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oz
Baz1 Erkek Incir Cesitlerinin RAPD Belirtecleri ile Tanimlanmasi

Bu ¢alismanin materyalini Aydin ilinden segilen 23 adet erkek incir (Ficus
carica caprificus) gesidi ve klonlan olugturmustur. PCR tabanli RAPD yontemi ile
toplam 30 adet 10 baz dizilimli primer test edilmistir. Biiytiklikleri 250 - 3500 bp
arasinda degisen toplam 195 adet bant elde edilmigtir. Bu bantlardan 51 adedi
polimorfizm g&sterirken, 144 adet bant monomorfizm gostermistir. Caligmada ‘Seytan-
1’, “Yanako-1’ ve ‘Yanako-2’ klonlar1 arasmnda polimorfizm bulunmustur. Cesitlerin
bant desenine goére ¢ikartilan dendrograminda (soy agacr) bireyler iki grupta
toplanmuglardir. Caligilan gesitler arasinda en yiiksek benzerlik (%92.6) ‘Seytan-1’ ile
‘Seytan-2’ arasinda ¢ikmigtir. En diigik benzerlik ise (%62.2) ‘Yanako-2,,’ ile
‘Karaerkek’ gesitleri arasimnda ¢ikmastir.

Anahtar Kelimeler: Ficus carica caprificus, RAPD, benzerlik matriksi, dendrogram

ABSTRACT

Identification of Some Male Fig Cultivars with RAPD Markers

Twenty three male fig (Ficus carica caprificus) cultivars and clones selected at
Aydin province were the plant materials for this research. Total of 30 (10-mer) primers
were tested with PCR-based RAPD technique. The total number of bands obtained was
195 whose molecular weight changed between 250 - 3500 bp. While polymorphism was
seen 51 of these bands, 144 of which were monomophic. The polymorphism was
observed among the clones of ‘Seytan-1°, “Yanako-1’, and ‘Yanako-2’. The dendrogram
constructed according to the band patterns of the cultivars and their clones. Among the
studied genotypes, the highest similarity percentage (92.6%) was between ‘Seytan-1’
and ‘Seytan-2’. The lowest similarity value was 62.2% of ‘Yanako-27,’ and ‘Karaerkek’

cultivars.

Key Words: Ficus carica caprificus, RAPD, similarity matrix, dendrogram,
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1. GIRIS

Incir (Ficus carica L., 2n=26), Moraceae familyasinda yer alan meyve
tirtidiir. Berg’e gbre Ficus cinsi igerisinde yaklasik 400 adet monoik ve 350 adet
ginodioik tiir bulunmaktadir (Parrish ve ark. 2004). Anavatanm1 Anadolu’yu da igine
alan Akdeniz havzasidir. 2004 iiretim istatistikleri incelendiinde Tiirkiye, diinya
toplam taze incir firetiminin (1,089,245 t) %25.7’sini (280,000 t) karsilamaktadir
(Anonim 2004). 2003 istatistiklerine gore Tiirkiye diinya toplam taze incir ihracatinin
(23,862 t) %38.3’1inii (9,138 t) gerceklestirerek birinci siradadir. Diinya kuru incir
ihracatinda (71,835 t) s6z sahibi iilkeler Tiirkiye (42,081 t), fran (9,285 1), Ispanya
(3,551 t), ABD (3,390 t) ve Yunanistan (3,279 t) iken, diinyada en ¢ok kuru incir
ithalat1 (71,432 t) yapan iilkeler ise Almanya (8,861 t), Fransa (8,073 t), ABD (7,572
t), italya (6,248 t) ve Hong Kong (5,325 t)’dur (Anonim 2003). Tiirkiye’nin toplam
incir iiretiminin %60.7’sini Aydin ili (142,650 t) kurutmalik ‘Sanlop’ ¢esidi ile
karsilamaktadir (Anonim 2001).

Cigek yapisi ginodioik olan incirde erkek bireyler (hermafrodit) ve disi
bireyler (dioik) ayridir. Erkek incir (F.carica caprificus)’de bir ¢igekte, erkek
cigekler ve dumura ugramug olan disi gal gigekleri birlikte bulunur. Erkek ¢igekler
ostiole (agiklhik) yakin, gal cigekleri ise meyve (sikonyum) sapina yakin olarak
dizilmislerdir. Digi incir (F.carica domestica)’de ise sadece disi gigekler vardir.
Erkek ve disi afaglarda belirli araliklarla birbirine paralel olarak ii¢ dénem
ciceklenme olmaktadir. Erkek incirlerde ilek (profichi), ebe (mammoni) ve boga
(mamme) ¢icekleri swrasiyla ilkbahar, yaz ve kis donemlerinde olusur. Aym
dénemlerde ise disi incirlerde, yellop (fiori), iyilop (pedagnuoli) ve sonlop
(cimaruoli) ¢igekleri meydana gelir (Oncel 1969).

Cogu incir ¢esidi meyve olusturmak igin mutlaka déllenmeye (caducous)
ihtiyac duyar. Baz ¢esitler ise partenokarpik olarak (d6llenmeden, persistent) meyve
olusturabilirler. Aydin’da en fazla yetigtiriciligi yapilan kurutmalik incir gesidi

‘Sarilop’ mutlaka déllenmeye ihtiya¢ duyar. Déllenmenin saglanmast igin, disi incir



agaclarinda iyilop ¢igeklerinin oldugu donemde olgunlagan ilek cigeklerinin disi
agaclar tizerine birakilmasi gerekir. Bu isleme “ilekleme” denir ve Ege Bolgesi’nde
haziran aymda yapilir. Bu amagla kullamilan erkek incir meyvelerine de “ilek™ denir.

Kaliteli bir incir meyvesi elde etmek i¢in kaliteli ilek kullanmak birincil hedeftir.

Farkli zamanlarda gelisip olgunlasan meyveler, erkek incir ¢igekleriyle ortak
yagam stren ilek aricify (Blastophaga psenes L1.)’nin yasam dongiisiini
tamamlayabilmesi i¢in gereklidir. Ilek meyvesi igerisinden ilek aricign ¢ikarken
tizerine aldig1 polenlerle birlikte, hayatint siirdiirebilmek i¢in o dénemde bulunan
erkek agac lizerindeki ebe ¢iceklerine veya disi agag tizerindeki yaz tiriinii olan iyilop
ciceklerine girer. Bu sekilde iizerinde bulunan polenlerle iyilop g¢igeklerinde tozlama
gorevini yaparak i¢i dolgun ¢ekirdekler yani gercek incir meyvelerini olusturur
(Kabasakal 1990).

Giintimiizde olduk¢a gelir getiren bir iirtin olan ileklerle kapama bahgeler
kurulmas: giindemdedir. Fidan temini ve bahge tesisi agamasinda ismine dogru erkek
incir fidani tretimi konularinda c¢esit karigimi siiphesine dusfilen durumlarda
molekiiler belirtegler, heniiz pratikte kullanmak i¢in pahali olmasina ragmen, gesit
tayininde kullamlan kaynaklardan bir tanesidir. Kapama meyve bahgesi kurmanin
maliyeti oldukga yiiksektir. Bahgeye dikilen bir meyve fidam ortalama olarak 2-3 yil
sonra meyve vermeye baglar ve ancak o zaman diktigimiz fidamn ismine dogru

oldugu anlasilir. Bu riskin 6nlemek i¢in molekiiler belirtegler kullamlabilir.

Bitki g¢esitleri, morfolojik, fenolojik, fizyolojik ve pomolojik Ozellikleri
yoluyla birbirinden ayirt edilebilmektedir. Birbirine genotipik (DNA diizeyinde)
yonden ¢ok yakin akraba olan gesitleri fenotipik 6zelliklerine gore ayirt etmek
oldukga zor olabilir. Fenotipik yonden birbirinin aynisi gibi goriinen ve farkhi isim
verilen iki birey, ancak genotipik yonden farkliliklarinin belirlenmesinden sonra
kesin olarak tamimlanabilirler. DNA’nin ¢ogaltilmasini temel alan PCR (Polymerase

Chain Reaction = Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’m 1983 yilinda Kary Mullis



tarafindan bulunmasiyla molekiiler ¢aligmalar baglamugtir (Saiki ve ark. 1985). 1990
yilinda iki ayr1 arastirmaci grubu Welsh ve McClelland (1990) ile Williams ve ark.
(1990) genomik DNA’mn baz dizilimini bilmemize gerek kalmadan PCR yontemi ile
tek bir primer kullanilarak genetik farkliligin tespit edilmesi i¢in iki farkli ySntem
gelistirmiglerdir. Bu y6ntemler temelde aym prensibe dayanir, ancak isim olarak
farkldir. Bu yontemlere RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA = Rastgele
Cogaltilmis DNA Farkliligi, Williams ve ark. 1990) ve AP-PCR (Arbitrarily Primed-
PCR = Rastgele Baslaticili-PCR, Welsh ve McClelland 1990) ismi verilmistir.
Sonraki yil Caetano-Anolles ve ark. (1991) benzer bir yontem - DAF (DNA
Amplified Fingerprinting = DNA Cogaltilmis Parmak Izi) — gelistirmislerdir.
Cesitlerin ayriminda giigliik ¢ekilen durumlarda veya bitkinin meyve vermedigi ilk
yillarnda izoenzim analizi gibi biyokimyasal protein yapr farkliligy; RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism = Kesilmis Bant Uzunlugu Farklilig)
analizi gibi kesilmis DNA bolgeleri arasindaki baz dizilimi farkliifn veya RAPD,
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region = Baz Dizilimi Belirlenmis
Cogaltilan Bolge), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism = Cogaltilan
Par¢a Uzunlugu Farkliligi), STS (Sequence Tagged Sites = Dizisi Etiketlenmis
Alanlar), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat = Tekrarlanan Basit Baz Dizilimi
Arasi), SSR (Simple Sequence Repeat = Tekrarlanan Basit Baz Dizilimi) ve SAMPL
(Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci = Mikrosatellit Farkl
Lokuslarimin  Segilmis Cogaltimi) gibi PCR tabanli DNA analiz yoéntemlerine
bagvurulabilir. Son yillarda gen mithendisligi alanindaki hizli atilimin sonucu artik,
bitkiler yapilarini olugturan DNA’larindaki farklilik sayesinde tanimlanabilmektedir.
Diger taraftan Ozellikle tamimlamada kesin sonug, uygulamada kolaylik ve
ekonomiklik saglayan yeni belirteg (marker, tanimlayici, isaretleyici) bulunmasina ve

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar da yogun bir sekilde stirdiiriilmektedir.

Dekamer (10-mer = 10 baz dizilimli) oligoniikleotidler (primer) kullanilarak
PCR ile gogaltilan DNA pargalartmin farkhiliklarini esas alan RAPD yontemi, genom
fizerinde rastgele bolgelerin DNA ¢ogaltilmasmi gergeklestirir. Reaksiyon sartlan

cok kesin smirlar ile belirlenmedigi i¢in rastgele ¢ogaltima izin verir. RAPD



tekniginin avantajlar1 arasinda ¢abuk sonug vermesi, difer tekniklere gére ucuz
olmasi, radyoaktivite kullanilmamasi, az ig glicii gerektirmesi, az miktarda ve disiik
kalitedeki DNA ile bile galigabilmesi gelmektedir. Ayrica polimorfizm orani da
yiiksek olmaktadir. Ancak yéntemin bazi dezavantajlan da vardir. Bunlardan en
Onemlisi ¢cok hassas olmasidir. Farkli laboratuvarlarda farkly arastiricilarin elinde ve
hatta bir PCR makinesinden digerine degisebilmektedir (Yildirm ve Kandemir,
2001). Diger bir dezavantaji ise dominant Ozellikte belirte¢ vermesidir. Yani

heterozigot dominanti homozigot dominanttan ayurt edemez (kodominant).

Degisik yorelerde degisik isimlerle anilan bireylerin (sinonim) gergekten
hangi ¢esit oldugu giinlimiizde kugku yaratmaktadir. Bunun ¢6ztimii ise polimorfizm
gOsteren belirtegler yardimiyla genetik olarak tanimlamalarimin yapiimasidir. RAPD
ydntemi yiiksek diizeyde polimorfizm vermesinden dolay: yoresel ¢esitler ve tiir igi
yakinhk derecelerini belirlemede giivenli sonuglar vermektedir (Khadari ve ark.

1995, Galderisi ve ark. 1999).



2. KONU iLE ILGILi ONCEKi CALISMALAR

Literatiir tarandiginda karsimiza ilekler hakkinda yapilmis ¢ok az sayida
kaynak c¢ikmaktadir. lekler hakkindaki ilk kaynaklardan birinde Condit (1955),
Tiirkiye’nin ilek gesitlerinden ‘Ak-kaba’, ‘Bardakji’, ‘Elma’, ‘Hajji Mestan’, ‘Kara
Mor’, ‘Kongouz’, ‘Kongur’ ve ‘Kuyucak’ ¢esitlerinden bahsetmektedir. Olger
(1968)’in calismasinda 12 farkli ilegin agag, yaprak, meyve ozellikleri ve dollenme
biyolojileri hakkinda bilgi verilmistir. Cigek tozu g¢imlenmesinin %2.5 sakkaroz
iceren in vitro ortamda %5.7 (‘Kiigiik Konkur’) - %53.2 (‘Bardakg¢r’) arasinda
degistigi bildirilmistir. Oncel (1969), g¢alistigl ileklerden 12 adedini erkenci, 1
adedini orta erkenci ve 4 adedini geg¢i olarak belirlemistir. Eroglu (1982), 1979-
1982 willart arasinda Ulkesel Incir Seleksiyon Islahi Projesi kapsaminda 52 adet
erkek incir ¢esidinin meyve ve bitki dzellikleri ile erkencilik-geggilik durumlarini
belirlemistir. Zeybekoglu ve ark. (1998), ‘Cakin’, ‘Haci Mestan’, ‘Kibrisly’, ‘Kiigiik
Konkur’, ‘Mordemirtas’ ve ‘Taghk’ ilek ¢esitlerinin c¢iceklerinde ¢icek tozu
olusumunun boga (kis iirtini) meyvesinden sinek ¢ikigi ile aym tarihe rastladigini ve
ileklemeden yaklasik 30 giin ¢nce basladigim vurgulamustir. Cigek tozu canliligr
%49 (‘Kibrisl’) - %71 (‘Haci Mestan’) arasinda bulunmustur. Cigek tozlari %5
sakkaroz iceren ortamda en iyi ¢gimlenmistir. Doku kiiltliri ortamlarina gére ortalama
cigek tozu gimlenme oranlart ise %15.97 (‘Mordemirtas’) — %29.04 (‘Hac: Mestan’)

arasinda yer almgtir.

incir konusunda DNA diizeyinde yapilan galismalar gok azdir. Ozellikle
dogrudan ileklere yonelik bir caligmaya rastlanmamustir. Ancak disi incirlerle birlikte
birkag ilek ¢esidi kullamlarak ¢alisiimistir. Disi incirlerle ilgili ilk RAPD
calismasinda Khadari ve ark. (1995), Fransa’daki 21 adet incir tip ve gesidinin
RAPD molekiiler belirte¢ yontemi ile birbirinden farkliliklanm aragtirmuglardir.
Caligmada test edilen 85 adet 10 baz dizilimli primerden sadece polimorfizm
gosteren 27 adet primer kullamlmustir. PCR’da primer baglanma sicakhifs
(annealing) 35°C’ye ayarlanmugtir. Toplam 12 primer 48 adet bant olustururken

bunlardan 19 adedi polimorfik bant olarak belirlenmigtir. Sonu¢ olarak segilen



primerlerden elde edilen polimorfizm ile kullanilan genotiplerin dendrogram: (soy

agac1) cikartinustir.

Elisiario ve ark. (1998), Portekiz’de 174 adet disi agag¢ igeren koleksiyon
bahgesinden segilen 55 genotip arasinda izoenzim ve RAPD belirteg sistemleriyle
karakterizasyon galismas: yapmuslardir. RAPD yonteminde 43 adet 10 baz dizilimli
primeri 36°C baglanma sicakliginda test etmislerdir. Izoenzimlerle, ayr1 bélgelerden
gelen ve ayni isimle anilan (homonim) iki klon arasindaki farklik tespit edilmistir.
Bununla birlikte sinonim olan klonlar arasindaki iligki tespit edilememistir.
Izoenzimler tarafindan ayirt edilemeyen genotipler arasindaki farklilk RAPD
yontemi kullanmilarak belirlenmeye ¢aligilmistir.

Galderisi ve ark. (1999), Italya’da 6 adet disi incir gesidi ve bunlarin
klonlarmdan olusan toplam 13 bireyde, RAPD yontemi ile 20 adet 10 baz dizilimli
primerden secilen 5 adet primerle klonlar arasmndaki farkliliklan tespit etmislerdir.
PCR’da primer baglanma sicaklig1 40°C kullamlmistir. Her bir primerin olusturdugu
bant sayis1 1-15 adet arasinda degisirken polimorfik bant sayist 0-14 adet arasinda
degismistir. Morfolojik ve fenolojik ézelliklerle birbirinden ayrilamayan ‘Dottato’ ve
‘Bianco del Cilento’ gibi digi incir gesitleri arasinda 5 primer yardimiyla genetik
farklilik tespit edilebilmigstir. Hatta U4 (5’-GAC AGA CAG G-3’) primeri ile bazi

gesitlerin klonlar arasinda polimorfizm bulunabilmistir.

Cabrita ve ark. (2001), Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisi koleksiyon
bahgesindeki 11 adet ‘Sarilop’ klonu ve ‘Sar1 Zeybek’ ¢esidi arasindaki benzerlik ve
farkliliklarin belirlenmesinde izoenzim, RAPD ve AFLP yontemlerinin uygunlugunu
arasgtirmuglardir. RAPD yonteminde 31 adet 10 baz dizilimli primer kullanilmagtir.
Toplam 197 adet RAPD band: tespit edilmigtir. PCR’da primer baglanma sicakligi
(annealing) 36°C kullanilmustir. Primerlerin olusturduklan bant sayisi 2-11 adet

olarak belirlenmigtir. ‘Sanilop’ ve ‘Sari Zeybek’ ¢esidi arasinda 10 adet primer



polimorfik bant vermigstir. ‘Sarilop’ klonlann arasinda ise 1 primerde farklilik

bulunmusgtur ve soy agact ¢ikartilmigtir.

Khadari ve ark. (2001), Fransa’da Ficus carica ve 17 adet degisik Ficus
spp.’ye ait bitki Orneklerinin tanimlanmasmmda 8 adet microsatellit primeri
kullanmiglardir. PCR’da primer baglanma sicaklifn 50-55°C’ye ayarlanmugtir.

Denemede 7 primerde farklilik bulunmustur.

Papadopoulou ve ark. (2002), Yunanistan’da 63 adet degisik disi incir ve 3
adet erkek incir tip ve ¢esidi arasindaki akrabalik derecesini 7 adet 10 baz .dizilimli
primerle RAPD yoéntemi kullanarak belirlemiglerdir. PCR programinda primer
baglanma sicaklign 38°C kullanilmistir. Toplam 158 adet bant bulunmustur. Bant
boyutlar1 180-2900 bp ve segilen primerlerden elde edilen polimorfizm %47.6 —
%92.0 arasinda deZismistir. Sonug olarak kullanilan incir genotiplerinin soy agaci
cikartilmastir.

Aka-Kacar ve ark. (2003), Tiirkiye’'nin g¢esitli bolgelerinden topladiklar: 30
adet digi incir ¢egidinin yakmlik durumlarimi 12 adet 10 baz dizilimli primerle RAPD
yontemini kullanarak belirlemigslerdir. PCR programinda primer baglanma sicaklig:
35°C olarak kullamilmigtir. Toplam 58 adet bant elde edilmistir. Bu bantlardan 37
adeti polimorfik bant olarak tespit edilmistir. Primerlerin olusturduklar: bant sayilari
1-9 arasinda degisirken primer basina 4.8 bant olusmustur. Cogaltilan bantlarin
boyutlarnn 200-1600 bp arasinda degismistir. Analiz sonucunda kullamilan 30 gesit
icerisinden ‘Mor 3” ve ‘Mor 4’ ¢esitleri disindaki tiim ¢esitler arasindaki farklilik 12
adet primerle tespit edilmistir. Cesitlerin olusturdugu benzerlik matriksine gére soy

agaci ¢ikartilmistir.

Uzun ve ark. (2003), Antalya’da 7 adet disi incir gesidini yapraktan ve
meyveden yapilan izoenzim analizi yontemi ile tanumlamis ve akrabalik derecelerini
belirlemiglerdir. En diigiik benzerlik oram1 meyve izoenzimleri ile %62, yaprak

izoenzimleri ile %70 olarak ‘Karabakunya’ ve ‘Beyaz Orak’ cesitleri arasinda



belirlenmistir. En yiiksek benzerligin ise yaprak izoenzimleri ile %100 oraminda
‘Sarilop’ ve ‘Sultan Selim’ ¢esitleri arasinda oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda
‘Sarilop’ ve ‘Bursa Siyahi’ arasinda yine yaprak izoenzimleri ile %94 oraninda

benzerlik bulunmustur.

De Masi ve ark. (2003), Italya’da 20 adet ‘Bianco del Cilento’ ve 19 adet
‘Dottato’ disi incir klonunun RAPD yo6ntemi ile tanimlamasini yapmiglardir. Klonlar
20 adet 10 baz dizilimli primerle test edilmistir. PCR’da primer baglanma sicaklig
40°C kullamilmustir. RAPD verileri kullanilarak test edilen bireylerin soyagact
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means) metodu ile
cikariimastir.

Khadari ve ark. (2003a), Fransa’da incir gesitlerinin tanimlanmasinda RAPD,
ISSR ve mikrosatellit belirteclerinin etkinligini 30 adet disi incir ¢esidinde
kargilagtirmiglardir. RAPD analizinde 9 adet primer test edilmistir. Tiim belirteg
yontemlerinde aynmi primer baglanma sicaklign (50°C) kullanilmustir. RAPD’de 9
primerle 20 adet bant gozlenirken ISSR’de 4 primerle 32 bant gozlenmistir.
Heterozigotluk, ISSR belirtegleriyle %64, mikrosatellit belirtecleri ile %41 ve RAPD

belirtegleri ile %37 olarak siralanmugtir.

Khadari ve ark. (2003b), Fransa’daki Ulusal Akdeniz Botanik
Koleksiyon’undaki 70 adet disi incir tip ve ¢esidinin akrabalik derecelerinin
belirlenmesinde mikrosatellit yonteminin kullamilabilirligini SSR  y6ntemini

kullanarak aragtirmislardir.

Amel ve ark. (2004), 16 adet yerel Tunus disi incir gesidi ve 2 adet erkek incir
cesidini 13 adet ISSR primeri (16-21 baz dizilimli) ile test etmiglerdir. Sonug olarak

benzerlik matrikslerine gdre oranlar 0.16-0.95 arasmda degigmistir.



Khadari ve ark. (2004), Fas’in gesitli yerlerinden toplanan ve arasinda 8 adet
erkek incir olan toplam 72 adet incir genotipinde yaptiklan caligmada, ISSR (8
primer) ve SSR (6 priiner) yontemleriyle Fas’ta incir gen kaynaklarinin molekiiler
karakterizasyonunu yapmislardir. Dendrogram sonucunda 4 grup olusmus, kullanilan
8 adet erkek incir aynmi1 grup igerisinde yer almigtir. Kullanilan genotipler arasinda 3
adet yanlis etiketleme ve 4 adet homonimden dolay: tam bir ayrim yapilamamasgtir.

Ayni bélgelerden getirilen genotipler dendrogramda farkli gruplarda yer almislardir.

Khadari ve ark. (2005), degisik Akdeniz iilkelerinden toplanan incirlerde
mtDNA (mitokondrial DNA)’dan RFLP yontemiyle genetik farklihk ve ayrmin
iliskilendirilmesini ¢aligmiglardir.

Kaynak incelemesi sonucunda, RAPD-PCR yontemi ile sadece erkek incir
populasyonu kullanilarak ¢esit tammlama calismasi yapilmadigi belirlenmistir.
Burada sunulan g¢alisma, erkek incir populasyonu kullanilarak yapilan ilk RAPD
parmak izi degerlendirmesi olmasi nedeni ile temel olugturmasi anlaminda 6nem

tagimaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, (1) Aydin ilinden segilen bazi erkek incir gesitlerinin
RAPD belirtegleri kullamlarak DNA parmak izlerinin belirlenmesi, (2) cesitlerin
klonlar1 arasinda RAPD belirtegleri ile farkliliginin olup olmadifinin tespit edilmesi
ve (3) yiizde olarak hesaplanan polimorfizm oranlart kullanilarak cesitler arasindaki

yakinlik derecelerinin yorumlanmasidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Caligmada 12 gesit erkek incir ve bunlarin klonlarindan olugsan toplam 23
genotip igeren populasyon kullamilmistir. Aragtirmada kullanilan erkek incir gesitleri
ve klonlar1 T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisti ek
Cesit Bahgesi’nden elde edilmistir (Cizelge 1) (Eroglu, 1982). Deneme 2004-2005
yillarinda T.C. Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Béliimii ve T.C. Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve

Uygulama Merkezi Laboratuvar’inda yiiriitilmustiir.

Cizelge 1. Denemede kullanilan ilek gesitleri, klon numaralar1 ve orijinleri (Eroglu 1982).

llek
Olgunlag | Polen
. Agag Meyve Afirhig: Meyve Olgunlagma f Aricig
Cesit Sayisi Klon No Orijin i Zam ma Cimle S
(adet) ® Sekli ant Durumn | . %) ayisi
(adet)
Akerkek-1 2 58,59 Odemis 17.85-24-50 Armudi 10-19 haziran | Erkenci | 80.76 | 263.83
. 100.0
Akerkek-2 1 63 Odemis 17.05-21.75 Armudi 17-24 haziran Gegei h 71.16
Cakm-1 2 2,3 Kuyucak 27.17 Yuvarlak 15-23 haziran | Erkenci | 95.52 | 163.33
Orta
Cakin-2 1 47 Kuyucak 33.00-35-75 Yuvarlak 12-19 haziran .| 83.60 | 474.83
erkenci
Karaerkek* 2 56, 57 Odemis 25.00-32.00 Armudi 20-24 haziran | Erkenci | 80.00 | 392.83
Karaerkek-2 2 88, 89 Bozdogan 33.60-37.00 Armudi 15-23 haziran Geggi 91.86 | 246.30
Naipli- ) .
Kizilay-1 1 8 11.00-23.19 Yuvarlak 15-24 haziran Geggi 81.08 56.00
Ortaklar
Argavli- . Orta 100.0
Kizilay-2 2 53,54 19.75 Yuvarlak 12-19 haziran . 212.66
Soke erkenci 0
34, 35, X i .
Seytan-1 4 16,37 Kuyucak 20.02-24.85 Armudi 8-19 haziran | Erkenci | 80.43 | 155.50
Seytan-2 1 4 Kuyucak 32.60-37.25 Armudi 15-20 haziran Geggi - 250.50
Gitmiigkoy- . . Orta
Yanako-1 2 19,20 16.75-17.25 Armudi 12-23 haziran | 6710 132.16
Ortaklar erkenci
72,73, | GumiigkSy- . . Orta
Yanako-2 3 20.75-21.47 Armudi 13-23 haziran 1 100.00] 110.66
74 Ortaklar erkenci

*; Cegit ismi indissiz olarak rapor edilmigtir.
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3.2. Yontem

Aragtrmada PCR ile DNA c¢ogaltimina dayanan RAPD yontemi
kullanilmigtir. Bu yontem, DNA c¢ikartilmas: (izolasyon), RAPD-PCR ve jel

elektroforezi agamalarini kapsamaktadar.

3.2.1. DNA Cikartilmasi (izolasyon)

Omekler dal ucundaki tam acilmus, en gen¢ yapraklardan alinmustir.
Yapraklar soguk zincirle taginip laboratuvara getirilerek buzdolabinda kisa siireli
olarak saklanmustir. Izolasyon CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide)
protokolunu kullanan, Doyle ve Doyle (1990), Rogers ve Bendich (1994) ve Okuno
ve Fukuoka (1998) izolasyon yontemlerinden degistirtlerek yapilmistir. 12 erkek
incir ¢esidinin DNA izolasyonu agagidaki asamalar izlenerek yapilmusgtir:
= 1.5ml’lik Eppendorf tipi tiip igerisinde 20-60 mg taze yaprak ornegi sivi azotla
uglart yuvarlatilmig cam ¢ubuk yardimiyla ezilmistir,

= 65°C’de %1’lik CTAB [CTAB (Kat.No: A0805,0100), SO0mM Tris-HCI (Kat.No:
A2264,0500-A1437,1000), pH 8.2, 10mM EDTA (Kat.No: A5097,0250), 0.7M
NaCl (Kat.No: A2942,0500), ddH;0], %1 PVP (Polyvinylpyrrolidone, Kat.No:
A2260,0250) ve %0.2 B-ME (Beta-Mercaptoethanol, Kat.No: A1108,0025)
iceren ¢ozeltiden 600 pl eklenmistir (AppliChem, Darmstadt, Almanya),

s Vorteksle 10 saniye maksimum hizda kangstirilmistir (ISOLAB Vortex Mixer
VM-20, Wertheim, Almanya),

65°C sicaklikta 700 rpm hizda 6 saniye ¢alkanip 3 saniye bekleyerek toplam 10
dakika inkiibe edilmistir (Eppendorf Thermomixer Comfort, Hamburg,
Almanya),

s Esit hacimda (600 pl) 24:1 oraminda hazirlanmig chloroform (AppliChem,
Kat.No: A4492,2500, Darmstadt, Almanya): iso-amyl alcohol (AppliChem,
Kat.No: A2610,0100, Darmstadt, Almanya) ilave edilmisgtir,

®  Vorteksle 10 saniye maksimum hizda kanstinlmistir,
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4°C’de 11,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmigstir (Eppendorf Centrifuge
5415 R, Hamburg, Almanya),

Ust tabakadan (supernatant) 450 pl yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmustir. Alt s1v1
atilmustir,

Esit hacimda (450 pl) 24:1 oraninda hazirlanmis chloroform:iso-amyl alcohol
ilave edilmistir,

Vorteksle 10 saniye maksimum hizda karistiriimastir,

4°C’de 11,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir,

Supernatant’tan 350 pl alinip yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilarak alt s1v1 atilmustir,
Esit hacimda (350 pl) 24:1 oraninda hazirlanmig chloroform:iso-amyl alcohol
ilave edilmistir,

Vorteksle 10 saniye maksimum hizda karigtirilmustir,

4°C’de 11,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir,

Supernatant’tan 250 pl almip yeni 1.5ml’lik tiiplere aktarilmistir. Alt sivi
atilmigtir,

2.5 kat (625 pl) soguk 2-propanol (AppliChem, Kat.No: A3928,1000, Darmstadt,
Almanya) ilave edilmistir,

Tiipler nazikge altiist edilmistir,

DNA iplik¢iklerinin tiip dibine ¢Skmesi i¢in 10 dakika 4°C’de buzdolabinda
bekletilmistir,

Buzdolabindan ¢ikartilan &rnekler 4°C’de, 11,000 rpm’de 1 dakika santrifijj
edilmigtir (tlipin dip kismunda beyaz-krem renkte bir miktar pelte olustugu
gbzlenmistir),

Tip icerisindeki sivi, pelteyi digiirmeden dikkatlice dokiilmiigtiir
(uzaklagtirilmistir),

%70’lik etanolden 500 pl ilave edildi. Daha sonra pelteleri diisiirmeden tiip
icerisindeki etanol dékiilerek yikama gergeklestirilmistir,

Tiiplerin tamamen kurumasi igin kapaklari agik olarak oda sartlarinda
bekletilmistir,

%1°lik TE (1 M Tris-HCI, 0.5 M EDTA, ddH,0, pH:8.0) soliisyonundan 100 pl

ilave edilerek tiipler nazikge vortekslenerek pelte ¢oziindiiriilmiistiir,
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» 1 ul (10 mg/ml) Ribonuclease A (AppliChem, Kat.No: A3832,0050, Darmstadt,
Almanya) ilave edilmistir. Yaklagik 10 dakika oda sartlarinda bekletildikten

sonra buzdolabinda 4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA miktarlart 260 nm dalga boyunda belirlenmistir (Shimadzu UV-1601
UV-Visible Spectrophotometer, Tokyo, Japonya). Izole edilen DNA miktarlari 50-
1140 ng/pl arasinda degismistir.

3.2.2. RAPD-PCR

Her bir PCR reaksiyonu 0.2 ml ince cidarlh Eppendorf tipi tiiplerde (Greiner
bio-one, Katalog no: 683 201, Hamburg, Almanya) 15 pl toplam soliisyon igerisinde
gergeklestirilmistir. Soliisyon, 10X PCR tampon ¢ozeltisi (S00mM KCl, 10mM Tris-
HCI pH:8.8), 25mM MgCl,, 1 tinite Taq (Thermus aquaticus) DNA Polimeraz
enzimi (Kat. No: EP0402) (Fermentas, Vilnius, Litvanya), 10mM her bir dNTP
(dATP Kat. No:R0141, dCTP Kat. No:R0151, cGTP Kat. No.R0161, dTTP
KatNo.R0171), 10 pM 10 baz dizilimli primer (QIAGEN Operon GmbH, Cologne,
Almanya), 50 ng/ul erkek incir genomik DNA’st kansmmimun steril ddH,O (Millipore
Simplicity 185, Fransa) ile 15 pl’ye tamamlanmas: ile olusturulmustur. PCR igin en
uygun kombinasyonu verecek maddelerin miktarmun belirlenmesi amaci ile 10X KCl
PCR tamponu 1.0-3.0 pl, Tag DNA polimeraz enzimi 0.5-2.0 finite, 25 mM MgCl,
1.0-4.0 pl, 10 mM dNTP’den 0.2-2.0 pl, 10 pM 10 baz dizilimli primer 0.8-1.5 pl,
genomik DNA 2.0-50.0ul arasinda denenmistir. Test edilen toplam 47 adet
primerden (OPA01-A20, B01-B20, C01-C07) gbz ile net sekilde ayirt edilebilen bant
verenler, 23 adet erkek incir ¢esit ve klonlarindan olusan populasyonda
kullanilmistir. PCR’da sicaklik ve dongii programi igin 6n denemeler yapilmustir.
Baglanma sicakligmi daha dnceki ¢aligmalarda incir genomunda kullamilan sicaklik
degerlerini kapsayacak sekilde 35+5°C’de gradient PCR (her bir 6rnek igin sicaklik
belirtilen siir degerleri arasinda degiserek yapilan PCR) yapilmugtir. PCR programu:
94°C’de 30 saniye ilk ayrm (denaturation), 94°C’de 25 saniye ayrim, 35°C’de 45

saniye primer baglanmasi (annealing), 72°C’de 1 dakika uzama (extension)
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asamalartyla 35 dongli ve son uzama 72°C’de 5 dakika olarak ayarlanmigtir
(Eppondorf Mastercycler Gradient, AG 22331, Hamburg, Almanya). Ilk PCR
testinde klonlarda ortaya ¢ikan polimorfizmden emin olmak igin ikinci ve iigiinci

PCR testleri de yapilmigtir.

3.2.3. Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerine 2l 6X yiikleme tamponu (10mM Tris-HCI pH 7.6, %0.03
bromofenol mavisi, %0.03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60mM EDTA, Fermentas,
Kat.No: R0611, Vilnius, Litvanya) eklenerek ornekler boyanmistir. %1.7°lik 0.5X
TBE (45mM Tris base, 45mM Borik asit, ImM EDTA, pH:8.3) ile hazirlanan agaroz
jele (Agarose low EEO, AppliChem KatNo: A 2114,0100, Darmstadt, Almanya)
boyanmig ¢meklerden 5’er pl ve yine boyanmig 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas
GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus, 10 mM Tris-HCl, pH:7.6, 1 mM EDTA)’dan 1 ul
yiiklenerek 0.5X TBE bulunan jel tanki igerisinde (BIO-RAD Wide Mini Sub-Cell GT
System, Italya) 96 volita 40 dakika DNA yiiriitiilmistiir. Daha sonra 200 ml 0.5X TBE
icerisine 2 pl (0.625 mg/ml) etidyum bromid (AppliChem, Kat.No: A1151,0001)
eklenerek 10 dakika calkalanmigtir (IKA® KS 130 basic, GMBH & Co. KG, Staufen,
Almanya). Net gériintii alabilmek igin 200 ml ddH,O igerisinde 5 dakika yikanarak
ultraviyole 151k (High Performance Ultraviolet Transillluminator, TFM-30, Upland,
CA, ABD) altinda renkli kamera ile (Edas 290, Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, ABD) gériintiilenmistir.

Fotopraflarda net olarak ayirt edilebilen bantlar degerlendirmeye almmustir. Cesitler
arasindaki genetik iligki, 30 adet 10 baz dizilimli primer yardimiyla RAPD bantlarmin
durumuna (varhgmnda “1” ve yoklugunda “0”) gore belirlenmis ve benzerlik matriksi
olusturulmustur. Veriler SPSS (for Windows release 11.0.0, Standart Version, Chicago,
Illinois, ABD) programinda degerlendirilmistir. Benzerlik matriksleri “Sokal ve Sneath 17
yontemine gore 2(a+d)/(2(a+d)+b+c) formiiliinden hesaplanmustir. Bu formiilde, a: Her iki
genotipteki homolog bant sayisim, b: birinci genotipte var olan bant sayisim, ¢: ikinci genotipte
var olan bant sayismi, d: her iki genotipte bulunmayan bant sayisim olusturmaktadir.

‘Hierarchical Cluster’ (asamali kiimeleme) ydntemiyle dendrogram (soy aBact)
cikartilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Erkek incir Cesitlerinin DNA Parmak izlerinin RAPD Belirtecleri ile

Belirlenmesi

En uygun PCR soliisyonunu olusturan bilegenlerin miktar1 (optimizasyon)
Cizelge 2’de verilmistir. Uzun siiren 6n denemeler sonucu kullanilacak olan
maddelerin miktarlar belirlenmigtir (Sekil 1). Bu bilesenler 15 ul’lik PCR solusyonu
igerisinde 1.5ul 10X KCI tamponu, 1.5ul 25mM MgCl,, 1.0ul 10mM dNTP, 1.0ul
10uM primer, 1.0ul 7ag DNA polimeraz, 1.0pl 50ng/ul genomik DNA ve 8.8ul
ddH,0 olacak gekilde kanstirilmigtir.

Calismadaki 12 cesit erkek incir ¢esidi ve bunlarin klonlarindan olusan
toplam 23 genotip ile kullanilan primerler ve baz dizilimleri Cizelge 3’de verilmistir.
Denemede net olarak segilen parlak bantlar degerlendirmeye alinmistir. Uzunluklari
250 bp (OPB15) ve 3500 bp (OPA10) arasinda deBigen toplam 195 adet bant
(belirteg) elde edilmigti. Bu bantlardan 51 adeti (%26.1) polimorfizm
(heteromorfizm) gosterirken, 144 adet (%73.9) bant monomorfizm (homomorfizm)
gostermistir. Genotip bagina diisen bant sayis1 8.48’dir. Polimorfik bantlar bireylerin
birbirlerinden farkliliklarini, monomorfik bantlar ise bireyler arasindaki benzerlikleri
gostermektedir. Ortalama polimorfik bant sayist genotip bagmna 2.22 olarak
bulunurken, monomorfik bant sayist ortalama 6.26 olarak tespit edilmistir. Primerler
1-5 arasinda polimorfik bant olusturmustur. Denemede kullamilan 30 adet 10 baz
dizilimli primer igerisinde 24 adedinde polimorfizm gosteren bant bulunurken 6
adedinde (OPA04, OPB08, OPB11, OPB12, OPC04 ve OPCO5) polimorfizm
gosteren bant gozlenmemigtir. Yani bantlar tiim genotiplerde aymi sekilde

siralanmuglardir (Cizelge 4).
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Cizelge 2. PCR soliisyonunda kullanilan bilegenlerin miktar:.

Bilegen Denenen miktar Uygun miktar

10X KCl tamponu 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 (ul) 1.5 ul

25 mM MgCl, 1.0, 1.5,2.0,2.5, 3.0, 3.5, 4.0 (ul) 1.5ul

10 mM dNTP 0.2,0.4,0.6,0.8, 1.0, 1.2, 1.5, 2.0 (ul) 1.0 pl

10 uM 10 bazl primer 0.8,1.0,1.2,1.5(ub 1.0 pl

Taq DNA polimeraz 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 (iinite) 1.0 tinite
Genomik DNA 2,4,6,8, 10,20, 30, 40, 50 (ng/ ul) 50 ng/pl
ddH,0 8.8 8.8 ul
Toplam 15.0 pl

Sekil 1. MgCl, ve dNTP konsantrasyonu igin 6n deneme sonuglarmm jel fotografi ( 25 mM MgCl,,
10 oM dNTP ).
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Cizelge 3. Aragtirmada kullanilan primerler, baz dizilimleri, degerlendirmeye alinan bant sayilari,
polimorfik bant sayilar: ile yaklagik bant biiytikliikleri.

Degerlendirmeye | Polimorfik bant Yaklagik bant
No Primer Baz Dizilimi alinan bant sayisi sayst uzunluklar
(adet) (adet) (bp=baz ¢ifti)
1 OPA04 5'AATCGGGCTG3' 7 0 500-2200
2 OPA0S 5'AGG GGTCTTG3 8 3 450-2400
3 OPAO7 5'GAAACGGGTG 3 6 1 650-2000
4 OPA09 5'GGG TAACGCC3' S 3 450-1500
5 OPAI10Q 5' GTGATC GCA G 3' 8 1 350-3500
6 OPAll 5'CAATCGCCGT?3 8 4 250-2100
7 OPA13 5'CAGCACCCAC3 7 1 750-2500
8 OPA14 5 TCTGTGCTG G 3 6 1 600-3000
9 OPA1lS 5'TTCCGAACCC3 6 1 600-2500
10 OPA17 5 GACCGCTTGT 3 9 5 500-2800
11 OPAIB 5AGGTGACCGT3' 4 2 650-2500
12 OPA20 5S'GTTGCGATCC3 3 2 650-1900
13 OPBO1 5'GTTTCGCTC C 3 8 3 450-2700
14 OPB04 5" GGACTGGAGT3' 8 3 450-2000
15 OPBOS 5'TGC GCCCTITC 3 7 3 500-2000
16 OPBO06 5'TGC TCTGCC C 3 8 2 350-3000
17 OPBO7 5'GGT GACGCAG 3 10 2 500-2800
18 OPBO8 5'GTC CAC ACGG 3 6 0 700-2800
19 OPB09 5'TGG GGG ACTC 3' 8 2 600-2800
20 OPB10 5'CTGCTGGGAC3' 8 1 500-2500
21 OPB11 5'GTAGACCCGT?Y 4 0 500-2200
22 OPB12 5'CCTTGACGC A3 4 0 330-1200
23 OPB15 5'GGA GGG TGTT3' 9 3 250-1700
24 OPBI16 5'TTITGCCCGG A3 4 1 300-1200
25 OPB20 5 GGACCCTTACY 3 1 500-2000
26 OPCO1 5 TTCGAGCCAGY 8 2 350-2000
27 OPC04 5'CCGCATCTAC3 6 0 350-2200
28 OPCOS5 5'GAT GACCGC C 3' 3 0 400-1700
29 OPCO06 5'GAACGG ACTC 3 5 i 350-1700
30 OPCO7 5'GTCCCGACGA3J 7 3 500-1600
TOPLAM 195 51 250-3500
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OPAO0S5450-2400 primerinde 8 adet bant elde edilirken, bu bantlardan 3 tanesinde
polimorfizm tespit edilmistir. OPAO34s0 diizeyinde ‘Kizilay-2s3°, ‘Kizilay-2s4’,
“Yanako-1,9’ ve ‘Yanako-1,0’de bant gozlenirken diger genotiplerde bu diizeyde
banda rastlanmamustir. OPAQSe, diizeyinde bantlar ‘Karaerkeksqs’, ‘Karaerkeks;’,
‘Kizilay-2s3’, ‘Kizilay-2s4’, ‘Seytan-24°, ‘Yanako-19°, ‘Yanako-1,¢°, ‘Yanako-27,’,
“Yanako-273° ve ‘Yanako-274’de gériilmezken diger bireylerde goézlenmistir.
OPAO05,009 diizeyindeki polimorfizmde ise bantlar ‘Karaerkekss’ ve ‘Karaerkeks;’te

yokken diger genotiplerin hepsinde gézlemlenmistir.

OPAO07650-2000 primerinde 6 adet bant elde edilmigtir. Bu bantlardan 1
tanesinde (OPA07;7¢0) polimorfizme rastlanmig ve sadece ‘Kizilay-1g’de bant varken
diger genotiplerde bu banda rastlanmamigtir. Burada test edilen primerler arasindan
OPAO7 primerinin 1700 bp’lik bandi ‘Kizilay-1g’e 6zel bir belirte¢ olarak
bulunmustur.

OPAO09450-1500 primerinde 5 adet bant gbzlemlenmis, bunlardan 3 tanesinde
polimorfizme rastlanmistir. OPA0945, diizeyinde ‘Yanako-119°, “Yanako-1y9’,
“Yanako-27,", ‘Yanako-273’ ve ‘Yanako-274’de bant goriilmezken diger bireylerde
bant goriilmiistiir. OPA09;,90 biiyiikliigiindeki polimorfizmde ‘Karaerkek-2g3> ve
‘Karaerkek-2g9’de bant yokken diger genotiplerin hepsinde bant gozlemlenmistir.
OPA09;500°da ise ‘Cakin-1,’, ‘Cakin-15°, ‘Karaerkek-2g5’ ve ‘Karaerkek-2g9’de bant
yokken yine digerlerinin hepsinde bu bant diizeyi tespit edilmistir.

OPA 103503500 primerinde toplam 8 adet bant sayilmis bunlardan 1 tanesinde
polimorfizme rastlanmistir. OPA10gq diizeyinde bulunan polimorfizmde ‘Akerkek-
l1sg’, ‘Akerkek-1so’, ‘Cakin-247", ‘Karaerkeksq’, ‘Karaerkeks;’, ‘Karaerkek-2g3’ ve
‘Karaerkek-2g9’de bant yokken diger genotiplerde bu bant gozlenebilmistir.

OPA11,502100 primerinde 8 adet bant sayilmis bunlardan 4 tanesinde
polimorfizme rastlanmistir. OPAl1l,g sadece ‘Akerkek-2¢;° ¢esidinde bant

olusturmazken difer genotiplerde bant olusturmugtur. OPAllss diizeyinde
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“Yanako-27,’ bant vermezken diger tiim bireylerde bant olugturmusgtur. OPA11gg
diizeyindeki bant ‘Cakin-247°, “Yanako-1;9°, ‘Yanako-273° ve ‘Yanako-274’de yok,
diger genotiplerde var olarak tespit edilmistir. OPA11l;q¢ diizeyinde polimorfizm
gOsteren bant ‘Yanako-1i9’, ‘Yanako-1,°, ‘Yanako-2,’ ve ‘Yanako-2,4’de varken

digerlerinde olusmamustir.

OPA137s502500 primeri toplam 7 diizeyde bant olusturmus bunlardan 1
tanesinde polimorfizm tespit edilmistir. Belirlenen bant OPA131g00 diizeyindedir.
‘Cakin-1°, ‘Cakin-15°, ‘Cakin-24;°, ‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’, ‘Kizilay-2s3’,
‘Kizilay-2s4’, ‘Seytan-1i4°, ‘Seytan-13s5°, ‘Seytan-136’, ‘Seytan-137" ve ‘Seytan-24’de
bant varken diger bireylerde bant yoktur.

OPA 14003000 primeri 6 adet sayilabilir bant vermis bunlardan 1 tanesinde
polimorfik bant elde edilmistir. 2200 bp diizeyindeki (OPA13;200) bantta ‘Seytan-
134’, ‘Seytan-135°, ‘Seytan-136°, ‘Seytan-137” ve ‘Seytan-24’ ¢esit ve klonlarinda bant

goriilmemis, diger tiim genotiplerde bant goriilmiistiir.

OPA15400-2500 primeri toplam 6 adet bant vermistir. Bu bantlar igerisinden
sadece OPA151559 diizeyinde polimorfizme rastlanmistir. ‘Yanako-1;¢°, “Yanako-
120°, “Yanako-275’, ‘Yanako-273° ve ‘Yanako-274> genotiplerinde bant elde edilmis
ancak diger bireylerin hi¢ birinde bant elde edilememistir. OPA151;50 sadece
“Yanako® ¢esitlerinde goriildiigli igin kullanilan primerler igerisinde ‘Yanéko’

cesitlerine 6zel bir belirte¢ olarak belirlenmisgtir.

OPA17500.2800 primeri 9 bant olugturmus ve kullanilan primerler iginde 5 bant
ile en ¢ok polimorfizm gosteren primer olmustur. OPA17sp diizeyindeki
polimorfizmde ‘Akerkek-1sg’, ‘Akerkek-1so’, ‘Akerkek-2¢3°, ‘Cakin-15°, ‘Cakin-13’,
‘Kizilay-1g’, ‘Yanako-119’, “Yanako-159’ ve ‘Yanako-275°, “Yanako-273°, “Yanako-
274°de bant varken diger ¢esitlerde bant yoktur. OPA17:5 diizeyindeki
polimorfizmde ‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’, ‘Kizilay-2s3°, ‘Kizilay-2s4’, “Yanako-
119>, “Yanako-l,0° ve ‘Yanako-27,°, ‘Yanako-27’°, “Yanako-274’de banda
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rastlanmazken digerlerinde bu diizeyde bant gozlemlenmistir. OPA17i390 ve
OPA171300 belirteglerinde “Yanako-27;°, ‘Yanako-2;3°, ‘Yanako-274’ klonlarinda
banda rastlanmazken diger bireylerde bu diizeyde bant gézlemlenmistir. OPA172509
“Yanako-119’, ‘Yanako-1;0° ve ‘Yanako-2+;°, ‘Yanako-2,3°, “Yanako-274’de bant
varken diger genotiplerde bant yoktur.

OPA18¢s0.2500 primeri 4 bant vermis bunlardan 2 bantta polimorfizme
rastlanmistir. OPA18y450 bandinda ‘Akerkek-1sg’, ‘Akerkek-1s¢°, ‘Akerkek-263’,
‘Cakin-15°, ‘Cakin-15°, ‘Cakin-247°, ‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’, ‘Karaerkek-2gg’,
‘Karaerkek-2g¢°, ‘Kizilay-15’ ve ‘Seytan-24’de bant varken digerlerinde bant yoktur.
OPA181950, ‘Akerkek-1sg’, ‘Akerkek-1s9° ve ‘Akerkek-2¢3’de bant verirken diger

bireyler bant vermemistir.

OPA20¢s0-1900 primeri 5 bant olusturmus ve 2 polimorfik bant vermistir.
OPA20gq0, ‘Kizilay-2s3> ve ‘Kizilay-2s4’ bant goriilmemis ancak diger genotiplerde
bant gdzlenmistir. OPA20,900 belirteci sadece ‘Kizilay-1g’de yok, diger genomlarda
var olarak tespit edilmisgtir.

OPBO014s02700 primeri 8 bant olugturmus bunlardan 3 polimorfik bant elde
edilmigtir. OPBO017q diizeyinde ‘Cakin-15°, ‘Cakin-15°, ‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’,
‘Kizilay-1g°, ‘Seytan-1s4°, ‘Seytan-1s5°, ‘Seytan-1i¢°, ‘Seytan-137" ve ‘Seytan-24’de
bant yokken digerlerinde bant vardir. OPBO01,2¢ belirtecinde ‘Cakm-1,’, ‘Cakin-15°,
‘Cakin-247", ‘Karaerkekss® ve ‘Karaerkeks;’te bant yokken diger genomlarin
hepsinde bu diizeyde banda rastlanmigtir. OPBO01;350 belirtecinde ise ‘Akerkek-2¢3’,
‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’, ‘Kizilay-1g°, ‘Kizilay-2s3’, ‘Kuzilay-2s4’, ‘Seytan-1s4,
‘Seytan-135°, ‘Seytan-135’ ve ‘Seytan-137” genotiplerinde bant var, digerlerinde bu

diizeyde bant yoktur.

OPBO044s02000 primerinden toplam 8 adet bant elde edilmis ve bunlar iginden
3 adet polimorfik bant tespit edilmistir. OPB044q diizeyindeki polimorfizmde sadece

‘Karaerkekss’ ve ‘Karaerkeks;’klonlarinda bant yokken digerlerinde bant vardir.
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OPBO04500 diizeyindeki polimorfizmde ‘Akerkek-1ss’, ‘Akerkek-1s9’, ‘Cakin-1,’ ve
‘Cakin-13’de bant varken digerlerinde bant yoktur. OPBO04;ss; diizeyindeki
polimorfizmde ise ‘Akerkek-1sg’, ‘Akerkek-1s9’, ‘Cakin-1, ve ‘Cakin-15’de banda

rastlanmamig ancak diger bireylerde rastlanmgtir.

OPBO05500-2000 primeri 7 adet bant vermis bunlardan 3 tanesinde polimorfizm
gozlenmistir. OPB057¢o diizeyinde sadece ‘Kizilay-15’de bant yok, digerlerinde bant
vardir. OPB05goy diizeyinde ‘Kizilay-2s3> ve ‘Kizilay-2s4’de bant yokken diger
klonlarda bant vardir. OPBO0S5gy diizeyinde ise ‘Karaerkek-2gs’, ‘Karaerkek-2go’,
‘Kizilay-2s3> ve ‘Kizilay-2s4’de bant yokken diger g¢esit ve klonlarda bant vardir
(Sekil 2).

900 bp

800 bp
700 bp

Sekil 2. OPBOS primeri ile erkek incir genotiplerinin PCR {iriinleri jeli M: 100bp DNA marker, 1:
‘Akerkek-1s55°, 2:‘Akerkek-1s5", 3:°Akerkek-245°, ‘4:‘Cakin-1,°, 5:‘Cakin-15’, 6:‘Cakin-247’,
7:‘Cakin-2,43° (deneme dig1 brrakdmugtir), 8:‘Karaerkekss’, 9:‘Karaerkeks;’, 10:‘Karaerkek-
2g5°, 11:‘Karaerkek-2g9°, 12:°Kuzilay-1g°, 13:°Kuzilay-2s3°, 14:°Kizilay-2s4°, 15:Seytan-134’,
16:‘Seytan-155°,  17:‘Seytan-13¢°, 18:‘Seytan-13;,°, 19:‘Seytan-2,’, 20:‘Yanako-1io’,
21:*Yanako-1,¢°, 22:Yanako-2,’, 23:Yanako-2+;’, 24:‘Yanako-2,’.

OPBO063sg.3000 primeri 8 adet degerlendirmeye almabilir bant vermis
bunlardan 2 tanesi polimorfik bant olarak tespit edilmistir. OPB063sy diizeyindeki
polimorfizmde ‘Akerkek-2¢3°, ‘Kizilay-1g°, ‘Kizilay-2s3°, ‘Kizilay-2s4’, ‘Seytan-134’,
‘Seytan-135°, ‘Seytan-135’ ve ‘Seytan-13;°de bant yokken diger gesit ve klonlarda
bant vardir. OPB0622go diizeyindeki polimorfizmde ise Akerkek-1sg’, ‘Akerkek-1s9’,
‘Akerkek-2¢3°, ‘Karaerkek-2g5°, ‘Karaerkek-2gs° ve ‘Kizilay-1g’de bant var diger
¢esit ve klonlarda bant yoktur.
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OPBO07500.2800 primeri 10 bant olusturmus bunlardan 2 polimorfik bant elde
edilmigtir. OPBO07¢sp diizeyindeki polimorfizmde ‘Kizilay-2ss’, ‘Kizilay-2s4” ve
‘Seytan-24’de bant varken diger genotiplerde bant yoktur. OPB07;s5’de “Yanako-154°

ve “Yanako-27;’de bant var digerlerinde bant yoktur.

OPBO0900-2800 primeri toplam 8 adet sayilabilir bant vermis, bunlardan 2
tanesinde polimorfizm elde edilmigtir. OPB093y diizeyindeki polimorfizmde
‘Akerkek-1sg’, ‘Akerkek-1so’, ‘Akerkek-2¢3’, ‘Yanako-27;°, ‘Yanako-273° ve
“Yanako-2,4’de bant yokken diger bireylerde bant vardir. OPB094y diizeyindeki
polimorfizmde ise ‘Akerkek-1sg3’, ‘Akerkek-1s¢’, Cakin-1,°, ‘Cakin-15’, ‘Cakin-247’,
‘Karaerkekss” ve ‘Karaerkeks;’te bant tespit edilmis, digerlerinde bant

gozlenmemistir.

OPB10sgg2500 primeri 8 adet sayilabilir bant vermis bunlardan 1 tanesinde
OPB10¢sp diizeyinde polimorfizm elde edilmistir. ‘Cakin-24;°, ‘Karaerkekse’,
‘Karaerkeks;’, ‘Karaerkek-2gs’ ve ‘Karaerkek-2g9’de bant yok, digerlerinde bu

diizeyde bant vardir.

OPB15350.1700 primeri 9 adet bant olusturmus bunlardan 3 tanesi polimorfik
bant olarak tespit edilmigtir. OPB1549 hizasmnda ‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’,
‘Kizilay-2s3> ve ‘Kizilay-2s4’ ¢esit ve klonlarinda bant varken digerlerinde bant
yoktur. OPB15ss; diizeyindeki polimorfizmde ‘Cakin-1,°, ‘Cakin-13°, ‘Cakin-247°,
‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’, ‘Karaerkek-2gg’, ‘Karaerkek-2g° ve ‘Kizilay-lg’de
bant yokken diger klonlarda bu diizeyde bant vardir. OPB15550 diizeyindeki
polimorfizmde ise ‘Yanako-lio’, ‘Yanako-1y¢’, ‘Yanako-272°, ‘Yanako-273° ve

“Yanako-274’ gesit ve klonlarinda bant yokken diger gesitlerde bant vardir.

OPB163g0-1200 primerinde 4 adet bant olugmus ve bunlardan 1 tanesi
polimorfik olarak tespit edilmigtir. OPB163sy diizeyindeki polimorfizmde ‘Akerkek-
263°, ‘Cakin-1,°, ‘Cakin-15°, ‘Karaerkekss’ ve ‘Karaerkeks;’de bant var, digerlerinde

850 bp diizeyinde bant yoktur.
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OPB20sgg-2000 primerinde 1 adedi polimorfik olmak tizere 3 adet bant
olusmustur. Polimorfik bant OPB20,p diizeyinde olusmustur. ‘Akerkek-2g;’,
‘Cakin-1,°, ‘Cakin-13’, ‘Seytan-24’, ‘Yanako-ljs’, ‘Yanako-1,’, ¢Yanako-27,’,
“Yanako-23" ve “Yanako-244’de bant yok, diger klonlarda bant tespit edilmistir.

OPCO13s0.2000 primerinde toplam 8 adet bant sayilmigs bu bantlardan 2
tanesinde polimorfizme rastlanmigtir. OPCO1;900 diizeyindeki polimorfizmde tiim
bireylerde bant bulunurken sadece ‘Yanako-273’de bant olugmamigtir. OPCO01;590
diizeyindeki polimorfizmde ise ‘Cakin-1,’ ve ‘Cakin-15’ klonlarinda bant olusmus,

diger genotiplerde bant olusmamustir.

OPCO06350.1700 primeri 5 bant vermis, bunlardan OPCO064sy diizeyinde 1 tane
polimorfizm tespit edilmistir. Bu polimorfizmde, ‘Cakin-1,’, ‘Cakin-15>, ‘Cakin-247’,
‘Kizilay-2s3> ve ‘Kizilay-2s4’ ¢esit ve klonlarinda bant yokken digerlerinde bant

vardir.

OPCO07500.1600 primerinde ise 7 adet bant olusmus, bu bantlardan 3 tanesinde
polimorfizm tespit edilmigstir. OPCO073s¢ diizeyindeki ilk polimorfizmde ‘Akerkek-
1sg’, ‘Akerkek-1so’, ‘Karaerkekss’, ‘Karaerkeks;’, ‘Seytan-134°, ‘Seytan-1is’ ve
‘Seytan-13;°de bant yokken diger genotiplerde bant vardir. OPCO07,,90 diizeyindeki
polimorfizmde ‘Karaerkekss” ve ‘Karaerkeks;” klonlarinda bant yokken diger
bireylerin hepsinde bant olugsmustur. OPC07;5g0 diizeyinde ‘Akerkek-1s5’, ‘Akerkek-
Isy’, ‘Cakin-247’, ‘Karaerkeksq’, ‘Karaerkeks;”, ‘Karaerkek-2g5’, ‘Karaerkek-2g9” ve

‘Seytan-135’de bant gériillmemis, diger bireylerde bant olusumu gézlenmistir.

Calismada ¢eside 6zel belirtegler (parmak izi) bulunmustur. Ornegin OPCO1
primerinde OPCO01,,9¢ diizeyindeki bant ‘Cakin-1’ ¢esidine 6zeldir. Yani ‘Cakin-1’
¢esidini diger gesitlerden ayirt eden bir belirtegtir (Sekil 3).
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1200 bp

Sekil 3. OPCO1 primeri ile PCR {iriinleri jeli. M: 100bp DNA marker, 1: ‘Akerkek-1sg’, 2:* Akerkek-
159°, 3:‘Akerkek-243°, ‘4:‘Cakin-1,’, 5:‘Cakin-15°, 6:‘Cakin-245> (deneme digt birakidmuigtir),
7:‘Cakin-24;,°, 8:‘Karaerkekss’, 9:‘Karaerkeks;’, 10:‘Karaerkek-2g’, 11:‘Karaerkek-2g’°,
12:°Kzilay-1g°,  13:°Kuzlay-2s3°, 14:‘Kuzilay-2s5°, 15:°Seytan-13,°, 16:‘Seytan-135°,
17:*Seytan-15¢>,  18:‘Seytan-15,°,  19:‘Seytan-2,’, 20:‘Yanako-15°, 21:‘Yanako-1y’,
22:‘Yanako-27,°, 23:Yanako-24°, 24:Yanako-2-,’.

Kullanilan OPA04, A09 ve A20 primerleri ile toplam sirastyla 7, 5 ve 5 adet
bant bulunurken, Cabrita ve ark. (2001) ‘Sarilop’ klonlan ve ‘Sar1 Zeybek’ ¢esidinde
aym primerler ile sirasiyla 4, 8 ve 5 adet bant bulunmustur. Bu iki ¢aligma arasimdaki
bant sayilarmin farklilign kullamlan primer baglanma sicaklifn ve jel
fotograflarindaki bant desenlerindeki parlakliligin degisik yorumlanmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Aka-Kagar ve ark. (2003), Tiirkiye’nin yerli disi incir ¢esit ve
seleksiyonlarim1 12 RAPD primeri ile birbirinden ayirt edebilmiglerdir. Khadari ve
ark. (2003a), 20 RAPD primeri kullanarak 28 farkli belirteg ile Fransa’daki 30 incir
cesidi arsindaki farkliligs tespit etmislerdir.

4.2. Erkek Incir Ceyitlerinin Klonlan Arasindaki Farklihgin RAPD Belirtecleri

ile Belirlenmesi

Bu ¢aligmada gesitler 30 adet RAPD primeri ile birbirlerinden net bir sekilde
ayirt edilebilmigtir. ‘Seytan-1° ve ¢Yanako-2’ klonlar1 haricindeki tiim klonlar
birbirinin aym bulunmugtur. ‘Seytan-1’ ve “Yanako-2’ klonlart arasindaki farklilik
celik ile vegetatif ¢ogaltma sirasindaki veya fidan dikim asamasindaki karigikliktan
ya da klonal agilmadan dolay1 olmus olabilir. Benzer sekilde Khadari ve ark. (1995),
RAPD belirtegleri yaptiklari ¢alismada disi incir g¢esitlerinin birbirinden yeterli
derecede ayrilabildigini tespit etmiglerdir. Ayni zamanda RAPD yéntemi ile ‘Col de
Dame’ ¢esidinin kullanilan 4 klonunun genetik olarak, beklendigi gibi, birbirinin
aym oldugu bulunmustur. Ancak kullamlan ‘Col de Dame’ genotiplerinden bir
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tanesinin (5. klon) diger 4 klona %57 oraninda benzer olmas: fikrinden yola gikarak

bu klonun yanlis isimlendirildigi (homonim) kanisina varlmisgtir.

‘Seytan-1" ¢esidinin  ‘Seytan-134°, ‘Seytan-135° ve ‘Seytan-1s7’ klonlan
OPCO7 primeri ile 800 bp diizeyinde bant olusturmazken ‘Seytan-13¢’ klonu bu
diizeyde bant olusturmustur. Ikinci ve figiincii PCR testlerinde de aym bant deseni
olusmustur. Bunun aksine OPCO07;gp diizeyinde ‘Seytan-136’ bant olusturmazken
‘Seytan-134’, ‘Seytan-135° ve ‘Seytan-13;” bant olusturmustur. Buradan da
anlagilacagl tlizere OPCO7 primeri ‘Seytan-1s¢° bireyinin diger ‘Seytan-1’
klonlarindan farkl oldugunu gostermektedir (Sekil 4a).

“Yanako-1’ ¢esidinin “Yanako-1;9° klonu OPAllgy diizeyinde bant
olusturmazken ‘Yanako-1," klonu bant olugturmustur. OPA11 primeri “Yanako-11o’

ve ‘Yanako-1,9’ bireylerinin birbirinin klonu olmadigim gostermektedir ($ekil 4b).

“Yanako-273> ve “‘Yanako-274° klonlarinda OPAllgy diizeyinde bant
olusmazken ‘Yanako-27;” klonu bant olusturmustur. “Yanako-273” klonu OPA11;;90
diizeyinde bant olusmazken ‘Yanako-27,° ve ‘Yanako-274° klonlarn bant
olugturmugstur. OPB07,59 diizeyinde ‘Yanako-1y9’ ve ‘Yanako-27,’ klonlar1 bant
olusturmus digerleri bant olugturmamistir (Sekil 4c). Bant deseninde (Cizelge 4)
OPCO14ggo belirteci sadece “Yanako-273” genotipinde bant olusturmamistir. “Yanako-
273” genotipi bu ¢alismada kullanilan bireylerin higbirisine benzememektedir. Aym
durum OPA1l primerinin 750 bp diizeyindeki belirtecinde “Yanako-27,” igin
gecerlidir,



800 bp

227 -

c)

Sekil 4. a) OPCO7 primeri ile, M: 100bp DNA marker, 1 ve 6: ‘Seytan-13,°, 2 ve 7: ‘Seytan-155, 3 ve
8: ‘Seytan-136°, 4 ve 9: ‘Seytan-137°, 5 ve 10: ‘Seytan-2,’, b) OPA11 primeri ile ve ¢) OPB07
primeri ile, M:100bp DNA marker, 1:‘Yanako-1y5’, 2:‘Yanako-ly’, 3:‘Yanako-24;’, 4:
“Yanako-243°, 5: “Yanako-2+,’, klonlarmn PCR iirtinlerinin jeldeki fotograflar:.

Cabrita ve ark. (2001), 21 adet primerden sadece 1 adet primerden elde edilen
2 adet RAPD belirteci ile ‘Sarilop’ klonlarim: 2 gruba ayurt edebilmiglerdir. Ancak
AFLP belitegleri kullamldiginda tiim ‘Sarilop’ klonlart birbirinden belirgin sekilde
ayirt edilebilmistir. Galderisi ve ark. (1999) ve De Masi ve ark. (2003) RAPD

belirtegleri ile Italyan incir ¢esitlerinin klonlarn arasinda polimorfizm
bulabilmislerdir.
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4.3. Erkek Incir Cesitleri Arasmdaki Yakinhgm Belirlenmesi

Cesitler arasmdaki genetik yakinlik, 30 adet 10 baz dizilimli primer
yardimiyla RAPD bantlarinin durumuna (varliginda “1” ve yoklugunda “0”) gére
belirlenmis, benzerlik matriksi olusturulmus (Cizelge 5) ve dendrogrami
¢ikartilmistir (Sekil 5). Benzerlik matriksine gére ‘Yanako-11¢’ ile “Yanako-1,9’
klonlar1 birbirine genetik olarak %99.0 oraninda en yakin olarak bulunmustur.
‘Seytan-134, 35, 37" ile ‘Seytan-134’ ve “Yanako-2+3’ ile “Yanako-274” klonlar birbirine
%98.0 oraninda benzerlik gOstermistir. Birbirine en uzak g¢esitler %62.2 oraninda
‘Karaerkek’ ile ‘Yanako-2’dir. Dendrogramda gesitler 2 ana gruba ayrilmuslardir.
“Yanako-1’ ve ‘Yanako-2’ gesitleri birinci grubu olustururken diger gesitler ikinci
grubu olusturmustur. Ikinci grup da kendi i¢inde 2 alt gruba ayrilmustir. ‘Karaerkek’
bu alt gruplardan birini olugturmus, diger gesitler teki grupta yer almustir.

Dendrogramda benzerlik katsayisi yiiksek olan ‘Seytan-1’ ile ‘Seytan-2’
gesitlerinin  orijinlerinin  Kuyucak, ‘Yanako-1’ 1ile ‘Yanako-2’ g¢esitlerinin
orijinlerinin Giimiigk6y-Ortaklar’dir. Aym yoreden gelen bu cesitlerin birbirine
yiiksek derecede benzerlik gostermeleri, bu gesitlerin aynt digi veya erkek orijinal
agacin tohumlarindan olugan kardes ¢ogiirler olmalari ihtimalini diigiindiirmektedir.
Aymi ebeveyne sahip iki bireyin genetik olarak birbirine yakin olmasi beklenen bir
sonugtur. Buna benzer olarak Papadopoulou ve ark. (2002), kullandiklari erkek incir
bireylerinin, olusturulan dendrogramda disi bireylerden farkli bir grupta birlikte yer
almasim beklenmeyen bir sonug¢ olarak yorumlamuglardir. Ciinkti aym ydreden
toplansa dahi tohumdan gelisen erkek incirler dogal melez olduklan igin farkli
genotipik yap: gostermeleri beklenmektedir. Bu konudaki bir diger yaklagim, zaman
icerisinde orijinal afagtan, dogal mutasyonlar sonucu olusan klonal varyasyon
gostererek yeni tiplerinin ortaya ¢ikma olasiligidir. Buna karsiik ‘Cakin-17 ile
‘Cakin-2’ (%86.4),(Kuyucak) ve ‘Akerkek-1’ ile ‘Akerkek-2’ (%87.9),(0Odemis)
cesitlerinin hem isimlerinin benzemesi hem de ayni ySreden gelmesine ragmen bu

gesitler arasinda aym yorum yapilamamaktadir.
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Incirdeki RAPD c¢alismalarimn baslangicindan glinimiiz kadar yabanci
(Khadari ve ark. 1995) ve yerli (Aka-Kagar ve ark. 2003) gesitlerden olusan
populasyonlar incelenmis ve dendrogramlar olusturulmustur. Elisiario ve ark. (1998),
Portekiz disi incir ¢esitlerinin benzerlik derecelerini yaprak isoenzim analizi
sonucunda yapilan dendrogram ile ortaya koymuslardir. ‘Sarilop’ ile ‘Sar1 Zeybek’
gesitleri, RAPD ve AFLP belirtecleri kullanilarak dendrogramlart ¢ikartilmis,
sonugta bu gesitler farkli gruplarda yer almiglardir (Cabrita ve ark. 2001).

RAPD belirteclerinin yaninda izoenzim ve ISSR belirteg sistemleri ile de
calismalar yapilmigtir. Uzun ve ark. (2003), yaprak izoenzimlerini kullanarak
dendrogramda 2 grup olustugunu belirlemislerdir. ‘Sarilop’ ¢esidinin tek basina bir
grupta; ‘Bursa Siyaht’, ‘Yesil Giiz’, ‘Bardacik’, ‘Beyaz Orak’, ‘Sultan Selim’ ve
‘Karabakunya’ ¢esitlerinin ise ikinci grupta yer aldigmu bulmuslardir. Khadari ve
ark. (2004), ISSR ve SSR belirtecleri ile Fas’ta yaptiklari c¢aligmada, yapilan
dendrogramda 8 adet erkek incir ¢esidinin birbirlerine degisik yakinliklarda olmasina
ragmen aym grupta yer aldigini belirtmektedirler.
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Sekil 5. Erkek incir gesitleri arasidaki genetik iliski dendrogramu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

RAPD yonteminin, dominant belirtegler ortaya ¢ikarmakla birlikte diger bazi
baska yontemlere gore kismen daha ucuz olmasi, cabuk sonug vermesi ve radyoaktif
madde kullamlmamasi gibi olumliu ydnlerinin bulundugu bir kez daha gdzlenmistir.
Stiphelenilen durumun aksine sonuglarin tekrar edilebilirligi degisik zamanlarda
yapilan PCR testlerinde ortaya konmustur. 23 erkek incir bireyi (12 ¢esit ve klonlar)
kullanilarak yapilan bu RAPD-PCR ¢aligmasi ile, ismine dogru‘ cogaltim, 1slah
caligmalart ve gen kaynagi korunmasi konularmda gelecekteki caligmalara igik
tutabilecek sonuglar elde edilmistir. Bu tiir molekiiler ¢alismalar uzun sﬁren. klasik

1slah yontemlerini kolaylastirabilecektir.

Bu calisma ile ¢eside ozgli belirtegler bulunmustur. OPA15 ve OPA17
“Yanako-1’ ve ‘Yanako-2’ i¢in, OPA18 ‘Akerkek-1 ve ‘Akerkek-2’ i¢in, OPA20
‘Kizilay-1’ ve ‘Kizilay-2’ i¢in, OPB04 ‘Karaerkek’ i¢in, OPBO05 ‘Kizilay-1’ icin,
OPB1S ‘Yanako-1’ ve Yanako-2’ i¢in, OPB20 ‘Cakin-1’ i¢in ve OPC07 ‘Karaerkek’

i¢in ayirt edici belirtegler veren primerler olmustur.

RAPD belirtegleri ile klonlar arasindaki fark: tespit edebilmek oldukga zor
olmasina ragmen bazi primerlerle (OPA11, OPCO01, OPC07) ‘Seytan-1’ ile ‘Seytan-
2’ klonlar1 ve ‘Yanako-1’ ile “Yanako-2’ klonlart arasinda fark bularak bunu
basarmak miimkiin olmustur. Calisma sonunda ¢esitler arasindaki benzerlik
derecesine gore Dendrogram ¢ikartilmigtir. Dendrogramin ¢ikarilmasinin avantajlar;
cesitlerin yakmligim tespit edebilmek, yapilabilecek melezleme g¢aligmalarinda
segilecek olan ebeveynlerin birbirine olan yakinligim belirlemek ve ¢esitli

¢aligmalarda aragtiricilara teorik olarak taban teskil edebilmektir.

Sonug¢ olarak bu galismanin baginda hedeflenen i amaca ulagilmustir.
Bunlardan birincisi; ¢alismada kullanilan bazi erkek incir ¢esitlerinin RAPD
belirtegleri ile DNA parmak izleri belirlenmistir. Ikincisi; kullamlan 12 gesit erkek

incirin klonlart arasindaki benzerlikler ve farkliliklar bulunmustur. Son olarak da
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yizde olarak hesaplanan polimorfizm oranlarnyla gesitler arasindaki yakinlik

dereceleri yorumlanmistir.

Incir ticari olarak vejetatif yolla cogaltildigi igin gen kaynag smurl
kalmaktadir. Diger taraftan da déllenme biyolojisinin ginodioik olmas: yabanci
tozlanmay: zorunlu hale getirmektedir. Béylece tohumdan elde edilen her bitkinin bir
digerinden farkli olmasi sonucu genis bir gen yelpazesi olugsmaktadir. Genellikle
erkek incirler tohumla kendiliginden olustugu igin ¢ok farkli tip ve gesitler meydana
gelmistir. Bu bireyler arasindan ¢igek tozu sayisi ve ¢imlenme giicii yiiksek,
ciceklenme zamam digi ¢esitler ile uyusan, biyotik ve abiyotik stres etmenlerine

dayanikli yeni tipler seleksiyon sonucunda ortaya cikartilabilir.

RAPD yonteminin polimorfizm orami diger PCR tabanli yontemlere gére
daha diigiiktiir. Heterozigot dominanti homozigot dominanttan ayirt edemedigi igin
AFLP, CAPS, ISSR ve SSR gibi diger belirte¢ sistemlerinin bu tiir ¢alismalara dahil
edilmesi ve incir gen haritalama projesinin baglatilmas1 gerekmektedir. Yapilacak
¢alismalarla morfolojik, fenolojik ve pomolojik &zellikleri kontrol eden belirtegler
belirlenerek istenen 6zelliklere sahip yeni gesitlerin elde edilmesi igin gen aktarimina

taban olugturulabilir.

Bu ¢alismanin pratife yansiyacak olan kismi; bu gibi belirtegler kullamlarak
fidan tiretimi, fidan satis1 ve bahge tesisi konularinda ismine dogru fidan kullaniimasi
konusundaki hata payr en aza indirilebilecektir. Cesit ismi konusunda siipheye
diigiilen bireylerin RAPD yontemiyle ceside 6zel primerlerle ¢esit tanimlamasi
yapilabilir. Ornegin RAPD testinde OPCO1;2¢p diizeyinde bant bulunmas, o gesidin
‘Cakin-1’oldugunu kanitlar. Bu gibi primerlerle ayni zamanda gelecekte mevcut
¢esitlerin tesciline gidilmesi s6z konusu olabilir. Ayrica bilylik plantasyonlar
kurulmadan once fidanlarin, belirlenmis primerlerle test edilmesi ile gesitlerin
gercekten o ¢esit oldugu kamitlanabilecek, tireticiyi yil kaybi ve maddi kayiplardan
kurtarabilecektir. Bu da iilke ekonomisine biiyiik katk: saglayacaktir.
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OZET

Baz Erkek Incir Cegsitlerinin RAPD Belirtegleri ile Tanimlanmasy

Bu aragtirma 2004-2005 yillarinda Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii ve ADU Bilim ve Teknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezi
Laboratuvari’nda  yiirtitiilmiigtiir. Arastrmamn bitkisel materyalini Erbeyli Incir
Arastirma Enstitiisti Ilek Koleksiyon Bahcesi’nde bulunan 23 adet incir (Ficus carica
caprificus) ¢esit ve klonu olugturmustur. Kullamlan ¢egitler ve klonlart: ‘Akerkek-1°,
‘Akerkek-2’, ‘Cak1n~1’,.‘Cakm-2’, ‘Karaerkek’, ‘Karaerkek-2’, ‘Kizlay-1’, ‘Kizilay-2’,
‘Seytan-1°, ‘Seytan-2’, “Yanako-1’ ve ‘Yanako-2’dir. PCR tabanli RAPD yontemi ile
toplam 47 adet 10 baz dizilimli primer test edilmistir. Reaksiyon bilesenleri 15 pl’lik
PCR solusyonu igerisinde 1.5ul 10X KCl1 tamponu, 1.5ul 25mM MgCl,, 1.0ul 10mM
dNTP, 1.0ul 10uM primer, 1.0ul Tag DNA polimeraz, 1.0pul S0ng/pl genomik DNA ve
8.8ul ddH,0 olacak gekilde karigtirilmustir. PCR programi: 94°C’de 30 saniye ilk ayrim,
94°C’de 25 saniye ayrim, 35°C’de 45 saniye primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakika
uzama agamalariyla 35 dongii ve son uzama 72°C’de 5 dakika olarak ayarlanmugtir.
Biiyiikliikleri 250 - 3500 bp arasinda degisen toplam 195 adet bant elde edilmistir. Bu
bantlardan 51 adeti polimorfizm gdsterirken, 144 adet bant monomorfizm gdstermistir.
Ortalama polimorfik bant sayis1 genotip basma 2.22 olarak bulunurken, monomorfik
bant sayisi ortalama 6.26 olarak tespit edilmigtir. Primerler 1-5 arasinda polimorfik bant
olugturmugtur. OPA15 ve OPA17 (“Yanako-1’ ve “Yanako-2’), OPA18 (‘Akerkek-1 ve
‘Akerkek-2"), OPA20 (‘Kizilay-1’ ve ‘Kizilay-2’), OPB04 (‘Karaerkek’), OPBOS
(‘Kizilay-1’), OPB15 (“Yanako-1’ ve Yanako-2’), OPB20 (‘Cakin-1’) ve OPC07
(‘Karaerkek’) veren primerler bu ¢aligma ile geside 6zgii belirtegler vermistir. Calismada
‘Seytan-1" klonlann ve ‘Yanako-1’ ile ‘Yanako-2’ klonlan arasinda polimorfizm
bulunmustur. Cesitlerin bant desenine gore ¢ikartilan dendrogramda (soy agaci) bireyler
iki grupta toplanmuglardir. ‘Yanako-1’ ile ‘Yamako-2’ gesitleri bir grupta, diger
genotipler ikinci grupta yer almistir. Caligilan gesitler arasinda en yiiksek benzerlik
(%99.0) ‘Yanako-1y9’ ile ‘Yanako-ly’ arasinda ¢ikmugtir. En diistik benzerlik ise
(%62.2) “Yanako-27,’ ile ‘Karaerkek’ cesitleri arasinda ¢ikmaistir.
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SUMMARY

Identification Of Some Male Fig Cultivars With RAPD Markers

This study was conducted in Adnan Menderes University (ADU) Faculty of
Agriculture Department of Horticulture and ADU Science and Technology Research and
Development Centre. Twenty three male fig (Ficus carica caprificus) cultivars located at
the Erbeyli Fig Research Institute were the plant materials for this research. The cultivars
used are as follows: ‘Akerkek-1°, ‘Akerkek-2’, ‘Cakin-1°, ‘Cakin-2’, ‘Karaerkek’,
‘Karaerkek-2’, ‘Kizilay-1°, ‘Kazilay-2’, ‘Seytan-1’, ‘Seytan-2’, “Yanako-1’ ve “Yanako-
2’. Total of 47 10-mer primers were tested with PCR-based RAPD techniques. The PCR
components mixed up to total of 15ul volume were 1.5u1 10X KCI buffer, 1.5u1 25mM
MgCl,, 1.0ul 10mM dNTP, 1.0ul 10uM primer, 1.0ul 7ag DNA polimerase, 1.0ul
50ng/ul genomik DNA ve 8.8ul ddH,0. The PCR programme used was 94°C for 30 s
for first denaturation, then 35 cycles of 94°C for 25 s denaturation, 35°C for 45 s primer
annealing, 72°C for 1 min extention, and 72°C for 5 min for final extention. Total
number of bands obtained was 195 whose molecular weight changed between 250 -
3500 bp. While polymorphism was seen 51 of these bands, 144 of which were
monomophic. While the average number of polymorphic bands was 2.22 per genotype,
the average number of the monomorphic bants was 6.26 per primer. Primers gave
between 1 and 5 polymorphic bands. The primers namely OPA15 and OPA17 (“Yanako-
1’ and ‘Yanako-2’), OPA18 (‘Akerkek-1 and ‘Akerkek-2’), OPA20 (‘Kizilay-1’ and
‘Kizilay-2’), OPB04 (‘Karaerkek’), OPBO5S (‘Kizilay-1’), OPB15 (‘Yanako-1’ and
Yanako-2’), OPB20 (‘Cakin-1") and OPCO7 (‘Karaerkek’) were the ones to give a
cultivar specific markers in this study. The dendrogram (family tree) constructed
according to the band pattern of the cultivars and their clones, the individuals were
placed in two groups. ‘Yanako-1’ and ‘Yanako-2’ was in one group and the other
cultivars was in the other group The polymorphism was observed among the clones of
‘Seytan-1°, “Yanako-1°, and ‘Yanako-2’. Among the studied genotypes, the highest
similarity percentage (99.0%) was between “Yanako-1;9” and “Yanako-159’. The lowest

similarity value was 62.2% of “Yanako-27,” and ‘Karaerkek’ cultivars.



-36 -

TESEKKUR

Tez konum olan RAPD teknigini 6greten, calismamin her agamasinda 1lgi ve
alakasini eksik etmeyen, yonlendirici katkilar yapan ve yardimina ihtiyag duydugum
her an yanimda olan danigman hocam sayin Yrd. Dog. Dr. Zeynel DALKILIC’a en

derin saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin yiiriitiilmesi agamasimda, 6zellikle laboratuvar ¢aligmalarimda ilgi ve
onerilerini esirgemeyen kiymetli hocam Dog¢.Dr. Gonca GUNVER-DALKILIC a,
boliim bagkanim saym Prof. Dr. F.Ekmel TEKINTAS ve diger bsliim hocalarima, tez.
asamasinda, 6zellikle diger islerimin yiirlitiilmesinde yardimlarini esirgemeyen Aras.
Gor. arkadaslarim S.Sevil KILINC, Gérkem BILGU ve Giilsim KARAKAYA’ya
tesekkiir ederim.

Erbeyli Incir Aragtirma Enstitiisii Miidiirii Gida Miih. Ramazan OZKAN’a ve
¢alismada materyal toplama asamasindaki yardimlarindan dolay: enstitii ¢alisam Zir.
Miih. Hilmi KOCATAS’a, ADU Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi Laboratuvar’t Miidiirii Dog. Dr. Serhan SAKARY A’ya, laboratuvar ¢aligan:
arkadaslarim Engin GULEN ve Zir.Mith. Burcu KURT a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismada PCR optimizasyonu esnasimnda yardimlarindan dolayt sayin
Dog¢.Dr. Bahattin TANYOLAGC’a, PCR iirtinlerinin bir kisminin jelinin yapilmasinda
Urla Yiiksek Teknoloji Enstitiisii laboratuvarini kullanmama olanak saglayan Yrd.
Do¢. Dr. Sami DOGANLAR’a ve laboratuvar ¢alisani arkadaglara igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismaya miaddi destek saglayan ADU Aragtirma Fonu (ZRF 04-002)’na
ve TUBITAK (TOGTAG-3381)’a tesekkiir ederim.

Dogdugum giinden beri 6zellikle egitim-6gretim hayatim boyunca maddi ve

manevi desteklerini eksik etmeyen biricik aileme sonsuz tesekkiirler.
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