotipik karakterin kullanimiyla NTSY Spc (ver 2.2) programinda DICE

(1945) metoduna gore

elde

edilen benzerlik matrisinin UPGMA

gruplandirmastyla elde edilen genetik iligkilerinin seviyesi.
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Sekil 4. 10 Meyve rengi popiilasyonunu olusturan 96 adet disi birey arasindaki
akrabalik iligkisini gosteren temel bilesenler analizi.

4.2 Tliskilendirme Haritalamas1 Sonuclar

Koyu meyve kabuk rengi (disi), acik meyve kabuk rengi (disi),
erkek ve partenokarp bireyler i¢in olusturulan bulk DNA’lar ile toplam

449 primer kullanilarak kurulan PCR’lar sonucunda erkek ve disi
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karakterler i¢in 88, kabuk rengi i¢in ise 121 primer polimorfik band elde
edilmistir (Cizelge 4.1). Bu primerler genotipleri taramak icin
kullanilmistir. Bulk DNA’lar ile bazi RAPD primerleri kullanilarak
kurulan PCR sonucu elde edilen resimde birinci kuyucukta bulunan siyah
(disi) bulk ile ikinci kuyucukta bulunan beyaz (disi) bulk arasinda
polimorfizm goézlenerek bu primer bireyleri taramak iizere se¢ilmistir
(Sekil 4.11). Ayn1 sekilde SRAP primerleri ile kurulan PCR sonucu elde
edilen resimde birinci primerde disi ve partenokarp bulklar ile erkek
bulklar arasinda polimorfizm tesbit edilerek bireylerde kullaniimak tizere

secilmistir (Sekil 4.12).

Cizelge 4. 1 Incir genotipleri (bulk) arasindaki polimorfizm veren primerler ve
polimorfik isaretleyici sayisi.

Isaretleyici | Kullamlan Polimorfik isaretleyici sayisi
sistemi toplam tprimer

(kombinasyon) -

sayisi El.‘lfek / Siyah /

Disi Beyaz

RAPD 62 12 22
SRAP 208 39 87
SSR 8 1 2
ISSR 113 11 10
MSXSRAP 58 25
Toplam 449 88 121




Sekil 4. 11 RAPD Bulklar sirasiyla; 1-Siyah-disi, 2-beyaz- disi, 3-
erkek, 4- partenokarp.

Sekil 4. 12 SRAP Bulklar sirasiyla; 1-Siyah-disi, 2-beyaz- disi, 3-
erkek, 4-partenokarp.

53
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4.2.1 Erkek —disi karakteri icin iliskilendirme haritalamasi

Erkek-disi popiilasyonunda 88 primerle kurulan PCR’lar

sonucunda 150 molekiiler isaretleyici olusturulmustur.

Structure programinda en yliksek likelihood (olasilik) erkek-disi
popiilasyonu i¢in K = 4 ile elde edilmistir (p<0.0001). Boylece Q matrix
bes bagimsiz hesaplamanin ortalamasi alinarak hesaplanmistir (Cizelge
4.2). Erkek-disi ve meyve rengi popiilasyonlari icin dort alt popiilasyon
modeli iligkilendirme haritalamas1 (IH) (association mapping) amaciyla

TASSEL (www.maizegenetics.net/bioinformatics/inde.htm) programi

kullanilmastir.

Cizelge 4. 2 Erkek-disi popiilasyonu i¢in birbiriyle korelasyon géstermeyen 122
isaretleyici kullanilarak STRUCTURE programinda hesaplanan Q-matrix.

Genotip ad1 Orijin

Cinsiyeti i Q1 Q2 Q3 Q4
Kara ilek Erkekl Ege 0.210.40 0.36 0.04
Seytan-2 Erkek2 Ege  0.000.67 0.33 0.00
Cagaron-2 Erkek3 Ege 0.200.40 0.40 0.00
Dervis Ali Erkek4 Ege 0.000.67 0.33 0.00
Kizilay-1 Erkek5 Ege 0.380.02 0.41 0.19
Biiyiik Konkur Erkek6 Ege  0.000.67 0.33 0.00
Kaba ilek Erkek7 Ege 0.290.21 0.41 0.10
Hamza ilek Erkek8 Ege 0.010.65 0.33 0.01
Frenk Erkek9 Ege 0.030.56 0.40 0.01
Yanako-2 Erkek10 Ege 0.030.52 0.33 0.12
Kaba ilek Erkek11 Ege 0.210.31 0.40 0.08
Kiigiik Konkur Erkek12 Ege  0.000.66 0.33 0.00

Tashk Erkek13 Ege 0.110.49 0.39 0.01


http://www.maizegenetics.net/bioinformatics/inde.htm

Cizelge 4 2 (devam)

Korpe Ilek
Hac1 Yusuf
Armut ilek
Bostanci

Sari ilek
Gabal1
Damarl

Haci Abdullah
Afyoncu
Seytan-1
Elma ilek
Kara erkek-2
Mor demirtas
Mor ilek
Ayar dolduran
Kavun ilek
Yanako-1

Ak erkek-1
Cakin-2

Ak ilek
Karabulut
Kara erkek
Kizilay-2
Kibrislt

008

188

Al

A2

A3

A4

A5

Yanako-2
Kuyucak
Adali

244 Kavak P.
323 Fahli
1104 Patlican
528 Kara incir

Erkek14
Erkek15
Erkek16
Erkek17
Erkek18
Erkek19
Erkek20
Erkek21
Erkek22
Erkek23
Erkek24
Erkek25
Erkek26
Erkek27
Erkek28
Erkek30
Erkek31
Erkek32
Erkek33
Erkek34
Erkek35
Erkek36
Erkek37
Erkek38
Erkek39
Erkek40
Erkek41
Erkek42
Erkek43
Erkek44
Erkek45
Erkek46
Erkek47
Erkek48
Disil
Disi2
Disi3
Disi4

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
ABD
ABD
Ege
Akdz
Akdz
Akdz
Akdz
Akdz
Ege
Ege
Mar
Akdz
Ege
Krdz

0.070.26
0.380.03
0.290.05
0.190.41
0.330.00
0.340.13
0.020.54
0.190.48
0.110.44
0.200.40
0.330.00
0.380.02
0.000.66
0.170.53
0.000.66
0.330.00
0.010.58
0.330.00
0.350.10
0.330.01
0.200.20
0.000.67
0.110.41
0.000.67
0.320.18
0.330.00
0.290.23
0.050.54
0.300.13
0.070.26
0.400.00
0.050.45
0.150.27
0.210.23
0.060.36
0.070.27
0.200.20
0.330.00

0.33
0.41
0.35
0.40
0.33
0.36
0.35
0.33
0.34
0.39
0.33
0.39
0.33
0.22
0.34
0.33
0.4

0.33
0.40
0.33
0.40
0.33
0.40
0.33
0.36
0.33
0.39
0.32
0.40
0.34
0.40
0.33
0.41
0.35
0.38
0.33
0.40
0.33

0.33
0.19
0.31
0.00
0.33
0.17
0.09
0.00
0.11
0.01
0.33
0.20
0.00
0.07
0.00
0.33
0.00
0.33
0.15
0.33
0.20
0.00
0.08
0.00
0.14
0.33
0.08
0.09
0.16
0.33
0.20
0.18
0.17
0.22
0.20
0.33
0.20
0.33
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Cizelge 4 2 (devam)

712 Siyah incir  Disi5
305 Mor incir Disi6

202 Siyah Disi7
1045 Morgiiz Disi8
523 Dilaver Disi9
701 Mor Disil0

709 Kizilmor Disill
304 Ak incir Disil2
232 Koca yemis Disil3
1035 Sari gicek  Disil4
513 Filestos Disil5
708 Darpak Disil6
407 Halebi Disil7
1103 Beyaz incir Disil8
241 Gokbardak  Disil9
503 Ag inciri Disi20
404 Kis Hayri  Disi21
403 Sultani Disi22
235 Yediveren  Disi23
1032 Devetabant  Disi24
542 Siyah Bokele Disi25
710 Eksi incir Disi26
310 Armut sap1  Disi27

308 Beyaz Disi28
1036 Lop Disi29
508 Baldircin Disi30
402 Halebi Disi31

245 Sar1 Yemis  Disi32
242 Sani bardak  Disi33
705 Disi34
1013 Beyaz orak Disi35
1012 Siyah orak Disi36
1019Karabakunya Disi37
506Beyaz sultani Disi38
1066Yediveren  Disi39
1071Karabakunya Disi40
401Mor ozer Disi41

Ic A. 0.20
Akdeniz  0.00
Marmara 0.21
Ege 0.03
Karadeniz 0.11
ic A. 0.00
Ic A. 0.00
Akdeniz  0.00
Marmara  0.20
Ege 0.00
Karadeniz 0.00
Ic A. 0.00
Gtlineyd 0.45
Ege 0.26

Marmara (.40
Karadeniz (.00
Gtlineydogu (.40
Giineydogu (.67
Marmara (.20
Ege 0.00
Karadeniz (.12
I¢ Anadolu (.01
Akdeniz (.60
Akdeniz (.67
Ege 0.07
Karadeniz (.00
Gilineydogu (.40
Marmara (.00
Marmara (.14

f¢c Anadolu 0.03
Ege 0.18
Ege 0.00
Ege 0.03
Karadeniz (.00
Ege 0.17
Ege 0.00

Giineydogu (.40

0.38
0.33
0.19
0.31
0.33
0.55
0.53
0.33
0.20
0.35
0.40
0.33
0.16
0.22
0.20
0.41
0.20
0.00
0.20
0.34
0.28
0.33
0.00
0.00
0.34
0.33
0.20
0.34
0.30
0.30
0.25
0.54
0.37
0.33
0.48
0.35
0.20

0.34
0.33
0.40
0.33
0.21
0.33
0.40
0.33
0.40
0.34
0.40
0.33
0.19
0.20
0.20
0.34
0.20
0.00
0.40
0.33
0.39
0.33
0.20
0.00
0.39
0.33
0.20
0.33
0.40
0.33
0.37
0.32
0.40
0.33
0.22
0.33
0.20

0.09
0.33
0.20
0.34
0.35
0.13
0.06
0.33
0.20
0.32
0.20
0.33
0.20
0.32
0.20
0.25
0.20
0.33
0.20
0.33
0.20
0.33
0.20
0.33
0.20
0.33
0.20
0.32
0.17
0.34
0.20
0.14
0.20
0.33
0.13
0.32
0.20



Cizelge 4 2 (devam)

1001Goklop
237Bursa siyahi
321 Mor Seyhan
313 Kirmizi incir
1090 Esmer bal
1093

1065Arap inciri
Kalazi

Erkek-disi

Disi42 Ege 0.00 0.33
Disi43 Marmara (.18 0.30
Digi44 Akdeniz (.00 0.40
Digi45 Akdeniz  0.03 0.37
Disi46 Ege 0.00 0.33
Digi47 Ege 0.06 0.50
Digi48 Ege 0.00 0.33
Disi49 Ege 0.17 0.31
karakterini  belirleyen

0.33 0.33
0.32 0.20
0.33 0.27
0.40 0.20
0.33 0.33
0.39 0.05
0.33 0.33
0.33 0.19
gen(ler)in

57

iliskilendirme

haritalamas1 sonuglar1 p-degerleri (p_Isaretleyici, p-perm_Isaretleyici, ve

p-adj Isaretleyici) her isaretleyicinin karakterle olan iliski oranlari

(Rsq_Isaretleyici ve Rsq Model) TASSEL programida GLM (General

Linear Model) analizi ile yapilmistir. Analiz i¢in molekiiler veriler,

fenotipik veriler ve Structure programinda olusturulan Q-matrix

kullanilmistir.

TASSEL GLM-Q analizi sonucu 15 isaretleyicinin iic P degeride

onemli bulunarak SAS programinda analize tabi tutulmustur.
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Cizelge 4. 3 Erkek-disi karakterini belirleyen gen(ler)in iliskilendirme haritalamasi
sonuclart p-degerleri.

p-
Isaretleyici Locus p_lsrt #perm_isr perm_lisrt p-adj fart Rsq Mode Rsq Isrt
SRAPMe3Em14 M18 5.07E-01 3000  6.66E+00 0,002 0,4269 0,0829
SRAPM2E4.2  M26 8.07E+00 3000 0,0013 0,007 0,4383 0,0751
SRAPM3E1 M28 0,0032 3000 0,0033 0,0387 0,4049 0,0608
ISSR808 M47 0,0011 3000 1.00E+01 0,0073 0,4234 0,0724
ISSR810.530 M49 0,0089 3000  0,0097 0,1513 0,4021 0,0475
SRAPMel0
Em11.500 MS53 0,0024 3000  0,0027 0,0283 0,4459 0,0649
SRAPMel0
Em11.400 M56 3.69E+00 3000 6.66E+00 0,0017 0,4682 0,0872
SRAPMe5
Em10.80 M71 0,0014 3000 1.00E+01 0,011 0,4191 0,0706
SSR.MFC4 M76 2.91E+00 3000  0,0013 3.33E+00 0,438 0,0921
MSIREmS.700 M85 0,005 3000  0,0047 0,0686 0,4049 0,063
MSIREm5.230 M88 8.54E+00 3000  6.66E+00 0,0043 0,4334 0,0862
MSI1RMe3.270 M97 0,0016 3000 0,0027 0,015 0,4123 0,0832
MS2FEmS5.550 M128 0,004 3000  0,0043 0,051 0,436 0,0646
MS2FEm10.300 M130 1.42E-07 3000  3.33E+00 3.33E+00 0,6138 0,2723
MSI1RMel2.500 M138 1.96E+00 3000 6.66E+00 3.33E+00 0,4442 0,0955

Erkek-disi  karakterini  belirleyen gen(ler)in iligkilendirme
haritalamasi sonucu p-degerleri (p_Isaretleyici, p-perm_Isaretleyici, ve p-
adj Isaretleyici) oénemli bulunan isaretleyicilar karakterle olan iliski
oranlar1 (Rsq_Isaretleyici ve Rsq Model), istatistiki analiz sonuglar1 ve
kiimiilatif R* degerleri SAS istatistik programinda forward/backward

stepwise regresyon analizi kullanilarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 4 Erkek-disi karakterini belirleyen gen(ler)in iliskilendirme haritalamasi
kiimiilatif R* degerleri.

Degisken Tahmin Hata Type II SS F Value Pr > F Stepwise Reg
Kimiilatif R’

Intercept 15.11910 26.73944 195.58692 0.32

0.5740
M130 60.49707 7.64336 38326 62.65 <.0001 66
M138 -22.74143 6.80664 6829.08953 11.16 0.0015 72
M56 14.04546 7.17848 2342.06703 3.83 0.0552 75
M18 -14.25983 8.19635 1851.74141 3.03 0.0872 76
M71 -11.77361 6.71883 1878.56021 3.07 0.0850 77

SAS programi sonunda 15 isaretleyiciden 5 tanesinin (MS2FEM10,
MSIRMI12, MI10E11, M3E14, M5E10) R*> degerleri hesaplanmistir.
M130 (MS2FEM10) isaretleyicileri tek basina karakterin %66 sini, ve
diger isaretleyiciler ile birlikte %77’sin1 agiklamistir. Erkek/disi
karakterinin %66’sim1 agiklayan MS2FEM10 daha 6nce Ficus fulva igin
gelistirilmis olan (Parrish et al., 2004) AFLP isaretleyicisinin SRAP
primerleri ile kombinasyonu ile edilmistir. Erkek spesifik isaretleyicinin
erkek bireylerin hepsinde band verdigi, disi bireylerin higbirinde ayni
band1 vermedigi belirtilmistir. Erkek spesifik AFLP isaretleyicisi SCAR
isaretleyicisine c¢evrilmis fakat erkek ve disi bireyler arasindaki
polimorfizm kaybolmustur. Bizim ¢alismamizda MS1F-MS1R ve MS2F-
MS2R olarak SCAR primerine doniistiiriilen isaretleyicinin her birisi
SRAP primerlerinin tamami ile kombinasyon yapilarak PCR
kurulmustur. Sonugta  M130 (MS2F.Em10.300) molekiiler

isaretleyicisinin erkek ve disi bireyler arasinda verdigi polimorfizm
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onemli bulunmugstur. M130 isaretleyicisi erkek/disi varyasyonunun
%66’s1n1 agiklamistir (Sekil 4.13). Resimde 300 bp biiyiikliigiindeki band
erkek genotiplerin ¢ogunlugunda gozlenirken (ilk 47 birey), disi
genotiplerin ¢ok azinda bu band goriilmektedir. S6zii edilen calismada
biitiin erkeklerde band olustururken, bizim ¢alismamizda SRAP primeri
ile birlikte PCR’da kullanildig1 zaman erkek/disi karakterinin %66’sin1
aciklamas1 F. fulva’nin tarih boyunca Ficus carica kadar boliinme
gecirmedigi i¢in LD segmentlerinin kismen biiytik kaldigi, F. carica’nin
gecirmis oldugu rekombinasyonlar nedeniyle LD bloklarinin daha kiigiik

oldugu seklinde yorumlanabilir.

Storey (1975)’in bildirdigine gore Ficus carica’da agag cinsiyetini
ayn1 kromozom flizerinde iki farkli gen kontrol etmektedir. G=Dominant
allel kisa disicik borulu disi cicek, g= Resesif allel uzun disicik borulu
disi ¢icek, A= erkek cicek iiretimi i¢in dominant alleli, a= erkek c¢icek
olusumunu engelleyen (baski altina alan) resesif alleli temsil etmektedir.
G ve A bir kromozom {izerinde beraber hareket etmekte (linked) g ve a
ise homolog kromozomlarinda birlikte hareket etmektedirler. Hipoteze
gore erkek incirlerin genotipi homozigot GA/GA ve heterozigot GA/ga
seklinde olabilir. Disi incirlerin genotipi ise teorik olarak sadece ga/ga
seklinde olmaktadir. Tiim erkek incir genotipleri en az bir dominant G
alleli tagimaktadir. Calismamizda 47 erkek ve 49 disi genotiple yiiriitiilen
arastirmada iliskilendirme analizi yontemi ile G alleli haritalanmis
olabilir.  Ayrica  sonuclarimiz ~ Storey  (1975)’in  hipotezini
desteklemektedir. Calisma sonucunda birbiriyle korelasyon gosteren 5

isaretleyicinin cinsiyetin % 77’sini aciklayabilmesi, cinsiyetin  bir
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dominant gen veya birbirine yakin gen gruplar1 tarafindan kontrol

edildigi fikrini desteklemektedir.

Sekil 4. 13 MS2FE10 primerinin 47 erkek 49 disi genotip ile yapilan PCR sonucu.
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4.2.2 Meyve ozellikleri icin iliskilendirme haritalamasi

Meyve  oOzellikleri igin 96  genotipin  bolgelere  gore
erkencilik/geccilik, partenokarpi, gorsel kabuk rengi, meyve ¢api, boyu,
agirhigr igin elde edilen sonuglar ve Konica Minolta Chroma meter CR-
400 kullanilarak o6lgiilen renk degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.
Cizelge 4.5°de belirtilen 96 adet disi incir genotipinin farkli bolgelerden
sec¢ilmis, farkli kabuk rengine sahip (siyah, mor, sari,yesil), farkl irilikte
olmasimna dikkat edilmis ve bu genotiplerden 14 adeti erkenci, 62 adeti
orta erkenci, 13 adeti gecci, 7 adeti ¢ok gecci, 11 adeti partenokarpik
olarak belirlenmistir. Tabloda verilen fenolojik 6zelliklerden erkencilik 4
skalada (I-erkenci, 2-orta erkenci, 3-gecci, 4- c¢ok gecci), yellop
olusturan genotipler (partenokarp) iki skalada (1 ve 0), kabuk rengi
acisindan ise siyahtan yesile kadar 11 skalada degerlendirilmistir. Meyve
cap1 (orten), meyve boyu (ortboy), meyve agirligt (ortma) degerleri igin
ortalamalar verilmistir. Konica Minolta Chroma metre ile 6l¢giilen koyu
kabuk renkli (244-402 arasindaki genotipler) genotiplerin L degerleri
ortalamast 35.6 iken, acik kabuk renkli (402-Banana arasindaki
genotipler) genotiplerin L degerleri ortalamasi 66.3 bulunmustur. Bu
sonuglar, L*’nin 100 degerini aldig1 beyaz renk ile en az 0 degerini aldig1
siyah renk arasindaki degisimi dikkate alindiginda incir kabuk
renklerinin skalanin orta noktasinin yaklasik 15 birim yukar1 ve asagisi
arasinda degistigini gostermektedir (Cizelge 4.5). Chroma metre ile
oOlgiilen a* degerleri ise yine “pozitif a* kirmiz1 rengi, negatif a* ise yesil
rengi temsil etmektedir” bilgisi ile paralellik gostermektedir. Mor kabuk

renkli genotipler pozitif deger alirken, yesil-sar1 kabuk renkli genotipler
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negatif deger almislardir. Benzer sekilde 6l¢iilen b* degeride “pozitif sar1
rengi, negatif b* ise mavi renge karsilik gelir” bilgisiyle paralellik
gostermekte ve Olciilen b* degerleri mor kabuk renkli bireylerde negatif,
sar1 kabuk renkli bireylerde pozitif deger almistir. Bu sonug gorsel renk

verilerinin Chroma ile dlgiilen degerler ile ortiistiigiinii gostermektedir.

Cizelge 4. 5 Bolgeler (Bl),Erkencilik (Er), partenokarpi (Pn), Renk (Rn), meyve kabuk
(OKL, OKA, OKB) ve i¢ rengi (OML, OMA, OMB) eni (OEN), boyu
(OBY), agirligt (OAG) karakterleri agisindan dlgiilen fenotipik degerler.

Gntp BI Bl Er Pr R OEN OBY OAG OKL OKA OKB OML OMA

n OoMB
244 2 2 2 0 1 401 359 348 319 1,2 -2,6 323 171 12,3
243 2 2 1 1 1 355 410 280 29,6 3,0 -2,1 415 19,0 18.4
226 2 2 2 0 1 389 359 248 282 6,1 -1,0 36,9 25,6 17,1
224 2 2 2 0 2 393 395 348 32,7 17,0 6,9 39,0 17,0 157
220 2 2 10 1 47 369 356 321 36 -20 395 186 15g
218 2 2 2 0 3 408 381 332 324 131 7,6 40,6 16,7 16,9
215 2 2 1 0 1 475 382 448 288 6,7 -1,4 40,2 234 14,4
216 2 2 2 0 1 370 392 276 314 2,7 -3,6 479 215 19,6
208 2 2 2 0 2 458 474 488 338 164 102 414 217 4,4
237 2 2 4 0 1 592 529 900 268 49 20 422 201 g4
323 3 4 2 0 2 505 328 520 355 7,0 0,7 43,4 16,9 19,5
255 2 2 2 0 1 437 476 492 30,2 11,0 1,6 40,7 16,3 15,8
1104 1 1 2 0 2 431 459 420 30,0 126 4,0 41,1 16,8 15.8
1026 1 1 2 0 1 533 43,0 624 295 6,1 -2,6 42,4 23,6 21,8
1012 1 1 1 1 1 331 46,7 27,2 293 1,5 -3,4 42,0 214 18,0
1088 1 1 4 0 2 426 365 372 336 11,7 7,6 356 175 12,8
10072 1 1 1 1 1 396 43,7 358 306 4,6 -0,7 431 179 18,2
1068 1 1 3 0 1 452 410 46,0 28,7 2,3 20 426 251 18,1
1065 1 1 3 0 2 488 399 476 311 115 0,9 425 29,1 20,0
1019 1 1 1 1 1 428 429 408 335 5,7 -0,1 44,4 20,7 19,2
1054 1 1 2 0 2 509 443 584 318 9,0 5,3 357 18,1 16,1
528 5 3 3 0 1 346 263 148 294 1,9 -3,6 385 16,9 18,8
712 7 2 2 0 1 422 360 304 276 31 -0,7 374 213 18,2
250 2 2 2 0 1 420 391 364 31,8 3,6 21 380 182 447
316 34 2 01 7

365 323 244 287 4,9 02 415 127 591
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301 3 420 4 391 361 264 583 51 340 468 168 ,gq
281 2 2 2 0 2 321 277 164 332 132 21 391 193 47,
209 2 2 2 05 556 426 668 464 121 170 452 201 174
1112 1 1 2 0 1 384 388 316 320 31 33 443 228 4
1033 1 1 2 0 5 436 329 320 385 155 110 324 189 19
1046 1 1 2 0 5 577 430 744 518 61 326 414 219 50,
1024 11 20 2 323 251 144 518 61 326 371 215 g9
1090 1 1 3 0 2 51,7 392 596 51,3 68 262 406 166 144
1086 1 1 3 0 4 542 439 660 525 -39 349 430 175 |gg
1060 1 1 3 0 6 489 414 520 576 -21 379 458 213 94,
523 5 3 2 0 7 372 27,6 228 433 51 132 411 157 g4
701 7 2 2 0 2 325 306 180 393 211 149 297 208 q,g
249 2 2 2 0 4 410 458 360 467 104 240 359 221 43,
585 5 3 2 0 5 363 342 252 499 70 259 388 181 g,
312 3 4 10 2 402 296 280 349 101 22 378 134 g5
117 1 1 2 0 2 426 327 304 287 67 27 437 141 5
1036 1 1 3 0 2 374 288 208 343 166 93 361 185 g3
1099 1 1 3 0 1 471 412 488 27,7 32 25 424 248 179
704 7 2 2 01 320 292 172 263 29 17 428 256 53,
21 2 2 2 0 2 460 357 400 404 193 111 335 233 g
Scicek 1 1 1 1 1 417 515 442 296 30 -1,9 444 232 193
NdC 8 4 1 1 1 366 477 324 280 31 25 444 241 53
Nazaret 9 4 1 1 6 432 444 422 607 -127 526 372 163 146
402 4 4 2 0 8 497 458 540 708 57 546 397 162 19
38 3 420 9 391 342 284 661 98 551 473 15 35
36 3 4 2 010 378 318 272 622 -74 532 444 175 4,
213 2 2 3 0 9 261 246 92 714 -132 554 372 80 357
326 3 4 3 0 9 527 545 680 690 96 531 472 140 o3
1081 1 1 2 010 491 407 472 655 -117 542 464 124 55,
522 5 3 2 0 9 361 415 282 656 -130 563 444 172 553
53 5 3 2 0 9 423 363 360 695 95 615 372 166 147
245 2 2 2 0 8 383 403 130 -999,0 -999,0 -999,0 -999,0 -999.0 ggq
404 4 4 2 010 423 383 368 703 -75 604 508 150 o4,
401 4 4 3 010 535 575 688 662 -153 533 507 152 45
235 2 2 1 010 521 621 632 675 -114 519 431 246 43,
207 2 2 4 0 8 561 536 358 -999,0 -999,0 -999,0 -999,0 -999.0 gqg g
201 2 2 2 0 9 548 465 636 668 -153 563 539 167 g
1044 11 2 0 9 520 364 520 721 -85 560 476 127 5
1000 1 1 3 010 559 475 720 642 -160 521 514 189 o9og
1041 1 1 2 0 8 485 363 464 696 -97 466 466 99 g
205 2 2 2 09 430 344 352 647 -110 466 528 144 o g
1023 11 2 0

9 482 461 524 694 -102 495 476 103 4192



65

Cizelge 4 5 (Devam)

1013 1 1 1 1 9 519 428 652 67,3 -6,6 51,1 34,7 119 155
1048 1 1 2 0 9 553 437 636 691 -11,3 549 51,7 12,0 253
1032 1 1 4 0 9 630 61,2 458 632 -999,0 55,1 405 129 17,9
1018 1 1 4 0 9 545 526 764 653 -151 508 482 18,0 218
1034 1 1 3 0 9 558 498 724 62,7 -999,0 533 51,7 20,0 2238
1079 1 1 2 0 10435 469 390 67,1 -154 519 51,2 16,3 23.4
1100 1 1 2 0 9 534 436 580 693 -75 555 485 128 238
1058 1 1 2 0 9 420 432 20,6 -999,0 -999,0 -999,0 -999,0 -999,0 9990
542 5 3 2 0 9 482 272 344 656 -103 480 439 209 23,1
519 5 3 2 0 9 421 342 320 659 -92 559 350 172 14,8
711 7 2 2 0 8 391 259 216 71,9 56 574 439 242 24,9
538 5 3 2 0 10435 365 308 67,0 -120 506 381 195 20,1
515 5 3 2 0 9 423 426 346 63,7 -174 498 473 241 21,8
540 5 3 2 0 11 455 411 452 569 -132 36,4 40,7 137 19,1
531 5 3 2 0 9 445 474 46,0 695 -142 515 440 204 20,4
507 5 3 2 0 10570 481 79,2 66,1 -132 525 515 20,8 22.4
541 5 3 2 0 11 425 470 412 500 -140 27,7 382 148 18,8
529 5 3 2 0 11 434 372 30,0 666 -999,0 50,6 58,7 6,1 38,2
511 5 3 2 0 9 45 298 276 669 -106 574 357 227 15,6
506 5 3 2 0 9 465 361 440 672 -106 485 338 132 144
508 5 3 4 0 9 468 409 488 71,4 -67 564 46,1 18,7 18:5
708 7 2 4 0 10551 487 652 634 -153 48,7 474 181 20,7
1080 1 1 2 0 9 501 560 596 676 -96 456 408 21,9 17,6
513 5 3 2 0 114621 503 372 604 -136 49,1 355 191 14,3
503 5 3 2 0 9 466 31,8 388 619 -145 479 418 1572 24.0
253 2 2 2 0 11 457 450 51,2 648 -13,2 46,2 37,2 164 15,8
Bcicesk 1 1 1 1 4 360 388 264 495 49 27,0 448 16,5 19,1
Yediver 1 1 1 1 8 485 469 57,0 622 -141 495 452 16,0 21,8
Banana 8 4 1 1

6 475 632 608 534 -51 381 428 215 174

Bolgeler (orijin)-1-Ege, 2-Marmara,3-Akdeniz, 4-Giineydogu, 5-Karadeniz, 7-I¢ Anadolu, 8-Fransa, 9- isarail-

§ Erkencilik-Geggilik -1:erkenci, 2:orta erkenci, 3:gegci, 4:¢ok gegei

9 Partonekarpi-1:Partenokarp, O:partenokarp olmayan

$ Renk (gorsel):1:siyah, 2:Mor, 3:Koyu Mor, 4:Yesil Mor, 5:Kahve Mor, 6:Sari yesil, 7:Acik Mor, 8:Séri, 9:Séri Yesil, 10:Acik Yesil,
11:Yesil

*L,a,b degerleri
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Meyve ozellikleri i¢in belirlenen 96 adet disi incir kullanilarak 121
adet primerle kurulan PCR’lar sonucu 157 adet molekiiler isaretleyici
olusturulmustur. Bunlardan 127 adeti SRAP, 23 adeti RAPD, ve 7 adeti
SSR’dir.  Ancak Structure programinda Q-matrix hesaplamasinda
birbiriyle korelasyon gostermeyen isaretleyiciler analize dahil
edilebildigi i¢in 20 isaretleyici structure analizine alinmamis, analiz 137
isaretleyici ile yapilmistir. Structure programi sonunda dort alt
popiilasyon olusmus ve her genotipin ait oldugu alt popiilasyon ve ait
olma yiizdesi belirlenmistir (Cizelge 4.6). Bazi genotiplerin dort alt
popiilasyona da ait olma yiizdeleri birbirine yakin iken (243, 250, 541,
503...) bazi genotipler baz1 alt popiilasyonlara hi¢ dahil edilmemistir
(237, 308, 1060...).

Structure programinda elde edilen Q-matrix verileri, fenotipik
veriler ve molekiiler isaretleyici verileri (TASSEL GLM-Q) kullanilarak
iliskilendirme analizi (IH) yapilmistir. Ancak TASSEL programinda
kullanilabilmesi i¢in isaretleyici allellerinin popiilasyonun en az %10 ve
tizerinde temsil ediliyor olmasi gerektiginden, bu kriteri karsilamayan 22
isaretleyici IH analizine alinmamustir. Cizelge 4.7°de verilen analiz
sonuglart 135 isaretleyici kullanilarak elde edilmistir. TASSEL’de
yapilan iligkilendirme analizi sonucu elde edilen p-degerleri
(p_Isaretleyici, p-perm_Isaretleyici ve  p-adj Isaretleyici)  her
isaretleyicinin karakterle olan iliski oranlar1 (Rsq Isaretleyici ve
Rsq Model) TASSEL programinda 3000 permutasyon ile GLM (General
Linear Model) analizi sonuglar1 Cizelge 4.7 de verilmistir. iliskilendirme
analizinde (TASSEL) molekiiler isaretleyici datasi, fenotipik data ve

Structure programinda olusturulan Q-matrix kullanilmistir.
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Cizelge 4. 6 Meyve rengi popiilasyonu igin birbiriyle korelasyon gostermeyen 137
isaretleyici kullanilarak STRUCTURE programinda hesaplanan Q-matrix.

Alt popiilasyon gruplari

Genotipler Q1 Q2 Q3 04
244 0.06 042 026 0.26
243 025 025 025 025
226 040 020 0.21 0.19
224 0.01 024 0.50 0.25
220 0.40 020 0.20 0.20
218 0.01 024 0.50 0.25
215 0.09 043 0.29 0.18
216 025 025 025 025
208 0.60 0.20 0.20 0.00
237 0.50 0.25 0.25 0.00
323 041 039 0.20 0.00
255 0.50 0.25 0.25 0.00
1104 0.12 032 039 0.18
1026  0.50 0.25 0.25 0.00
1012 0.20 0.01 0.60 0.20
1088 045 0.21 0.03 0.30
1071  0.04 0.37 038 0.20
1068 0.60 0.23 0.14 0.04
1065 041 039 0.19 0.01
1019 025 0.25 027 0.23
1054 039 040 0.20 0.00
528 0.05 031 039 0.25
712 0.00 040 0.40 0.20
250 025 025 025 025
316 0.20 040 0.25 0.15
301 049 025 024 0.01
231 025 039 022 0.14
209 0.00 025 0.50 0.25
1112 040 0.20 0.40 0.00
1033 023 0.25 031 0.20
1046 020 0.22 0.20 0.38
1024 0.14 030 031 0.25
1090 0.24 041 0.00 0.35
1086  0.53 0.02 0.05 0.40
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Cizelge 4 6 (devam)
1060 0.20 0.42
523 0.04 0.25
701 0.06 0.45
249 0.03 0.27
535 0.59 0.20
312 0.17 0.31
1117 0.60 0.20
1036 023 0.23
1099  0.07 043
704 0.01 0.25
221 0.20 0.40

Scicek  0.00 0.01

NoiredC 0.20 0.00

Nazaret 0.03 0.26
402 0.20 0.21
308 0.00 0.25
306 0.04 0.40
213 0.00 0.25
326 0.04 0.38
1081  0.27 0.00
522 0.20 0.40
534 0.00 0.25
245 0.15 0.40
404 0.00 0.25
401 0.00 0.40
235 0.18 0.25
207 0.80 0.00
201 0.25 0.50
1044 0.71 0.09
1001  0.25 0.50
1041  0.02 0.20
205 0.50 0.25
1023 0.18 0.23
1013 021 0.26
1048 0.22 0.00
1032 0.25 0.50

1018

0.20

0.60

0.00
0.49
0.28
0.44
0.21
0.36
0.00
0.31
0.28
0.49
0.20
0.74
0.60
0.36
0.39
0.25
0.30
0.25
0.40
0.24
0.20
0.50
0.32
0.25
0.40
0.40
0.00
0.00
0.00
0.00
0.38
0.25
0.21
0.30
0.19
0.00
0.00

0.38
0.23
0.21
0.25
0.00
0.16
0.20
0.23
0.22
0.25
0.20
0.25
0.20
0.35
0.20
0.50
0.25
0.50
0.18
0.49
0.20
0.25
0.12
0.50
0.20
0.17
0.20
0.25
0.20
0.25
0.40
0.00
0.39
0.23
0.59
0.25
0.20



Cizelge 4 6 (devam)
1034 025 0.50
1079  0.24 0.20
1100  0.75 0.00
1058 0.03 0.39
542 0.02 0.25
519 0.02 0.40
711 0.25 0.25
538 0.15 0.26
515 025 0.25
540 0.20 0.20
531 0.03 0.25
507 0.78 0.02
541 0.25 0.25
529 0.63 0.17
511 0.21 0.28
506 0.16 0.40
508 0.19 0.30
708 041 0.26
1080 0.05 0.25
513 0.20 0.20
503 025 0.25
253 0.20 0.20

B.Cicek 0.05 0.06

Yediveren 0.20 0.39

Banana 0.00 0.25

0.00
0.19
0.00
0.36
0.49
0.39
0.25
0.39
0.30
0.20
0.48
0.00
0.25
0.00
0.27
0.25
0.29
0.00
0.39
0.40
0.25
0.40
0.64
0.18
0.49

0.25
0.37
0.25
0.23
0.24
0.19
0.25
0.20
0.20
0.40
0.24
0.20
0.25
0.20
0.24
0.19
0.22
0.33
0.31
0.20
0.25
0.20
0.25
0.23
0.26
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Analiz sonucunda partenokarpi i¢in 3 (M69, M77, M139, gorsel
kabuk rengi i¢in 5 (M55, M109, M113, M119, M142), Konica Minolta L
degeri i¢in 4 (M55, M109, M113, M142), a degeri i¢in 4 (M55, M109,
M113, M137), b degeri i¢in 5 (M20, M55, M109, M113, M142), meyve
eti rengi L degeri i¢in 3 (M137, M109, M9), a degeri i¢in 1 (M6), b
degeri icin 1 (M103), meyve ¢ap1 i¢in 4 (M3, M57, M124, M144), meyve
boyu i¢in 2 (M57, M133), meyve agirhigi i¢cin 6 (M3, M57, M116, M124,
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133, M144) molekiiler isaretleyicinin ii¢ p degeri de 6nemli bulunmustur.
Her fenotipik 6zellik i¢in TASSEL GLM-Q programinda énemli bulunan

isaretleyici igin SAS programinda kiimiilatif R* degerleri bulunmustur.

4.2.2.1 Meyve kabuk rengi (gorsel)

Meyve kabuk rengi agisindan genotipler onbir sinifa ayrilmistir.
GLM-Q analizi sonucu SRAP isaretleyicileri M55 (M6ES5.400), M109
(M12E2.700), M113 (M12E7.650), M119 (M12E5.600) ve RAPD
isaretleyicisi M142 (OPL08.280) kabuk rengi ile 6nemli derecede iligkili
bulunmustur. M55 (M6E5.400) SRAP isaretleyicisinin jel goriintiileri
incelendiginde, sari, yesil kabuk renkli bireylerin ¢ogunlugunda 400
bp’de band olustururken, aym1 band koyu kabuk renkli (mor,siyah)
bireylerin ancak birkag¢ taneside goriilmistiir ( Sekil 4.14).

Bu veriler SAS forward/backward stepwise regresyon analizine
tabi tutuldugunda toplam dort isaretleyici meyve rengini %39’unu, M55
(M6E5.400) SRAP isaretleyicisi tek basina varyasyonun %:20’sini
aciklamigtir (Cizelge 4.8). SAS korelasyon analizi, M55 ile M109
isaretleyicileri arasinda 6nemli bir korelasyon gostermistir. Bu durum, iki
isaretleyicinin ayni renk lokusunu temsil ederken M113 ve ml42
birbirleriyle ve diger isaretleyicilerle herhangi bir korelasyon
gostermemistir. Bu sonucta bu iki isaretleyicinin iki ayr1 kabuk rengi

lokusunu temsil ettigi seklinde yorumlanabilir.
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Cizelge 4. 7 Meyve dzelliklerini belirleyen genlerin IH sonuglar1 p-degerleri.

Trait isaretleyici Locus F_isaretleyicip_isaretleyiciperm_M p-adj M Rsq_Model Rsq M
Parteno Me7Em14.550 M069 125,409 6.46E+00 3.33E+000,0013  0,1527 0,1236
Parteno Me8Em1.300 MO077 98,293 0,0023 0,006 0,115 0,1558 0,0954
Parteno OPMO06.370  M139 117,166 9.55E+00 1.00E+01 0,015 0,1738 0,1139
Renk Me6Em5.400 MO055 110,131 0,0013 0,002 0,039 0,2412 0,0983
Renk Mel2Em2.700 M109 178,092 6.21E-01 3.33E+00 3.33E+00 0,3038 0,1494
Renk Mel2Em7.650 M113 16,043 1.33E-01 6.66E+00 3.33E+00 0,2891 0,1358
Renk Mel2Em5.600 M119 101,446 0,002 0,0017 0,0546 0,2428 83
Renk OPL08.280 M142 106,678 0,0017 0,0017 0,0327 0,2673 0,1071
Ortkr L* ~ Me6EmS5.400 MO055 97,753 0,0024 0,003 0,0816 0,2734 0,0866
Ortkr L*  Mel2Em2.700 M109 206,255 1.95E-01 3.33E+00 3.33E+00 0,3645 0,1639
Ortkr L*  Mel2Em7.650 M113 142,064 3.10E+00 6.66E+00 3.33E+00 0,3162 0,1199
Ortkr L*  OPL08.280 M142 138,694 3.93E+00 0,0013 0,008 0,3237 0,134
Ortkr a* Me6Em5.400 MO55 185,506 4.71E-01 6.66E+00 3.33E+00 0,2895 0,1668
Ortkr a* Mel2Em2.700 M109 200,446 2.55E-01 3.33E+003.33E+00 0,3221 0,1742
Ortkr a* Mel2Em7.650 M113 162,748 1.27E+00 3.33E+00 3.33E+00 0,2909 0,1479
Ortkr a* OPMO06.300  M137 136,889 3.97E+00 6.66E+000,0063  0,2759 0,1255
Ortkr b* Me4Em6.400  M020 94,172 0,0029 0,004 0,0993  0,2743 0,0854
Ortkr b* Me6Em5.400 MO055 99,522 0,0022 0,0027  0,0666 0,2846 0,0868
Ortkr b* Mel2Em2.700 M109 226,626 8.46E-02 3.33E+00 3.33E+00 0,3803 0,1756
Ortkr b* Mel2Em7.650 M113 159,678 1.41E+00 6.66E+00 3.33E+00 0,3363 0,1308
Ortkr b* OPL08.280 M142 15,068 2.32E+00 6.66E+00 3.33E+00 0,3324 0,1437
Ortmer L* OPMO06.300  M137 143,956 2.82E+00 6.66E+00 3.33E+00 0,2899 0,1247
OrtmerL ~ Mel2Em2.700 M109 82.996 0,0051 0,006 0,2373  0,2492 0,0779
OrtmerL ~ Me3Em7.150 MO009 88.631 0,0038 0,0047 0,1433 0,252 0,0808
Ortmer a¥* Em2Em3.80  MO006 91,469 0,0033 0,003 0,1063  0,2617 0,0804
Ortmer.b  Mel2e1.200 M103 81.524 0,0055 0,0047 02153 0,1958 0,0809
orten Mm2EmS5.50  MO003 105,498 0,0017 0,003 0,0467 0,279 0,0895
orten Me6Em5.100  MO057 110,203 0,0013 0,0027 0,0323  0,2704 0,0946
orten Mel2Em15.200 M124 101,847 0,002 0,002 0,0523  0,2639 0,0893
orten OPL07.290 M144 157,086 1.51E+00 3.33E+00 3.33E+00 0,3039 0,1257
ortboy Me6Em5.100  MO057 146,694 2.44E+00 3.33E+003.33E+00 0,1555 0,1457
ortboy OPMO06.600  M133 103,023 0,0019 0,002 0,0506  0,1197 0,1067
ortma Me2Em5.50  M003 136,651 3.86E+00 6.66E+00 0,006 0,2224 0,125
ortma Me6Em5.100  MO057 14,43 2.72E+00 1.00E+01 3.33E+00 0,2274 0,1312
ortma Mel2Em6.50 M116 10,347 0,0018 0,0017 0,0427 0,1879 0,0977
ortma Mel2Em15.200 M124 119,778 8.49E+00 0,0017 0,0163 0,2107 0,1126
ortma OPMO06.600  M133 103,327 0,0018 0,0017 0,044 0,2007 0,0972
ortma OPL07.290 M144 132,535 4.61E+00 6.66E+000,0067  0,2186 0,119
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T

Sekil 4. 14 M6ES SRAP primerinin 96 disi genotip ile yapilan PCR sonucu.

Cizelge 4. 8 Meyve kabuk rengi (gorsel) karakterini belirleyen gen(ler)in iliskilendirme
haritalamasi sonucu p-degerleri 6nemli bulunan isaretleyicilerin karakterle
olan iligki oranlar1

Stepwise Reg
Kimiilatif R®

Intercept  7.31294  0.84287 663.65269 75.28 <.0001 (%)
M55 2.46887  0.74934  95.70174 10.86 0.0016 20
M109 -2.00340 0.80621  54.44074 6.18 0.0154 28
M113 -1.97921  0.78078  56.65033  6.43 0.0135 34

M142 -1.62504 0.71940 44.98517 5.10 0.0271 39
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4.2.2.2 Meyve kabuk rengi L degeri

TASSEL GLM-Q analizi sonucu M55 (M6E5.400), M 28
(M5E10), M113 (MI12E7.650), M109 (M12E2.700) ve RAPD
isaretleyicisi M142 (OPL08.280) isaretleyicileri meyve kabuk rengine
ait L degeri ile olan iligkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.7). SAS
stepwise regresyon analizi sonucunda M55 (M6E5.400) isaretleyicisi L*
degerinin tek basina %20’sini, diger dort isaretleyicinin de eklemesiyle
toplam %@44’linli aciklayabilmistir. SAS korelasyon analizi sonucunda
M28, M55 ve M109 isaretleyicileri arasindaki korelasyon bulunmus,
M113 ve MI142 ise bagimsiz bulunmustur. Gorsel kabuk rengi
sonuglarinin SAS programi sonuglarinda da M113 ve M142 bagimsiz
lokuslarla iligkili bulunmus, M55 ve M109 isaretleyicileri arasindaki
onemli korelasyon nedeniyle aym lokuslarla iliskili olduklar
belirtilmisti. Bu sonuglar 151¢inda kabuk rengi L* degeri i¢in li¢ ayri

lokusun tespit edildigi soylenebilir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4. 9 Meyve kabuk rengi Chroma L* degerini belirleyen gen(ler)in iliskilendirme
haritalamasi sonucu p-degerleri 6nemli bulunan isaretleyicilerin karakterle
olan iligki oranlari.

Stepwise

Reg

Kumtlatif

Intercept 57.07929  3.89871 38354 214.35 <.0001 R® (%)

M109 -8.99456  3.66151 1079.76988  6.03 0.0168 7
M142 -5.93025  3.48623 517.75633 2.89 0.0938 12
M113 -9.96201  3.63089 1346.97946  7.53 0.0079 21
M28 9.40034 5.59502 505.09863 2.82 0.0978 24

M55 9.14332 3.61381 1145.43440 6.40 0.0139 44
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4.2.2.3 Meyve kabuk rengi a degeri

Konica Minolta CR-400 ile 6lgiilen kabuk rengi a* degeri i¢in M55
(M6ES5.400) isaretleyicisi tek basina a* degerinin %23’linii, M113
(M12E7.650), M109 (M12E2.700) isaretleyicileri ile birlikte bu degerin
%44 int agiklamistir (Cizelge 4.10). SAS programi sonucunda M55 ve
MI109 isaretleyicileri arasindaki korelasyon onemli bulunmus ve iki
isaretleyicinin tek bir lokusu temsil ettigi ve M 113 isaretleyicisinin farkli

bir a* lokusuyla iligkili oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4. 10 Meyve kabuk rengi Chroma a* degerini belirleyen gen(ler)in
iligkilendirme haritalamasi sonucu p-degerleri onemli bulunan
isaretleyicilerin karakterle olan iligki oranlart.

Stepwise Reg
Kimalatif R

Intercept -5.14749 2.02705 364.58620 6.45 0.0131 (%)
M109 6.79345  1.96057 678.82038 12.01 0.0009 9
M55 -7.12548  1.74130 946.70908 16.74 0.0001 32
M113 6.55715 1.86306 700.35231 12.39 0.0007 44

4.2.2.4 Meyve kabuk rengi b degeri

Konica Minolta ile dlgiilen b* degeri i¢in yapilan TASSEL (GLM-
Q) analizi sonucu b degeri ile M20 (M4¢e6.400), M55 (M6ES5.400), M113
(MI12E7.650), MI109 (M12E2.700) ve MI142 (OPL08.280)
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isaretleyicileri arasindaki iliski dnemli bulunmustur. SAS programina
alman bu isaretleyicilerden M109 isaretleyicisi tek basina b* degerinin
%20’sini agiklamis, M 142 tek basina %4, M113 % 12, M55 % 7 ve M20
% 5’ini aciklamustir. Isaretleyicilerin hepsi b degerinin % 48’ini
agiklamistir. SAS analizi soncunda M20 ile M142 ve M55 ile M109
isaretleyicileri arasindaki korelasyon Onemli bulundugu i¢in bu
isaretleyicilerin lokuslar1 temsil ettigi, M113 isaretleycisi b degeri
acisindan diger isaretleyiciler ile korelasyon gostermemesi nedeni ile

farkli bir lokusu temsil ettigi sdylenebilir.

Cizelge 4. 11 Meyve kabuk rengi Chroma b* degerini belirleyen gen(ler)in
iligkilendirme haritalamasi sonucu p-degerleri Onemli bulunan
isaretleyicilerin karakterle olan iligki oranlar1.

Stepwise
Reg
Kimiilatif R

Intercept 45.00762 5.41982 22725 68.96 <.0001 (%)
M109 -12.98169 5.22291 2035.84259 6.18 0.0157 20
M142 -9.20390 4.72006 1253.01270 3.80 0.0558 24
M113 -15.53756 5.10717 3050.09328 9.26 0.0035 36
M55 13.58585 4.74977 2696.10559 8.18 0.0058 43
M20 -9.85808 4.86592 1352.57954 4.10 0.0472 48

4.2.2.5 Meyve i¢ rengi L degeri

Meyve i¢ rengi acgisindan da L*a*b* degerleri alinarak TASSEL

GLM-Q programinda analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
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M137 (OPM06.300), MI109 (M12E2.700) ve M9 ( M3E7.150)
isaretleyicilerinin meyve i¢i L* degeriyle 6nemli iliski gosterdigi tespit
edilmistir. M9 tek basina meyve i¢ rengi L degerinin % 16’sin1
aciklarken, ii¢ isaretleyici toplam meyve i¢i L* degerinin %34 unu
aciklamistir (Cizelge 4.12). SAS analizleri sonucunda M109 ve M137
isaretleyicileri arasinda 6nmeli korelasyon bulunmus ve bu durum iki
isaretleyicinin ayn1 lokusu temsil ettigi seklinde yorumlanirken M9
isaretleyicisi diger iki isaretleyici ile korelasyon gostermedigi igin farkli

bir lokusu temsil ettigi diistiniilmektedir.

Cizelge 4. 12 Meyve i¢ rengi Chroma L* degerini belirleyen gen(ler)in
iliskilendirme haritalamasi sonucu p-degerleri 6nemli bulunan
isaretleyicilerin karakterle olan iligki oranlar.

Intercept 39.46935 1.43555 16253 755.93 Stepwise Reg
<.0001 Kumiilatif R® (%)
M137 3.57039 1.08858 231.29031 10.76
0.0015 13
M9 4.48212 1.03579 402.60116 18.73 <.0001 29
M109 -2.73067 1.17699 115.72984 5.38
0.0229 34

4.2.2.6 Meyve i¢ rengi a ve b degeri

Meyve i¢i rengi a* ve b* degerleri i¢in TASSEL programinda p
degerleri 6nemli bulunan M6 ve M103 isaretleyicileri, SAS programina
almmis ve M6 (M2E3.80) a* degerinin %13’ini, M103
(OPMO06.300)isaretleyicisi b* degerinin %12’sini agikladig1 tesbit

edilmistir. (Cizelge 4.13). Meyve i¢ rengi i¢in Onemli bulunan
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isaretleyiciler (M2E3.80 ve OPM06.300) meyve kabuk rengi ile iliski
veren isaretleyicilerden farklidir. Bu durum meyve kabuk rengi ile meyve

i¢ rengini kontrol eden genlerin farkli olabilecegi anlamina gelmektedir.

Cizelge 4. 13 Meyve i¢ rengi Chroma a* ve b* degerlerini belirleyen gen(ler)in
iligkilendirme haritalamas1 sonucu p-degerleri o6nemli bulunan
isaretleyicilerin karakterle olan iligki oranlar.

Stepwise Reg
Kimiilatif R®
Intercept 15.27273  0.86233 5131.63636 313.68 <.0001 (%)

M6 3.68361 0.98693 227.90064 13.93 0.0003 13
Stepwise Reg
Kimiilatif R?

o)

Intercept  18.63559  0.59054 20490 995.83 <.0001 (%)

M103 3.46441 1.01715 238.69373 11.60 0.0010 12

4.2.2.7 Erkencilik/geccilik

Erkencilik-geceilik agisindan  TASSEL (GLM-Q) programinda
yapilan analizlerde p Isaretleyici ve p Permutation degerleri acisindan
p<0.05 den daha 6nemli ¢ikmasina ragmen, popiilasyon yapisini dikkate
alan p-adj Isaretleyici degerleri bu isaretleyicilerin hepsinde p>0.1 den
biiyiik ¢ikmigtir. TASSEL (GLM)-Q programinda 6nemli bulunup SAS
programina alinabilmesi i¢in ii¢ p degerinin de Onemli bulunmasi
gerekmektedir. Analiz sonucunda bu sart yerine getirilemedig igin
erkencilik-geggilik karakteri i¢cin iliskilendirme analizinde
erkencilik/geccilik fenotipi ile 6nemli iligki gdsteren isaretleyici tesbit

edilememistir.
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4.2.2.8 Partenokarpi (yellop olusturma o6zelligi)

Disi incirler dollenme biyolojisi agisindan ii¢ gruba ayrilirlar.
Meyve olgunlagtirmak i¢in mutlaka déllenmeye ihtiya¢ duyan ¢esitler,
yellop i¢in dollenmeye ihtiyag duymadiklart halde iyiloplarin
olgunlastirmak i¢in dollenmeye ihtiya¢ duyanlar ve hem yellop hem de
tyilop ftriinlerini d6llenme olmadan olgunlastirabilenler (Storey, 1975).
Calismamiza dahil edilen partenokarp cesitler, ilkbahar {iriinii (yellop)
icin dollenmeye ihtiyag duymamasi nedeni ile ilk iiriin (yellop) meyvesi
olusturan cesitlerdir. Belirtilen partenokarpi 6zelligi i¢in 11 adet genotip
tesbit edilmistir. iliskilendirme Haritalamas1 Analizinde %10’un altinda
temsil edilen karakter tip II hata vermektedir. Partenokarp genotiplerin
sayist bu sinira ¢ok yakin oldugu i¢in sonuglarin istatistiki giicli zayiftir.
Bu durum g6z 6niine alinarak yapilan TASSEL GLM-Q analizlerinde ve
ele aliman 11 genotip i¢in ii¢ isaretleyicinin (M69, M77 ve M139) p
degerleri 6nemli bulunarak SAS programinda Stepwise analize tabi
tutulmustur. Analiz sonunda. M77 (M8E1.300) isaretleyicisi tek basina
partenokarpi 6zelliginin %17’sini, M139 (OPM06.370) isaretleyicisiyle
beraber varyasyonun %25’ini aciklamistir (Cizelge 4.14). Analiz sonunda
M69 (M7E14.550) ve M139 isaretleyicileri arasinda 6nemli korelasyon
bulunmustur. M77 isaretleyicisi ile diger iki isaretleyici arasinda
korelasyon olmamasi bu isaretleyicinin digerlerinden bagimsiz oldugu
seklinde yorumlanabilir. Partenkarpi 6zelligi incir yetistiriciligi ve 1slahta
oenmli bir 6zellik oldugu icin ileride partenokarp birey sayisi arttirilarak

daha etkili isaretleyiciler bulunabilir.
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Cizelge 4. 14 Partenokarpi karakterini belirleyen genin iligkilendirme haritalamasi
sonucu p-degerleri onemli bulunan isaretleyicilerin karakterle olan iliski

oranlari.
Intercept 0.47193 0.07394 3.01841 40.74 Stepwise Reg
<.0001 Kimiilatif R® (%)
M77 -0.34687 0.07674 1.51363 20.43
<.0001 17
M139 -0.17983 0.05742 0.72668 9.81
0.0023 25

4.2.2.9 Meyve cap1 (eni)

Yapilan dlgiimlerde meyve capt 25.9 mm ile 62.0 mm arasinda
degisen degerler almistir. Meyve c¢ap1 ile iligkisi Onemli oldugu
belirlenen ii¢ isaretleyici tespit edilmistir. Cizelge 4.15°de belirtilen M3
(M2E5.50), M57 (M6ES5.100) ve M144 (OPL07.290) isaretleyicileri
toplam varyasyonun % 41’ini acgiklamistir. RAPD isaretleyicisi olan

M144 tek basina meyve ¢apinin %24’ linii agiklamistir.

Cizelge 4. 15 Meyve c¢apini belirleyen gen(ler)in iligskilendirme haritalamast sonucu p-
degerleri 6nemli bulunan isaretleyicilerin karakterle olan iligki oranlari.

Stepwise
Reg
Intercept 53.09989 1.53938 39891 1189.85 Kimilatif
<.0001 R® (%)
M144 -6.02680 1.26588 759.93101 22.67
<.0001 24
M57 -4.54559 1.39316 356.91625 10.65
0.0016 34
M3 -5.30793 1.68066 334.40631 9.97

0.0022 41
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4.2.2.10 Meyve boyu

Meyve boyunu belirleyen lokuslara bagh iki isaretleyici, M57
(M6E5.100) ve M133 (OPM 06.600) tespit edilmistir. Bu iki isaretleyici
toplam varyasyonun %21’ini ag¢iklamistir ve MS57 tek basina bu
varyasyonun %]17’sini agiklamistir (Cizelge 4.16). M57 isaretleyicisi

meyve eninin de %10’ unu agiklamistir.

Cizelge 4. 16 Meyve boyunu belirleyen gen(ler)in iliskilendirme haritalamasi sonucu p-
degerleri 6nemli bulunan isaretleyicilerin karakterle olan iligki oranlari

Stepwise
Reg
Intercept 43.75203 0.99650 109495 1927.70 Kimilatif
<.0001 R® (%)
M57 -6.16778 1.90486 595.50403 10.48
0.0017 17
M133 -3.82042 1.82390 249.21452 4.39
0.0390 21

4.2.2.11 Meyve agirhgi

Ortalama meyve agirligi, yapilan Olglimlerde 42.1 gram olarak
belirlenmistir. En diisiik meyve agirligi 9.2 gram en yiiksek ise 90 gram
olarak tartilmistir. Meyve agirligi icin TASSEL (GLM)-Q analizinde
onemli bulunan alt1 isaretleyici (M3, M57, M116, M124, 133, M144)
SAS programinda Stepwise analize tabi tutulmus ve bu isaretleyicilerden
bes tanesi meyve agirhiginin  %46’sim1  agiklayabilmistir. M124
(M12E15.200) tek basina meyve agirligmin %18’ini, M57 (M6ES5.100)
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tek basina %12’sini aciklamistir. M116 (M12E6.50) hari¢ diger dort
isaretleyici ayn1 zamanda meyve eni veya meyve boyu karakterleriyle de
onemli iliski gostermistir. Bu durum, meyve eni, boyu ve agirligini
belirleyen ortak genom bdlgelerinin oldugunu gostermektedir. Sozi
gecen bes isaretleyicinin kendi aralarindaki korelasyonuna bakildiginda
(SAS) M57 ve M133 bir lokusu, M3, M116 ve M144’{inde bir baska
genetik lokusu temsil ettigi goriilmiistiir. Bir baska ifade ile meyve
agirligi i¢in iki lokusa bagli bulunan bes isaretleyici toplam varyasyonun
%46’sini agiklarken meyve boyunu belirleyen tek bir lokusa iki
isaretleyici bagl bulunmus ve toplam varyasyonun %21’ini agiklamistir.
Benzer sekilde, meyve enini belirleyen iki lokusa bagl {i¢ isaretleyici

toplam varyasyonun %41 ini ac¢iklayabilmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4. 17 Meyve agirhigini belirleyen gen(ler)in iliskilendirme haritalamasi sonucu
p-degerleri Onemli bulunan isaretleyicilerin karakterlerle olan iligki

oranlart.
Intercept 67.40464 3.94610 51566 291.77 <.0001 Stepwise

Reg
Kimilatif
R? (%)

M57 -8.68088 3.47197 1104.82131 6.25 0.0145 12

M3 -12.06940 3.93082 1666.18075 9.43 0.0029 21

M124 -10.64354 2.95831 2287.71091 12.94 0.0006 39

M116 =-7.27708 3.29901 859.93315 4.87 0.0303 42

M13 -8.77234 3.33425 1223.34906 6.92 0.0102 46
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada 47 erkek ve 49 disi genotipten olusan erkek-disi
popiilasyonu ve 96 disi genotipten olusan meyve oOzelliklerini
inceledigimiz  popiilasyon olmak {izere iki incir popiilasyonu
olusturulmustur. Calisma sonunda iilkemizin farkli bolgelerini temsil
eden erkek ve disi incir popiilasyonlar1 arasindaki ve popiilasyonlarin
kendi igerisindeki filogenetik iligskiler, RAPD, ISSR, SSR ve SRAP
primerleri kullanilarak ortaya konulmustur. NTSYS programinda erkek
ve disi poplilasyonu i¢in 150, meyve Ozelliklerinin incelendigi
popiilasyon i¢in 157 molekiiler isaretleyici analiz edilmistir. Molekiiler
veriler kullanilarak yapilan filogenetik iliski analizleri sonucunda
genotipler erkek/disi karakterlerine gore kesin gruplara ayrilmamuistir.
Erkek ve disi genotipler arasinda ¢ok belirgin bir genetik farklilik
olmamasi1 her erkegin sonugta bir disiyle melezlenerek olustugu
diistintilirse beklenen bir sonugtur. NTSYS programinda yapilan
analizler sonucunda erkek ve disi genotipler ayrilmazken Temel
Bilesenler Analizi sonucunda olusturulan grafikte erkek ve disilerin
ayrildigr goriilmiistiir. Bunun sebebi de metodlarda kullanilan hesaplama
yontemlerinin  farkliligi  olabilir. UPGMA benzerlik katsayisim
hesaplamak i¢in DICE metodunu kullanirken Temel Bilesenler Analizi
kovaryans matrisini kullanmaktadir. Filogenetik analizler sonucunda
farkli bolgelerden alinan genotiplerin bazilar1 birbirine daha yakin dursa
da genel olarak genotipler cografik orijinlerine gore belirgin gruplara

ayrilmamistir.
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Ancak fenotipik veriler de eklenerek yapilan analizde genotiplerin
baz1 Ozelliklerine gore gruplara ayrildigi goriilmistir. Bu sonug,
fenotipik veriler kullanilarak olusturulan ve genotiplerin birbirlerine olan
yakinliklarin1 ortaya koyan dendrogamlarin molekiiler veriler ile elde

edilenlerin yerini alamayacag1 gostermektedir.

Filogenetik analizler sonucunda elde edilen dendrogramlardan,
1slah programlarinda kullanilmak istenen genotiplerin se¢iminde ve
genetik kaynaklarin muhafazasinda yararlanilabilir. Genetik olarak
birbirine ¢ok yakin olan genotipler arasinda tercih yapilarak bazilar
elimine edilebilirken birbirinden ¢ok farkli duran genotiplerin genetik

kaynak olarak 6zellikle muhafaza edilmesi tercih edilebilir.

Genotiplerin gercek orijinleriyle ilgili bilgilerin daha net ortaya
konulmasi i¢in ileride yapilacak caligmalara kloroplast ve mitokondri

DNA isaretleyicilerinin kullanilmasi 6nerilebilir.

Calismanin  molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi kisminda
erkek/disi karakterinin %77 sini aciklayan 5 molekiiler isaretleyici
belirlenmistir. Bu bes isaretleyiciden bir tanesi (MS2FEM10) erkek/disi
karakterinin %66’sim1 tek basina aciklamaktadir. F. fulva ile yapilan
caligmada gelistirilen erkek spesifik AFLP isaretleyicisinin biitiin erkek
bireylerde band verdigi ancak disi bireylerde band olusturmadigi
belirtilmistir (Parrish et al., 2004). SCAR isaretleyicisine doniistiiriilen
erkek specifik isaretleyiciler polimorfik o6zelliklerini kaybetmiglerdir.
Bizim ¢alismamizda tek basina erkek fenotipinin %66’sin1 agiklayabilen

MS2FEMI10 isaretleyicisi F.fulva’da erkek bireyler igin gelistirilmis
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AFLP primeri ile SRAP primerinin kombinasyonu ile elde edilmistir ve

F. fulva igin elde edilen sonucu desteklemektedir.

Erkencilik/geccilik i¢in Oonemli bir isaretleyici belirlenememistir.
Partenokarpi (yellop olusturma) ozelliginin %25’ini aciklayan iki
isaretleyici belirlenmistir. Ancak TASSEL programinda analize alinan
allellerin popiilasyonun en az %10’nunda temsil ediliyor olmasi1 gerektigi
kuralima gore partenokarpik genotip sayist sinirda oldugu igin

sonuglarimizin istatistiki glicii kismen zayiftir.

Kabuk rengi icin gorsel degerler ve Chroma meter ile 6l¢iilen L, a
ve b degerleri icin ayr1 ayri analiz yapilmis ve gorsel veriler i¢in 5
molekiiler isaretleyicinin kabuk renginin % 39’unu acikladigi
belirlenmistir. Choroma metre L degeri i¢in 5, Chroma metre a degeri
icin 3, b degeri i¢in 5 molekiiler isaretleyici onemli bulunmustur. Meyve
i¢ renginin Chroma metre L degerinin % 34’{inili aciklayan 3 isaretleyici
belirlenmistir. Meyve et rengi Chroma a degerini %13 ve b degerini %12
aciklayan birer molekiiler isaretleyici belirlenmistir. Meyve kabuk rengi
ve meyve i¢ rengi icin farkli isaretleyicilerin belirlenmesi meyve kabuk
rengi ile i¢ renginin farkli genler tarafindan kontrol edildigi seklinde

yorumlanabilir.

Meyve ¢apinin %41’ini agiklayan 3 isaretleyici, meyve boyunun %
21’ini agiklayan 2 isaretleyici ve meyve agirliginin % 46’sin1 agiklayan 5
molekiiler isaretleyici belirlenmistir. Meyve ¢api, meyve boyu ve meyve
agirligi igin belirlenen isaretleyicilerin ortak olmasi bu 6zellikleri kontrol
eden genlerin ayni yada birbirine yakin lokuslarda oldugunu seklinde

yorumlanabilir.
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Sonu¢ olarak calisma, Iliskilendirme Haritalamasi Yonteminin
haritalama popiilasyonu olusturulmadan dogal popiilasyonlar kullanilarak
meyve agaclarida uygulanabilecegini  gostermektedir. Haritalama
popiilasyonu olusturmanin ¢ok zaman aldig1 ve 1slah ¢calismalarinin uzun
yillar siirdiigli meyve agaclarinda dogal popiilasyonlarin kullanilmasi
temeline dayanan iligkilendirme analizi yonteminin meyvecilikte
molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi ¢aligmalarina ivme kazandirmasi
ve 1slah programlarinin daha kisa siirede tamamlanmasina katkida
bulunmasi beklenmektedir. Bu anlamda erkek ve disi karakterinini tek
basma %66’sm1 aciklayan M130 molekiiler isaretleyicisi SCAR

isaretleyicisine doniistiiriilerek 1slah ¢alismalarinda kullanilabilir.

Giliniimiizde incir 1slah ¢alismalarinda hedef sar1 kabuk rengi, beyaz
meyve eti, iri meyve, tasinmaya dayanikli kabuk ve partenokarp
ozelliklerini tasiyan cesitler elde etmek oldugu gz Oniine alinirsa meyve
ozellikleri ile ilgili isaretleyicilerin 1slah ¢alismalari i¢in 6nemi daha iyi
anlasilabilir. Ileride yapilacak ¢alismalarda meyve ozellikleri i¢in daha
giivenilir molekiiler isaretleyiciler elde edilebilmesi i¢in daha detayli
genom taramasina ihtiya¢ duyulacaktir. Bunun i¢in isaretleyici sayisini
arttirarak (3 cM’ da bir isaretleyici olacak sekilde) daha detayli bir
calisma yapilabilir.

Incirde déllenme isleminin (ilekleme) zorluklar1 ve ileklemenin
beraberinde getirdigi bazi olumsuzluklar1 elimine edebilmek igin
partenokarpi 1slah calismalarinda yeni elde edilecek ¢esitte bulunmasi
istenen bir Ozelliktir. Partenokarpi ig¢in genotip sayisinin siirli olmasi
elde ettigimiz sonuglari olumsuz etkilemistir. Bu nedenle ileride

yapilacak caligmalarda partenokarp birey sayisi arttirilarak bu 6zellik
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icinde 1slah caligmalarinda kullanilmak {iizere sunulabilecek molekiiler

isaretleyiciler elde edilebilir.
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