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OZET

INCIRDE (Ficus carica L.) ERKEK VE DiSi GENOTIPLER ARASINDAKI
GENETIK CESITLILIGIN BELIRLENMESI VE ERKEK/DiSI BIREYLERE
0ZGU MOLEKULER MARKIR GELiSTIRME

Yeliz YILMAZ
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Doc Dr. Hatice IKTEN
Aralik 2017; 59 Sayfa

Incir (Ficus carica L.) insanlik tarihi boyunca onemli bir besin kaynag
olmustur, hem kuru hem de taze olarak tiikketimi yapilan meyvelerden birisidir. Tiirkiye
incir retiminde onemli bir yere sahiptir fakat iistiin nitelikli incir gesitlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Yeni incir cesitleri gelistirmek i¢in yiiriitiilen 1slah caligmalarinda
molekiiler markirlarin kullanilmasi 1slah programinin daha hizli ve etkili ilerlemesine
yardimci olacaktir. Odunsu bitkilerde uzun siiren genglik kisirligi nedeniyle molekiiler
markir tespiti 1slah calismalari igin tek yillik bitkilerden daha da énemlidir. Ulkemizde
meyve tlirleri gen kaynaklariin tanimlanmasi ve onemli Ozellikler i¢in belirteglerin
gelistirilmesi caligmalar1 sinirlt sayidadir. Yapilan bu calismada 32 erkek, 32 disi
toplam 64 birey arasindaki genetik cesitlilik AFLP ve SSR markir sistemleri
kullanilarak belirlenmistir. Calismada 42 SSR primer cifti ile elde edilen toplam 138
banttan 113’{i polimorfik bulunmus ve polimorfizm oran1 % 81 olarak hesaplanmistir,
10 AFLP primer kombinasyonundan ise toplam 905 banttan 374’i polimorfik olarak
elde edilmistir ve polimorfizm oran1 % 41°dir. AFLP ve SSR analizleriyle elde edilen
verilerle ayr1 ayr1 benzerlik indeksleri ve dendogram olusturulmus ayrica AFLP ve SSR
verileri birlestirilerek analizler tekrar edilmistir. AFLP ve SSR analizleri arasindaki
korelasyon mantel testine tabi tutuldugunda kabul edilebilir bir sonu¢ (r=0.58) elde
edilmistir. Disi ve erkek genotipler arasinda polimorfik bantlar veren umut var primerler
tespit edilse de cinsiyet ayirimini tam olarak yapabilen bir markir bulunamamustir.
Incirde cinsiyet ayirimi igin yakin zamanda gelistirilen CAPS markir1 (Mori vd. 2017)
ile erkek ve disi genotipler taranarak markirin farkli genetik kaynaklardaki giivenilirligi
hem cinsiyeti dnceden bilinen koleksiyondan alinan genotiplerde hem de Bursa Siyah1 x
Ak Ilek melezlemesi sonucu elde edilen F1 popiilasyonunda test edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: AFLP, Cinsiyet, Filogenetik iliskiler, Incir, SSR

JURI: Yrd. Doc. Dr. Hatice IKTEN
Prof. Dr. Osman GULSEN
Yrd. Dog. Dr. Mehmet Aydin AKBUDAK



ABSTRACT
DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY BETWEEN MALE AND
FEMALE GENOTYPES OF FIG (Ficus carica L.) AND DEVELOPMENT OF
MALE/FEMALE INDIVIDUAL SPECIFIC MOLECULAR MARKERS

Yeliz YILMAZ
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hatice IKTEN
December 2017, 59 Pages

The fig (Ficus carica L.) has been an important food source throughout human
history used for both dry and fresh consumption. Turkey has an important place in the
world fig production and exportation. To maintain its position in the world market,
developing superior varieties is a necessity. The use of molecular markers in breeding
studies will help the breeding program to progress more quickly and effectively. In
woody plants because of the long-juvenility period, development of molecular marker is
even more important than annual plants. The studies on developing molecular markers
for important features and identification of genetic resources in fruit crops are limited in
our country. In this study, genetic diversity among 64 fig genotypes, 32 males and 32
females was determined using AFLP and SSR markers. A total of 42 SSR primers
produced 138 bands of which 113 were polymorphic (81%). A total of 905 bands were
obtained with 10 AFLP primer combinations and 374 of them were found to be
polymorphic (41%). Similarity matrix and dendrogram were generated for each marker
systems separately and with combined data as well. A mantel test was performed by
using the similarity matrices of two marker systems and an acceptable correlation
(r=0.58) was obtained between the AFLP and SSR matrices. Although there are
promising polymorphic bands for discrimination of female and male genotypes, no
markers have been found to be robust. The reliability of recently developed CAPS
marker by Mori et al. 2017 has been tested in both sex-type known genotypes from the
core collection of fig genetic resources and in F1 population obtained from crossing
‘Bursa Siyah1’x’Ak Ilek’ genotypes.

KEYWORDS: AFLP, Fig, Phylogenetic relationship, Sex, SSR
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1. GIRIS

Ulkemiz elverigli iklim ve verimli topraklara sahip olup biyolojik cesitlilik
acisindan zengindir. Diinya genelinde meyve yetistiriciliginde énemli bir yere sahiptir.
Incir insanlik tarihi boyunca 6nemli bir besin kaynagi olmustur. Urdiin’de yapilan
arkeolojik kazilarda 11.000 yil oncesine ait olduklar1 rapor edilen incir meyveleri,
incirin kiiltiire alinisinin tahillardan ve baklagillerden daha 6nce oldugunu géstermis ve
ilk kiiltiire alinan bitkinin incir olabilecegi belirtilmistir (Kislev vd. 2006). incir dinsel
kitaplarda yer almasiyla, yiiksek besin degeriyle, lezzetiyle ve degisik meyve yapisiyla
binlerce yildir insanlarin dikkatini ¢gekmektedir (Ek 2011). Temel besin kaynaklarindan
biri olan inciri Yunanlilarin Anadolu’nun giineybatisindaki antik bolge olan, bugtinkii
Aydin ve Mugla illerini kapsayan Karia bolgesinden aldiklar1 ve Ficus carica’nin da
buradan geldigi tahmin edilmektedir (Giinal 1999). Incir iran, Anadolu dahi biitiin
Akdeniz havzasi boyunca yetistirilmis (Flaishman 2008) ve Ortadogu iizerinden Cin’e
kadar yayilma gostermistir (Arslan 2015).

Incir Ficus cinsi icerisinde yer alan dioik bir tiir olup, diger meyve tiirlerinden
farkli olarak ¢igekleri meyve kilifi (reseptakulum) igerisinde yer almaktadir. Bu nedenle
meyve tutumu tozlayici (ilek) aricigi (Blastophaga psenes) ile gerceklesmektedir
(Condit 1964). Incir miikkemmel bir vitamin, mineral, zorunlu amino asit, seker ve
organik asit kaynagidir (Mujic 2014).

Ulkemiz incirin anavatan1 olarak kabul edilen bélgenin icerisinde yer
almaktadir. Incir Tiirkiye’nin ihracat gelirleri arasinda énemli bir yere sahiptir. Diinya
incir ticaretindeki yerimizi koruyabilmek ve ihracatimizi arttirmak igin incir 1slah
calismalarinin hizlandirilmasina ihtiyag vardir. Islah ¢aligmalarinda genetik kaynaklarin
verimli kullanilabilmesi i¢in bu kaynaklarin tanimlanmasi, smiflandirilmas: ve
korumaya alimasi1 gerekmektedir. Incir 1slahinda ¢alismalarin yavas ilerlemesinin en
biiyiik etkenlerinden birisi diger odunsu bitkilerde oldugu gibi incirde de 1slah edilmek
istenilen karakterin gozlenebilmesi i¢in genclik kisirligimin atlatilmasinin uzun yillar
stirmesidir. Disi/erkek bitkilerin ayirt edilebilmesi i¢in agacin meyveye yatmasi
beklenmektedir. Bu nedenle 1slah galismalarini hizlandirmak i¢in molekiiler markirlarin
islah g¢aligmalarinda kullanilmasinin 6nemi giderek artmaktadir. Islah caligmalarinda
genel olarak hedef altin sar1 kabuk rengi, beyaz meyve eti, amber ¢ekirdek, keskin fark
edilebilir aroma, iri ve taginmaya dayanikli meyve ve partenokarpi 6zelliklerini tagiyan
cesitler elde etmektir (Storey 1975).

Son yillarda sistematik ¢alismalarda molekiiler markir calismalari 6n plana
¢ikmistir. Kullanilacak markir sistemini segerken polimorfizm seviyesi, populasyonun
tipi, lokus sayisi, maliyet, kolaylik, altyap:r gibi baz1 faktorler dikkate alinmaktadir
(Giilsen ve Mutlu 2005). AFLP ve SSR molekiiler markir yontemleri en fazla kullanilan
gelismis tekniklerdendir. AFLP tekniginde ¢ok sayida polimorfizm elde edilmesiyle 6n
plana ¢ikmistir. SSR markir yontemi ise heterozigot ve homozigot genotipleri
birbirinden ayirabilen kodominant markirlardir ve yiiksek oranda polimorfizm
gosterirler.

Bu c¢alismada hem iilkemiz incir genetik kaynaklariin AFLP ve SSR markir
sistemleri ile karakterizasyonunun yapilmas: hem de incir 1slah ¢aligmalarinda sonuca
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daha hizli ulasmayi saglayarak zaman ve maliyet kabini azaltacak olan cinsiyete 6zgii
molekiiler markir gelistirilmesi hedeflenmistir.



KAYNAK TARAMASI Y. YILMAZ

2. KAYNAK TARAMASI

Incir (Ficus carica L.) (2n=26), Urticales (Isirganlar) takiminin Moraceae
(Dutgiller) familyasindadir. Incirin de dahil oldugu Ficus cinsi igerisinde diinyanin
tropik ve subtropik iklim bolgelerinde yaklasik 750 Ficus tiri bulunur (Watson ve
Dallwitz 2004). incirin Anadolu’da bulunan 6nemli bir yabani formu Ficus var. carica
erinosyce’dir. Bu yabani formdan kiiltiir formlar1 olan Ficus carica var. caprificus ile
Ficus carica var. domestica olusmustur (Ozbek vd. 1978). Ficus carica var. caprificus,
erkek ¢igekleri bulunduran incirlerdir ve meyveleri yenilmez, Ficus carica var.
domestica disi ¢igekleri bulundurur ve ekonomik degeri olan incir meyvelerini lretir.
Ficus carica var. domestica formu incirler kurutmalik ve sofralik incirler olarak ikiye
ayrilmaktadir.

Kiiltlir formu olan incirler dioktir ve ¢igekleri meyve kilifinin igerisinde yer alir.
Tozlasmas: ilek sinegi denilen Blastophaga psenes araciligiyla olmaktadir. Incirde
cinsiyet canlilarin birgogunda oldugu gibi XX/XY kromozomuna dayali olarak
belirlenmektedir. Ancak Ficus tiirlerinin ¢ogunda kromozom sayist 2n=2X=26 dir
(Storey 1977). Incir A, B1, B2, C vitaminleri kalsiyum, demir, fosfor, magnezyum,
potasyum agisindan zengin bir meyvedir (Ek 2011).

Cizelge 1.1. 2013 yilina ait incir tiretim miktarlari

Ulkeler Uretim Miktarlar1 (ton)
Tiirkiye 298.914
Misir 153.089
Cezayir 117.100
Fas 101.989
[ran 78.392
Suriye 46.443
Ispanya 30.400
ABD 26.212
Tunus 23.500
Portekiz 17.581
Diger 223.832

Incir yetistiriciliginin biiyiik boliimii Akdeniz ikliminin hakim oldugu Tiirkiye,
Musir, Fas gibi lilkelerde yapilmaktadir. Cizelge 1.1.°de verildigi gibi Tiirkiye diinyanin
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en biiyiik incir iireticisi olup Misir, Iran, Fas, Cezayir, Suriye, A.B.D., Yunanistan ve
Ispanya Tiirkiye’yi takip etmektedir. Ulkemiz hem kurutmalik hem de sofralik incir
tiretim ve ihracatinda diinyada en onemli iilkelerin basinda gelmektedir. 2013 yilinda
diinyada 364 bin hektar alanda yaklagik 1.13 milyon ton incir iretimi yapilmig olup
(FAOSTAT 2013) bu iiretimin 298 bin tonu Tiirkiye’ye aittir. Tiirkiye’nin 2010 ve 2011
yillarindaki sofralik incir ihracat fiyatlar1 kilogrami ortalama 2-3 dolar arasinda degisim
gostermis ve bu deger ile taze meyve sektoriinde en yiiksek gelir getiren iirlinler
arasinda yer almigtir (Caligkan 2012). 2013 yili verilerine gore, Tiirkiye 298 bin ton ile
diinya incir tiretiminde ilk sirada yer alirken, bunu sirasiyla, 153 bin ton ile Misir ve 117
bin ton ile Cezayir izlemektedir. Tiirkiye iirettigi incirin yaklasik 13 bin tonunu sofralik
incir olarak diinyanin 31 farkli {lkesine ihra¢ ederek, 25.989.000 dolar gelir
saglamaktadir. Bu ihracat degeriyle, diinya toplam sofralik incir ihracatinin % 38.4’linii
karsilamaktadir (Caliskan vd. 2012). Incir iiretimi A.B.D, Brezilya ve Japonya gibi
iilkelerde de oldukca artmis olmasina ragmen Akdeniz iilkeleri (Tiirkiye, Misir, Fas,
Ispanya, Cezayir) hala incir iiretiminde sdz sahibi iilkelerdir.

Genetik cesitlilik, bireyler ya da populasyondaki ayni tiirler arasindaki
farkliliklar olarak adlandirilir (Karp vd. 1997). Bitki gen kaynaklar1 biyogesitliligin
onemli bilesenleri olup genetik ¢esitlilik caligmalari, taksonomik ¢aligmalar, evrimsel
arastirmalar ve 1slahin temelini olusturur (Shiva 1994). Genetik c¢esitlilik ¢alismalarinin
1slah galigmalarinda biiyiik 6nemi vardir. Tiir i¢i genetik ¢esitlilik ¢caligmalart ¢esitler
arasindaki mesafenin tahmini igin gereklidir (Jackson 1977). Tarimi yapilan tiirler
icerisindeki genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi bitki 1slah c¢alismalar1 ve genetik
kaynaklarin korunmasi i¢in 6nemlidir (Simioniuc vd. 2002).

Diinya pazarindaki yerimizi korumak icin raf omrii daha uzun, tasimaya
dayanikli, aromas: yiiksek, hos kokulu, acik renkli ve ostiol acikligr kiigiik farkli
sofralik ve kurutmalik gesitlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak meyvecilikte 1slah zor ve
uzun soluklu calisma istemektedir. Bazi1 meyve ¢esitlerinde 1slah stiresi 20-25 yil gibi
uzun bir siire gerektirmektedir (Aksu 2015). Meyvecilikte 1slah siiresini kisaltmanin bir
yolu 1slah materyalinin molekiiler karakterizasyonunu yaparak genotipler arasindaki
genetik benzerlik/ farkliliklarin tespiti, genetik kaynagin tanimlanmasi ve seleksiyon ve
testleme agamasinda molekiiler markirlarin kullanilmasidir. Molekiiler markirlar genetik
haritalama calismalarinda, ¢esit tanimlamasi ve korunmasinda, genotipler arasi genetik
uzakligin belirlenmesinde, duplike olan genotiplerin belirlenmesinde, yeni gelistirilen
cesitlerin koruma altina alinmasinda, tohumculukta safiyet analizlerinde, gen ve 1slah
programinda kullanilacak ebeveynlerin belirlenmesinde ve markir destekli 1slah
calismalarinda kullanilirlar (Rafalski vd. 1996; Lowe vd. 1996; Bilgin ve Korkut 2005;
Yorgancilar vd. 2015). Markir destekli seleksiyon ile 1slah ¢aligmalar1 daha kisa siirede
ve daha az isgiicii ile tamamlanabilmekte ve ¢alisilan popiilasyonun biiyiikligii de
klasik 1slaha nazaran ¢ok daha kii¢iik olmaktadir (Gupta ve Rustgi 2004).

Molekiiler markirlar biyokimyasal ve DNA temelli olmak iizere ikiye ayrilirlar
(Kumar 1999). DNA temelli markirlar da hibridizasyon ve PCR temelli olarak ikiye
ayrilir (Varshney vd. 2007). Molekiiler markirlar ilgili geni direkt tespit etmeden bu
genle baglantili bolgeleri kullanarak polimorfik genin tespitine olanak saglar. Etkili
markir destekli seleksiyon ve istenilen genin diger nesilleri aktarilmasi i¢in markir hedef
gene olabildigince yakin olmalidir (Mohan vd. 1996). Niikleotid dizilerindeki
polimorfizm bircok markir teknigiyle tespit edilebilir. Bunlar; hibridizasyon temelli
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olan RFLP (Sinirli Par¢ca Uzunluklart Polimorfizmi), PZR temelli olan SSR (Basit
Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler), RAPD (Rastgele Cogaltilmis DNA
Polimorfizmi), AFLP(Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi) ve ISSR (Basit
Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm) verilebilir. Bu markir sistemlerinin disinda; SRAP
(Sekansa Bagli Cogaltilmis Polimorfizm), SCAR (Sekans: Karakterize Edilmis
Cogaltilmis Bolgeler) ve CAPS (Boliinerek Cogaltilmis Polimorfik Diziler) markirlar
da polimorfizmin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

AFLP, Vos vd. (1995), tarafindan gelistirilen ‘gogaltilan par¢a uzunlugu
farkliligi veya polimorfizmi’ anlamina gelen yiliksek polimorfizm veren bir belirteg
sistemidir. AFLP isaretleyici sisteminin uygulamasi baslica ii¢ basamaktan olusur;
genomik DNA’nin iki restriksiyon enzimiyle kesilmesi ve DNA pargaciklarina,
enzimlerle uyumlu adaptorlerin baglanmasi (ligasyon), ligasyon iiriinlerine bir baz ilave
edilmis primerlerle 6n segici PZR kurulmasi ve elde edilen 6n secici PZR {iriinleri ile 6n
secici PZR’da kullanilan primerlere 2 ya da 3 baz ilave ederek segici PZR kurulmasi
basamaklarindan olugsmaktadir. Kesilen pargalar T4 ligaz enzimi ile bir enzime spesifik
cift zincirli adaptorlere baglanir. Adaptorler bir ¢ekirdek dizilim bolgesini takip eden,
enzime spesifik bir dizilim bolgesinden olusmaktadir. On secici amplifikasyon ise
adaptor dizilimine ilaveten bir baz ilave edilerek olusan primerler kullanilarak yapilir ve
eger iki primer kesilen fragmentlerin her iki ucunada tam olarak baglanirsa
amplifikasyon olusur. Bu nedenle istatistiksel olarak baslangigta karigimda bulunan her
16 (4x4) fragmentten bir tanesi ¢ogaltilarak 6n segici PZR sonunda kesim-ligasyon
triinleri 1/16 oraninda segilirerek sadelesir. Secici (selektif) PZR’da ise 0n segici
PZR’da kullanilan primerlerin aynisi ancak bir ya da iki ekstra segici baz ilave edilerek
kullanilir. Boylece segici PCR sonunda (iki ekstra secici bazla) kesim {irtinleri 1/256
oraninda se¢ilmis olurlar (Sekil 2.1).

AFLP, tekrarlanabilen bantlar veren, yiiksek polimorfizm gosteren ve herhangi
bir dizilim bilgisi, prob ya da primer gelistirmeyi gerektirmeyen markirlardir. AFLP
markirlarinin  pozisyonu kullanilan enzimin kesim bdlgesinin lokasyonuna baglhdir.
AFLP markirlart genellikle genomun biiyiik bir boliimiinii kapsar ve tekrarlanabilir
olmalarindan dolay1 giivenilir bilgiler iiretir (Vos vd. 1995). AFLP teknigi restriksiyon
bolgelerindeki ya da DNA parcasinda olusan ekleme/¢ikarmadan olusan varyasyonlari
tespit eder. AFLP daha onceden dizilim bilgisi gerektirmemesi, otomasyona uygun
olmasi, primer kombinasyonu sayisinin fazla olmasi ve polimorfizm oraninin yiiksek
olmasi nedeniyle genetik ¢esitliligin belirlenmesi ve dogal populasyonlar ve melezleme
populasyonlari kullanilarak yapilan haritalama c¢alismalarinda ¢ogunlukla kullanilan bir
tekniktir (Yan vd. 1999). AFLP’nin pahali ve zahmetli olmasi, uzun zaman almasi gibi
dezavantajar1 da vardir.
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Sekil 2.1. AFLP yonteminin agamalar1 (genomun restriksiyon enzimleri ile kesimi,
adaptorlerin baglanmasi, 6n segici PZR, se¢ici PZR) (Meudt vd. 2007)

Basit Tekrarli Diziler olarak adlandirilan SSR primerleri dkaryotik canlilarin
genomunda tekrarlanan kisa niikleotid dizilimlerinin (1-5) genomda bulunma durumu
ve tekrarlanma sayilarindaki farkliliga bagli olarak genotipler arasindaki polimorfizmi
belirlemektedir. Yiiksek mutasyon degerlerinin tekrarlanma sayilarimi etkilemesinden
dolayr SSR isaretleyicileri yiiksek oranda polimorfizm gostermektedir (Hemmat vd.
2003). SSR’larin genom lzerinde lokuslarinin sabit olmasi ve ¢ok sayida
bulunabilmeleri, kodominant yapilari, yiikksek oranda polimorfizm gdstermeleri ve
otomatik analiz sistemlerine uygun olmalar1 nedeniyle bitkilerde genetik akrabaliklarin
tespit edimesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda tercih edilmektedir. SSR primerleri tiirler
arasinda da basarili bir sekilde kullanilabilirler (Celton vd. 2009).

En giivenilir markir sistemlerinden biri olarak kabul edilen SSR primerleri
Okaryotik canlilarin genomunda c¢ok sayida bulunur ve tiim genoma dagilmis
durumdadirlar. SSR’mn ¢aligma prensibi mutasyonlarin daha sik meydana geldigi
kodlanmayan (noncoding) bolgelerde bulunan polimorfizm durumlar1 tekrar
sayilarindaki farkliliklarin tespit edilmesi esasina dayanir. SSR primerleri meyve
agaclarinda genetik c¢esitliligin  tespiti ve haritalama ¢alismalarinda tercih
edilmektedirler (Struss vd. 2003). SSR primerlerinin dezavantajlari ise sentezlenmesinin

gii¢ ve pahali olmasidir.
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AFLP teknigi PZR esasli olup polimorfizm oranmi diger markir sistemlerine gore
daha yiiksektir. SSR teknigi ise genomda tekrarlanan bdlgeleri ¢ogaltan, tiire 6zgi,
tekrarlanabilir ve otomasyona uygun markir sistemleridir (Schlotterer 1993).

Genel olarak PZR firiinlerinin ayristirilmasinda uygulama kolayligi nedeniyle
agaroz jel yaygin olarak kullanilsa da poliakrilamit jelin ayristirma giicii ¢ok daha
yiiksektir. Poliakrilamit jelde ayristirilan SSR ve AFLP PZR firiinlerinde 1 bazlik (1bp)
biiyiikliik farkina sahip irtinler de ayirt edilebilmekte ve polimorfizm orami yiiksek
olmaktadir (Yan vd. 1999).

CAPS markir tekniginde spesifik primerler tarafindan iiretilen PZR iiriinleri,
restriksiyon enzimleri tarafindan tanima bolgelerinin varliginda kesilebilir, SNP ler ya
da insersiyon delesyon gibi mutasyonlar, restriksiyon enzimlerinin tanima bolgelerini
olusturan ya da ortadan kaldiran degisikliklere neden olup kesim fiiriinlerinde uzunluk
farkliligina yol agar ve bdylece polimorfizm tespit edilebilir (Konieczny ve Ausubel
1993).

Molekiiler markirlar farkli meyve tiirlerine ait ¢esitlerin genetik calismalarinda
ve tanimlanmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Karakurt (2013), Dogu Anadolu
bolgesinde selekte edilen elma, badem, ahududu tiirlerinde SSR ve AFLP yontemlerini
kullanarak polimorfizm durumunu ve genetik iliskilerini arastirmiglardir.

Struss vd. (2003), kirazda yaptiklar1 ¢alismada yaprak ve meyve orneklerinden
DNA izolasyonu yapip 15 genotipde 4 AFLP primer kombinasyonundan 63 ve 15 SSR
primer ciftinden 40 polimorfik bant elde etmislerdir. AFLP analizinde polimorfizm
orant % 21 SSR da ise % 83 olarak bulunmustur. Orta (2016), SSR teknigi kullanilarak
43 karayemis genotipinde yaptigi calismada Prunus tiirlerinden gelistirilmis 15 SSR
primer ¢ifti kullanmis 13 tanesinden skorlanabilir sonu¢ almistir. Analiz sonucunda
primer ¢ifti bagina ortalama 9 bant elde edilmis, % 93.5 oraninda polimorfizm elde
etmistir.

Kafkas vd. (2008), Tiirkiye’de bulunan beyaz, siyah ve mor dutlardan olusan 43
genotip lizerinde ¢aligmislardir. Sekiz AFLP pimer kombinasyonu ile analizleri yapip
toplam 416 bant elde etmislerdir polimorfizm oranini ise %80,5 olarak bulmuslardir.
Molekiiler olarak siyah ve mor dut tiirlerinin beyaz duttan farkli oldugunu
gostermislerdir.

Fang vd. (2007), 12 farkli Ficus tiiriniin bulundugu 56 genotip iizerinde yaptigi
calismada 6 AFLP kombinasyonu kullanmistir. Analiz sonucunda 1253 bant goriilmiis
ve polimorfizm oranini % 98 olarak bulmuslardir.

Incirde yapilan molekiiler karakterizasyon calismalarinda farkli markir
sistemleri tek basina ya da ¢oklu olarak kullanilmistir. Khadari vd. (2004), Fas’a ait 72
incir genotipinde 8 ISSR ve 6 SSR primeri kullanarak analizleri yapilmistir. Cabrita vd.
(2001), 31 RAPD primeri ile 11 Sarilop klonunu iki gruba aymrmis ve 8 primer
kombinasyonu ile yapilan AFLP yontemi yliksek oranda polimorfizm gdsterip biitiin
klonlar1 ayirmistir. Khadari vd. (2001), incir igin 20 adet SSR primeri gelistirerek,
bunlardan sekiz primer ¢ifti hem tiirler arasinda tranfer edilebilir bulunmus hem de
polimorfik bantlar iiretmistir. Guasmi vd. (2006), Tunus’a ait 57 incir genotipini ISSR
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markir ile analiz etmislerdir, arastirma sonucunda cinsiyete ve bolgeye gore ayrilma
gorillememistir. Chatti vd. (2007), 17 Tunusa ait incir ekotipini RAPD ve ISSR
yontemlerinin birlestirilmesiyle olusturulan RAMPO (Random Amplified Microsatellite
polimorphism) markirtyla genetik farkliliklart tespit etmislerdir. Giraldo vd. (2008)
tarafindan farkli gen kaynaklari1 koleksiyonlarindan toplanmis 209 incir genotipi 20 adet
SSR primer ¢ifti ile karakterize edilmistir.

Ikegami vd. (2009) Avrupa ve Asya'dan toplanan 19 adet incir ¢esidinin ISSR,
RAPD ve SSR yontemleriyle molekiiler karakterizasyonunu yapmiglar ve kullanilan
incir popiilasyonunun genetik ¢esitliliginin  disiik oldugunu ve c¢oklu markir
kullaniminin ¢esitli incirlerin akrabalik iligkisini tahmin etmek i¢in gerekli oldugunu
belirtmistir.

Aradhya vd. (2010), diinyanin ¢esitli yerlerinden toplanan 194 incir genopini 16
SSR primeri ile analiz etmiglerdir, analiz sonucunda Tiirkmenistan ve Akdeniz
bolgesine ait incirler farklt gruplandirma gostermistir. Dalkilic vd. (2010) 43 farkh
erkek incir genotipini 85 RAPD primeri ile tarayarak genetik iliskilerini ortaya
koymuslardir. Saddoud vd. (2011), 18 adet Tunus’a ait incir genotipini 25 morfolojik
ozellik ve 6 SSR primer ¢iftiyle karakterize etmislerdir. Ganopoulos vd. (2015), 90 adet
incir ¢esidini 7 SSR primeri ile genotiplemislerdir. Genotipler UPGMA
dendrograminda dort kiime olusturmus, ancak kiimeleme cografi kokene dayali agik bir
ayrilma gostermemistir.

Baraket vd. (2011), Tunus incir ¢esitleri arasindaki genetik ¢esitliligi AFLP ve
SSR yontemleri ile gostermislerdir ve ¢alismada 6 AFLP primer kombinasyonu ve 6
SSR primer ¢ifti kullanilmistir. AFLP yonteminde 351 (342 polimorfik) ve SSR’da ise
57 polimorfik bant tespit edilmistir. Bu ¢aligmada polimorfik bilgi icerigi degerinin
SSR, etkin markir indeksinin ise AFLP markirlarinda daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Essid vd. (2015), 20 adet Tunus’a ait erkek inciri akrabaliklarin1 13 SSR
primeri ile analiz etmislerdir. Teoman vd. (2017), Marmara ve Ege bdlgesinden
toplanan 45 erkek 2 disi incir genotipinde 24 SSR primer ¢ifti kullanarak genetik
cesitliliklerini ortaya koymuslardir.

Islah c¢aligmalarinda dogru ebeveynlerin secimi icin genetik kaynaklarin
molekiiler seviyede tanmimlanmasi yaninda bazi bitki ve meyve oOzellikleri igin
markirlarin  gelistirilmesi de onemlidir. Ozellikle dioik bitkilerde, gelisimin erken
sathalarinda, aga¢ meyveye yatmadan bireyin cinsiyeti teshis etmek zor ya da
imkansizdir. Genglik kisirli1 uzun siiren odunsu bitkilerde 1slah ¢aligmalar1 sonucu elde
edilen bitkilerin cinsiyet tayininin erken donemde yapilamamasi hem isgiicii hem de
zaman kaybina neden olmaktadir. Kapali tohumlularin yaklasik olarak % 6’s1 dioiktir.
Tarimsal olarak bakildiginda degerli olan incir, kivi, palmiye, papaya, muskat, antep
fist1g1, hurma, jojoba gibi dioik bitkilerde tohum ve meyvenin elde edildigi disi
bireylerdir, kuskonmazda ise erkek bireylerin firiinleri daha biiyiik ve degerlidir
(Milewicz ve Sawicki 2013). Birgok bitkide molekiiler markirlar yardimiyla cinsiyet
belirleme calismalar1 yapilmis ve basarili sonuglar alinmistir.

Kafkas vd. (2001), antep fistig1 (Pistacia vera) tiirlerinde 312 RAPD primeri
kullanarak 10 disi ve 10 erkek bireyde yiiriittiigli ¢alismada bazi primerlerin cinsiyetle
iligkili Urtin verdigini gostermistir. RAPD primerleri kullanilarak yapilan benzer bir
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calismada Ling vd. (2003), Mabet Agacinda (Ginkgo Biloba) 200 RAPD primeri
kullanmig ve bir primerin erkek genotiplerde polimorfik bant verdigini gostermistir. Al-
Ameri vd. (2016)’nin hurmada yapmis olduklari ¢alismada 200 ISSR primeri kullanarak
iki primerin cinsiyetle iliskili oldugunu bulmuslardir.

Maryam vd. (2015), hurmada toplam 30 genotip ile yaptiklar1 ¢alismada, 14
ebeveyn, (8 erkek ve 6 disi) ve 16 F1 bitkisini 12 SSR primeri ile taramislar ve bir
primer ¢iftinin tiim erkeklerde bant verirken disilerde vermedigini tespit etmislerdir.
Ayrica Temel Bilesenler Analizi (PCA) sonucunda erkek ve disi bireylerin iki gruba
ayrildig ve hibrit olan 16 bireyin iki grup arasinda kaldig1 goriilmiistiir.

Agarwal vd. (2010), jojobada 16 AFLP primer kombinasyonu kullanmistir iki
primer kombinasyonu cinsiyetle iligkili bulmustur. Benzer sekilde papaya (Urasaki ve
ark., 2002, Deputy vd. 2002) ve antep fistiginda (Yakubov vd. 2005) erkek ve disi
bireyler icin molekiiler markirlar gelistirilmistir. Incirde erkek ve disi bitkilerin agac
meyveye yatmadan ayirt edilebilmesi i¢in baz1 morfolojik ¢calismalar yapilmistir. Erkek
ve disi bitkileri stoma sayilarina gore belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada elde edilen
sonuglarin yillara gore farklilik gosterdigini belirlenmistir (Misirhi vd. 1998a). Disi ve
erkek incirlerin igerdikleri fenolik bilesiklerin miktarindaki farkligin tespiti yoluyla
cinsiyet belirleme amaciyla yapilan ¢alismada ise erkek incirlerde fenolik bilesiklerin
daha fazla oldugu ancak daha detayli calismalara gerek oldugu belirtilmistir (Misirh vd.
1998D).

Incirde (Ficus carica L.) bitkinin cinsiyetinin erken dénemde teshis edilmesini
saglayacak molekiiler markirlarin gelistirilmesi ile ilgili siirli sayida caligma
yapilmistir (Mutlu vd. 2008). Parrish vd. (2004), Ficus fulva’da yaptiklar1 ¢alismada
AFLP yontemini kullanarak erkek bireylere ait bir markir tespit etmislerdir. Ancak
SCAR markirina doniistiiriilen bant hem erkek hem de disi bireylerde goriilmiistiir.
Mutlu vd. (2008), Ficus carica’da yaptiklari iliskilendirme haritalamasi ¢alismasinda
SRAP, RAPD, ISSR primerlerini kullanarak erkek ve disi bireyler arasindaki
polimorfizmin % 77’sini agiklayan 5 molekiiler markir belirlemislerdir.

Yakin tarihte Mori vd. (2017), incir genomunun bir kisminin niikleotid
dizilimini yaparak cinsiyetle ilgili oldugu diisiiniilen bdlgenin tek lokustan olustugunu
tespit etmislerdir. Bu bolge ATPaz olan RAN1 ortologu oldugunu, erkek incir
genotiplerinde iki yanlis anlamli mutasyon varligmi gostermisler ve cinsiyetle ilgili
CAPS markir gelistirmislerdir.

Incir 1slah programlarmin hizlandirilmasinda biiyiik katki saglayacag diisiiniilen
cinsiyete 6zgii markirlarin gelistirilmesi i¢in bugiine kadar yapilan sinirli sayida ¢alisma
vardir ve AFLP ile SSR teknikleri kullanilmamustir. Ulkemiz incir genetik kaynaklari
bakimindan 1slah ¢alismalarinin ihtiyaci olan genetik cesitliligi barindirmaktadir. Bu
bilgiler 15181nda erkek ve disi incir genotipleri ile yapilacak bu ¢aligmada AFLP ve SSR
primerleri kullanilarak genotipler arasindaki genetik yakinlik/uzaklik belirlenerek, erkek
ve disi genotiplere 6zgii markir gelistirilmeye calisilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calisma materyali olarak meyve Ozellikleri bakimindan 6ne ¢ikan ve 1slah
programlarina dahil olabilecek farkli 6zelliklere sahip 32 disi ve 32 erkek incir genotipi
kullanmilmis ve genotip listesi Cizelge 3.1°de verilmistir. Erbeyli Incir Arastirma
Enstitiisiinden daha 6nce temin edilerek -80 °C’de bekletilen yaprak orneklerinden
modifiye edilmis CTAB protokoliine (Doyle ve Doyle 1990) gore DNA izolasyonu
yapilmustir.

Cizelge 3.1. Erkek ve disi genotiplerin listesi ve orijinleri

Sira | Genotip Ad1 Orijin | Sira | Genotip Ad1 Orijin

No No

1 Kizilay2-E Ege 33 Armut Sap1-D Akdeniz

2 Kérpe Ilek-E Ege 34 712 Siyah Incir-D I¢c Anadolu
3 Mor ilek-E Ege |35 |705-D I¢c Anadolu
4 Afyoncu-E Ege 36 708 Darpak-D I¢ Anadolu
5 Adali-E Ege 37 710 Eksi Incir-D Ic Anadolu
6 Gabali-E Ege 38 251 Derekoy-E

7 Ayardolduran-E Ege 39 215 Midilli-D

8 Siyah ilek-E Ege 40 252 Lop Yemisi-D

9 Omerbeyli Kaba-E | Ege 41 219-D

10 | Buzdogan Kaba-E | Ege 42 | 228 Ipek Inciri-D

11 Elma ilek-E Ege 43 245 Sar1 Yemis-D

12 Bostanli-E Ege 44 401 Mor Ozer-D

13 | Kara Ilek-E Ege 45 | 538 Kabak inciri-D

14 Sisek Ilegi-E Ege 46 221 Yesil Incir-D

15 Kuyucak-E Ege 47 | 537 Kara Incir-D Karadeniz
16 Damarli-E Ege 48 230 Siyah-D Marmara
17 Hac1 Mestan-E Ege 49 531 Degirmen Inciri-D

10
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Cizelge 3.1’in devami
18 Kizhayl-E Ege 50 242 Sar1 Bardak-D Marmara
19 Bardak¢i-E Ege 51 233-D
20 Kibrishi-E Ege 52 701 Mor-D I¢c Anadolu
21 Haci Abdullah-E Ege 53 212 Cicek Inciri-D
22 Ak llek-E Ege 54 217-D
23 Seytanl-E Ege 95 709 Kizil Mor-D I¢c Anadolu
24 Ak erkekl-E Ege 56 532-D
25 | Yanakol-E Ege |57 | 524 Ham Incir-D
26 Frenk-E Ege 58 514 Deniz Inciri-D
27 Mistik ilek-E Ege 59 237 Bursa Siyahi-D Marmara
28 Yanako2-E Ege 60 256 Yediveren-D Ege
29 Kiiclik Konkur-E Ege 61 530 ipek Inciri-D
30 Cacaron-E Ege 62 243 Susak-D
31 Armut flek-E Ege 63 226 Kasim Inciri-D
32 | Kavun Ilek-E Ege 64 | 231 Tiiylii Incir-D

Yirttilen bu ¢alismada 42 adet SSR ve 10 adet AFLP kombinasyonu ile
analizler tamamlanmistir. Khadari vd. (2001), Giraldo vd. (2005), Zavodna vd. (2005),

Vignes vd. (2006), Ahmed vd. (2007),

Bandelj vd. (2007), Crozier vd. (2007)

tarafindan gelistirilmis SSR primer listesi Cizelge 3.2’de verilmistir. Forward primerlere
M13 baz dizisi eklenmis (GGAAACAGCTATGACCAT).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan SSR primerlerinin listesi

Primer Primer Kodlar:
No

Primer dizilimi (5°—3’)

LMFC12 F

GGAAACAGCTATGACCAT TTAAACCCTACTTTCAACAAT

LMFC12 R

GTAATCCCCCGAGATATAGT

11
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Cizelge 3.2°nin devami

LMFC13F GGAAACAGCTATGACCAT CCTCTTTCTCTCTCTTAATTTT
i LMFC13R TTTATCAAACCCACTGATTC

LMFC15 F GGAAACAGCTATGACCAT CGGAGAAAGATTTAGAATTTG
’ LMFC15 R ATTCCAGAGACGAAAGGTCT

LMFC17 F GGAAACAGCTATGACCAT TTAAGAATACGTCCTTGGTAT
* LMFC17 R GAGATTTCGTTGACTTCATT

LMFC18F GGAAACAGCTATGACCAT CACATCCACACACCAAAGAG
i LMFC18 R TACCACAGACTCACCCAATTAT

LMFC19 F GGAAACAGCTATGACCAT CTTATGAAAACTCGGTAGAAG
i LMFC19 R AATGAATGGAAATGATCTTG

LMFC20 F GGAAACAGCTATGACCAT ATGGAGGCTTAGATAGAAAT
' LMFC20 R ACAACACAAAAAGAAATATCA

LMFC22 F ATCACGATATAGGTGTTTTAAT
’ LMFC22 R AGACTTGTAATTTTGATTCCT

LMFC23 F GGAAACAGCTATGACCAT TTTCGTGTCTAACGATCAAAAA
’ LMFC23 R CTCCCATCTCCAACTCCATC

LMFC24 F GGAAACAGCTATGACCAT ACTTCTTCATATTTGGTATAGG
° LMFC24 R TTCATAAACTGGTCTAAAAGA

LMFC25 F GGAAACAGCTATGACCAT GATTCTGATTAAAGGGTATTT
11

LMFC25 R GCTTTCCAAATCTAAAGTAAC

GGA AAC AGC TAT GAC CAT

" LMFC26 F ATGTTATAGTTGAGTGAGGATAA

LMFC26 R AAATAGTGGATCTTGCATGT

LMFC28 F GGAAACAGCTATGACCAT TGATTCCTTTTACTTGTAGATT
. LMFC28 R AAGACATTGAGACATACCAG

LMFC30F GGAAACAGCTATGACCAT TTGTCCGTTTCTTATACAAT
a LMFC30 R TCTTTTTAGGCAGATGTTAG

12
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Cizelge 3.2°nin devami

LMFC32 F GGAAACAGCTATGACCAT GAAAGAAAGTCGAATAATGTA
" LMFC32R TATAAAGAGGGTGGTCTTAGT
, LMFC36 F GGAAACAGCTATGACCAT GACTCCTACACCATCAAAGG

LMFC36 R CTTCACGTTGTTCCTGTTGT

LMFC40 F GGAAACAGCTATGACCAT TGTCAGTAGTTCCCTGGAGA
. LMFC40 R CCCGCATCTCTATTATTTGAC

MFC3F GGAAACAGCTATGACCAT GATATTTTCATGTTTAGTTTG
. MFC3 R GAGGATAGACCAACAACAAC

MFC4F GGAAACAGCTATGACCAT CCAAACTTTTAGATACAACTT
. MFC4 R TTTCTCAACATATTAACAGG

MFC5 F GGAAACAGCTATGACCAT ACCAATCCAAATAATAATCC
? MFC5 R ACACGCTTACTAGAATTACC

MFC7 F GGAAACAGCTATGACCAT CACAATCAAAATAGTTACCG
“ MFC7 R AGCGAAGACAGTTACAAAGC
” FCUP016-6 F GGAAACAGCTATGACCAT CTTTCTGGAATTCAAGCTACGA

FCUP016-6 R CGACCAAGCACAAACACAT

FCUP038-6 F GGAAACAGCTATGACCAT CAATGTATCATTTCATCTCACGAA
“ FCUP038-6 R AGTTCCCATGTTTGGTTACTGA

FCUP045-6F GGAAACAGCTATGACCAT TTCCAAGGCATATTATGTTGAAA
24

FCUP045-6R GTCCAAGGCAAATGATGAA

FCUP048-8 F GGAAACAGCTATGACCAT GCCTCGTACAAGTGGACCAT
® FCUP048-8 R AGAGGCTTACGAGGTTGTGG

FCUP062-2 F GGAAACAGCTATGACCAT AACTTGGCGAGATAAACAACC
* FCUP062-2 R CACTGACCTCGCTGCATT

FCUP066-7 F GGAAACAGCTATGACCAT CCCTCTCGAAGAAGAAGCA
“ FCUP066-7 R CTACAGGAAATGGGCCTCAA

13
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Cizelge 3.2°nin devami

FCUP069-6 F GGAAACAGCTATGACCAT CCGGAAACACACAAATTCAA
“ FCUP069-6 R CAAAGCGTCGACTCACTGAA

FRACS83 F GGAAACAGCTATGACCAT TGAACCTTCAATAACATCGGGTT
» FRAC83 R CTCATGCAATCATAGCACTCA

FRUB38 F GGAAACAGCTATGACCAT ACACGTGCAGTGCTGCTGA
» FRUB38 R ACAGCTGCCCAATTCCTTGA

FRUB416F GGAAACAGCTATGAC CATCAGCAATGATCTTGACCT
* FRUB416 R GTACTCATCAATATCTCTAAACAAC

FRUBA436 F GGAAACAGCTATGAC CATGTACTGTGATTAGTATCTTTGA
¥ FRUB436 R CTAGCAATAACTCACTGATATTG

FINSJ10 F GGAAACAGCTATGAC CATAGGTGGAATGAGGAGAGAGT
> FINSJ10 R AAACATCCTTTCTGGACTTG
y FSYCO5F GGAAACAGCTATGACCAT CCGGAGGCTCGAAAGACAAG

FSYCO5R TCAAATTTCCAATCCCAAACCC

FSYCO7F GGAAACAGCTATGACCATTCTACAAGACACTTAACAATTTTAGCACC
» FSYCO7R TCACATCGAGTTGTGCTTGC

FSYC11F GGAAACAGCTATGACCAT CACAAGGTGGAGAGTGCTCG
® FSYC11R TTCCCTACTCATTTACCTTCTCCTTC

FM4-15 F GGAAACAGCTATGAC CATATCTTCGTCGGTATTGCTTTCACT
¥ FM4-15R GGAAGAGAACCCTTTTTGTATTGG

FINSA1 F GGAAACAGCTATGAC CATAATCCCCGTACTTCACTTG
* FINSA1 R AGAACTTATTGCACGGACAG

FM4-70 F GGAAACAGCTATGACCAT CAGATGAGGTTGACGATGTTATTG
> FM4-70 R TAAACCCTCTTCAAATTCACTCTC

FRAC13 F GGAAACAGCTATGACCAT CACGTTCACGCTGCAAACT
® FRAC13R GATAGAGAAGGCATATCCAGAG

14
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Cizelge 3.2°nin devami
FinsQ5(FAM3) F GGAAACAGCTATGACCAT CATGTCAGGAGGTGTCTAGG
4
FinsQ5(FAM3) R CTCCAAATGGGTATGTCAAG
Finsk9 (HEX1) F GGAAACAGCTATGACCAT ACGCACTTAACCCTTTCAG
42
Finsk9 (HEX1) R TTCGAGTCAACGAAACAAA

AFLP analizlerinde kullanilan 6n segici ve segici primerler Cizelge 3.3 ve
Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. AFLP 6n se¢ici primer kombinasyonlari

Eco Mse
1 GAC TGC GTACCAATTCC | GATGAGTCC TGAGTAAG
2 GAC TGC GTACCAATTCT | GAT GAG TCCTGAGTAAC
3 GAC TGC GTACCAATTCA | GAT GAG TCC TGAGTAAC
4 GAC TGC GTACCAATTCT | GAT GAG TCC TGAGTAA A
5 GAC TGC GTACCAATTCA |GATGAGTCCTGAGTAAT
Cizelge 3.4. AFLP secici primer kombinasyonlari
Eco Mse
1 GAC TGC GTACCAATTC TAA GAT GAG TCC TGAGTAA CAA
2 GAC TGC GTA CCAATTC TCC GAT GAG TCC TGAGTAA CCC
3 GAC TGC GTA CCAATTC CGG GAT GAG TCC TGAGTAA GCG
4 GAC TGC GTACCAATTC CCC GAT GAG TCC TGAGTAA GAA
5 GAC TGC GTA CCAATTC ATC GAT GAG TCC TGAGTAACTT
6 GAC TGC GTA CCAATTC AGG GAT GAG TCC TGAGTAA CAA
7 GAC TGC GTA CCAATTC AGG GAT GAG TCC TGAGTAACTT
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Cizelge 3.4’lin devami

8 GAC TGC GTA CCAATTC AAG GAT GAG TCC TGAGTAA CCC

9 GAC TGC GTA CCAATTC CGG GAT GAG TCC TGAGTAAGTT

10 GAC TGC GTA CCAATTC AAA GAT GAG TCC TGAGTAA TAA
3.2. Metot

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Taze yaprak o6rnekleri (100 mg) 0.5 ml CTAB ekstraksiyon ¢ozeltisi (Cizelge
3.8) icerisinde ezme gubuklari yardimi ile ezilmis ve 65 °C’de 1.5 saat bekletildikten
daha sonra 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1) eklenip, tiipler alt iist edilerek
karistirilip 13000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Ustte toplanan s1vi1 kisim temiz tiipe
alinarak kloroform- isoamil alkol basamagi tekrar edilmistir. Kloroform-izoamil alkol
basamagi tamamlandiktan sonra {ist kissmdan alman 150 pl sivi kismin {izerine 2/3
hacim izopropanol eklenerek —20 °C de bir gece bekletilmis, ardindan 20 dk (13000
rpm) santrifiijden sonra elde edilen ¢okeltinin tizerine 150 pl yikama soliisyonu (%
70’lik etanol ve 10 mM amonyum asetat) eklenerek tekrar santrifiij yapilarak ve sivi
kisim atilmigtir. Oda sicakliginda 15 dk kurutulan DNA’larin tizerine 100 pl TE (10
mM Tris, 0.1 mM EDTA) eklenerek —20 °C de muhafaza edilerek, daha sonra biitiin
DNA ornekleri % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kalite ve miktarlar1 kontrol edilmistir.

Cizelge 3.5. CTAB soliisyonu bilesenleri

Bilesenler Buffer Son Konsantrasyonlari Hacim
NaCl 1.4 M 280 ml
Tris-HCL PH:8 1000 mM 100 ml
EDTA PH:8 20 mM 40 ml
CTAB % 2 209
Beta-merkaptoetanol | % 0.2 2ml
Toplam 1000 ml

3.2.2. SSR analizleri

SSR analizleri i¢in Khadari vd. (2001), Giraldo vd. (2005), Zavodna vd. (2005),
Vignes vd. (2006), Ahmed vd. (2007), Bandelj vd. (2007), Crozier vd. (2007) tarafindan
gelistirilmis ve daha &nce yiiriitiilmiis olan haritalama projesinde (TUBITAK-1100659)
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polimorfik olduklar1 tespit edilmis 46 adet SSR (microsatellite) primer ¢ifti
kullanilmistir (Cizelge 3.2).

SSR i¢in gerekli PZR protokolii ve bilesenler Cizelge 3.6 ile Cizelge 3.7°de
verilmistir. Primer baglanma sicaklig1 (annealing temperature) her bir SSR primer c¢ifti
i¢in ayr1 uygulanmustir.

Cizelge 3.6. SSR termal dongii protokolii

Asamalar Sicakhk Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 °C 3dk 1
Denatiirasyon 94 °C 30 sn 35
Primerlerin yapismasi 50-60 °C 30 sn 35

Uzama 72 °C 1dk 35

Son uzama 72 °C 5dk 1

Cizelge 3.7. SSR PZR karigimi

Bilesenler Miktar
Dna ( 20 ng/ul) 2 ul
Tagq buffer (10X) 1.5 ul
MgCl2 (25 mM) 1.5l
dNTP (10 mM) 1 ul
Primer (10 uM) 2ul
Taq polimeraz (5 u/ul) 0.2 ul
ddH20 6.8 ul

SSR primerleri ile elde edilen iriinlerin ayristirma islemi floresan boya
deteksiyonlu Li-Cor —IR2 4200 (LI-COR Biosciences) cihazi ile gergeklestirildigi igin
primerlerin 5” uglarmma M13 {iniversal (5- GGA AAC AGC TAT GAC CAT -3) baz
dizisi eklenecek ve M13 primerinin ucu floresan boya ile isaretlenmistir.
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3.2.3. AFLP analizleri

AFLP primerleri ile amplifikasyon i¢in Vos vd. (1995) tarafindan gelistirilen
protokol uygulanmistir. Genomik DNA (100-120 ng) Msel ve EcoRI enzimleri ile 37
°C’de kesilerek ve kesilen genomik DNA ligasyon i¢in gerekli miktarda bilesenlerden
eklenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. AFLP kesim ve ligasyon i¢in gerekli bilesenler

Bilesenler Miktar
Ligase Buffer 1.1l
NaCl (0.5 M) 1.1 ul
BSA (1mg/ml) 0.5 ul
Eco Adaptor (10 pM) 0.22 ul
Mse Adaptor 0.11 ul
EcoRI (10 u/ul) 0.25 ul
Msel (10 u/ul) 1pl
T4 Ligase (100 u/ul) 0.5 ul
ddHz20 3.25ul
Genomik DNA 2.5 ul

Elde edilen karisim 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilarak adaptdrlerin kesilen
DNA parcalarinin u¢ kisimlarina eklenmesi saglanmistir. Adaptorlerin baglanma islemi
tamamlanan fiiriinler, % 1.5°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Uriinlerin
kalan 5 pl kismi 1/25 oraninda sulandirilmis ve 2.5 pl’si 6n segici PZR protokoliinde 10
pmol Eco ve Mse primerleri ile gogaltilmistir(Cizelge 3.9). PZR termal dongii asamalari
Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.9. On segici PZR karisimi

Bilesenler Miktar
dNTP (3 mM) 2 ul
MgCl2 (25 mM) 1l
Buffer (10X) 1.25 ul
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Cizelge 3.9’un devami

Eco Primer (10 pmol) 1l
Mse Primer (10 pmol) 1ul
Taq Polimeraz (5 u/pl) 0.1ul
ddH.0 4.15 ul
Seyreltilmis kesim-ligasyon tiriini 2.5 ul

Cizelge 3.10. On segici PZR dongii asamalari

Sicakhik Siire Dongii sayisi
72 °C 2 dk 1

94 °C 20 sn 20

56 °C 30 sn 20

72 °C 2 dk 20

72 °C 2 dk 1

60 °C 30 dk 1

Cogaltilan 6n segici PZR iiriinlerinden 5 ul % 1.5’lik agaroz jele yiiklenerek
kontrol edilmistir ve 6n segici PZR iiriinlerinin kalan kismi 1:19 oraninda sulandirilip
secici PZR reaksiyonlarinda kullanilmistir. Segici PZR icin gerekli bilesenler Cizelge
3.11’de, PZR termal dongiisti ise Cizelge 3.12°de verilmistir. Segici Eco primerlerinin
5’ uglar1 Li-Cor cihazinin lazerleri ile okunabilen spesifik floresanlar ile isaretlidir.

Cizelge 3.11. Segici PZR karisgimi

Bilesenler Miktar
dNTP (2 mM) 1ul
MgClz (25 mM) 1ul
Buffer (10X) 1pul
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Cizelge 3.11’in devami
Eco Primer (10 pmol) (2 segici niikleotid) 1l
Mse Primer (10 pmol) (2 segici niikleotid) | 1 ul
Taq Polimeraz (5 u/ul) 0.08 ul
ddH20 3ul
Seyreltilmig 6n se¢ici PZR iirlinii 2.5 ul

Cizelge 3.12. Secici PZR dongii asamalari

Sicakhik Siire Dongii sayisi
94 °C 2 dk 1

94 °C 20 sn 10

66-57 °C (her dongiide 1 °C 30 sn 10

azalacak)

72°C 2 dk 10

94 °C 30 sn 25

56 °C 30 sn 25

72°C 3dk 25

60 °C 30 dk 1

3.2.4. PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi

SSR iirtinleri 6ncelikle yiiksek konsatrasyonlu % 3’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis
ancak baz allelleri ayrismadigi gozlenmistir (Sekil 3.1). Bu nedenle SSR iirtinleri

isaretli primerler kullanilarak poliakrilamit jelde ytriitiilmistiir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. FM4-15 SSR primeriyle elde edilen agaroz jel goriintiisii (M:markir, genotip
siralamasi Cizelge 3.1°de verilen sekildedir)
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Sekil 3.2. FM4-15 SSR primeriyle elde edilen poliakrilamit jel goriintiisii (M:markir,
genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilen sekildedir)
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Poliakrilamit jel matriks Cizelge 3.13’de verilen miktarlara gére hazirlanip 151k
almayacak bir ortamda saklanmistir. AFLP {iriinlerinin yiiklenmesi i¢in 40 cm’lik SSR
icin ise 25 cm’lik camlar kullanilmistir. Camlar dikkatli sekilde, lizerinde toz ve leke
kalmamasina dikkat edilerek yikanip kurumaya birakilmistir. AFLP i¢in 35 ml SSR i¢in
25 ml jel matriks alinip tizerine Cizelge 3.14’de verilen miktarlarda amonyum persiilfat
ve temed ekleyerek hizlica camlarin arasina dokiilmiistir (Sekil 3.3.a). Taraklar
yerlestirildikten sonra bir saat polimerize olmasi beklenmistir (Sekil 3.3.b). Dikkatli
sekilde taraklar ¢ikartilip camda jel partikiilii kalmamasina 6zen gosterilerek yikanmig
ve kurutulduktan sonra cihaza yerlestirilmistir. PZR firlinlerine formamit yiikleme
tamponu eklenerek 95 °C’de 5 dk denatiire edilen PZR iiriinleri buz iizerine alinmistir.
SSR fragmentleri 0.25 mm kalinlikta % 5.5’lik poliakrilamit jele, AFLP {irlinleri ise
0.20 mm kalinlikta % 6.5’lik poliakrilamit jele yiiklenerek (Sekil 3.4) floresan boya
deteksiyonlu Li-Cor-IR2 4200 (LI-COR Biosciences) cihazinda 1500 Volt ve 45 °C’de
yuritilmistir.
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Cizelge 3.13. Licor jel matriks bilesenleri

Jel Matriks (500 ml) % 5.5 % 6.5
% 40 Akrilamid+ Bis (19:1) 68.75 ml 81.25 ml
TBE (10X) 50 ml 50 ml
Ure (7 M) 210 g 210 g

Cizelge 3.14. Poliakrilamit jel bilesenleri

Poliakrilamid jel bilesenleri

25 cm cam i¢in (SSR)

40 cm cam icin (AFLP)

% 10 luk APS 243 ul 482 ul
Temed 17 ul 34 ul
Akrilamit jel matriks 25 mi 35 mi
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(@ (b)

Sekil 3.3. (a) Poliakrilamit jel bilesenlerinin eklenmesiyle elde edilen karisimin
camlarin  arasina  enjekte edilmesi (b) Taraklar yerlestirilmis  sekilde
polimerizasyonunun beklenmesi
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Sekil 3.4. Denatiire edilmis PZR iiriinlerinin poliakrilamit jele yiiklenmesi
3.2.5 Verilerin degerlendirilmesi ve dendrogram olusturma

Li-cor cihazina yiiklemeler yapildiktan sonra AFLP ve SSR jel goriintiileri
manuel olarak bant varliginda 1 yoklugunda 0 degerlendirilemediginde ise 999 olacak
sekilde skorlanmustir. Incir genotiplerinin taranmas: icin elde edilen verileri NTSYS
(Numerical Taxonomy MultivariateAnalysis System, NTSYS-pc version 2.1 Exeter
Software, Setauket, N.Y., USA (Rohlf 1993) bilgisayar paket program kullanilarak
analiz edilmistir. Benzerlik matriksi genotipler arasinda genetik akrabaligi belirlemek
icin UPGMA modiilii kullanilarak dendogram olusturulmustur. Genotipler arasindaki
benzerlikler elde edilecek dendrogramlara gore belirlenmistir. Ayrica iki ve ii¢ boyutlu
grafik tlizerinde bireyler arasindaki mesafeleri gosteren Temel Bilesenler Analizi
(Principle ComponentAnalizi: PCA) ayn1 program kullanilarak yapilmistir.

3.2.6 CAPS markiri ile (RAN1) disi ve erkek genotiplerinin belirlenmesi

Yiiriitilen tez calismasinin, laboratuvar arastirmalarinin tamamlanip yazim
asamasina gecildiginde Mori vd. (2017) tarafindan gelistirilerek yayinlanmis olan
incirde cinsiyete Ozgii markir i¢in Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisii koleksiyon
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parselinde bulunan erkek ve disi genotiplerin ilk defa molekiiler tanimlamasi
yapilmistir. Ayrica Enstitiide yiiriitiilen 1slah programi ¢ergevesinde Bursa Siyahi1 x Ak
Ilek melezlemesi sonucu elde edilmis olan 46 F1 bireyinin cinsiyetlerinin belirlenmesi
amactyla CAPS markirt ile testleme yapilmistir.

Mori vd. (2017)’nin incirde cinsiyet tayini i¢in gelistirdigi CAPS primeri olan
FigFM ile Cizelge 3.15 ve Cizelge 3.16°da verilen protokollere gére PZR yapilmistir.
PZR iiriinleri Pcil restriksiyon enzimiyle Cizelge 3.17’de verilen bilesenlerden eklenip
2 saat 37 °C’de inkiibe edilerek kesim islemi ger¢eklestirilmistir. Kesim iiriinleri % 2’lik
agaroz jelde yiiriitilmiistiir.

Cizelge 3.15. FigFM primeri i¢in termal dongii protokolii

Sicaklik Siire Dongii sayisi
94 °C 2 dk 1

94 °C 30 sn 35

55°C 1dk 35

72 °C 1dk 35

72 °C 5dk 1

Cizelge 3.16. FigFM primeri i¢in PZR bilesenleri

Bilesenler Miktar
Dna ( 20 ng/ul) 2 ul
Taq buffer (10X) 1.5 ul
MgCl2 (25 mM) 1.5 ul
dNTP (10 mM) 15 pul
Primer F/R (10 uM) 0.5 ul
Taq polimeraz (5 u/ul) 0.1 ul
ddH20 7.4 ul
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Cizelge 3.17. Pcil enzimi ile kesim protokolii

Bilesenler Miktar
Enzim (10 u/ul) 0.5 ul
Buffer (10X) 1 pul
PZR iiriinii 4 ul
ddH20 4.5 ul
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Genomik DNA izolasyonu

Izole edilen DNAlarin kalitesi ve yaklasik olarak miktarini belirlemek amaciyla
ornekler % 1’lik agaroz jelde ylriitilmiistiir. Sekil 4.1 de izole edilen DNA’larin jel
goriintiisii verilmistir. Incir yiiksek oranda fenolik bilesikler bulundurmaktadir. AFLP
analizinin yapilabilmesi i¢in yliksek miktar ve kalitede DNA’ya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu nedenle DNA 6rnekleri spin kolondan gecirilerek temizlenmistir (Sekil 4.2).

M1 2 3 456 78 9 10111213 14 1516 171819 20 212223 24 2526

[l

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

Sekil 4.1. Arastirmada kullanilan genotiplerin DNA’larinin agaroz jel elektroforez
goriintiisti (M:markir, genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)
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M1 2 3 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22 23 24

M 2526 27 28 2930 3132 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

Sekil 4.2. Spin kolondan gecen DNA’larin agaroz jel goriintiisii (M:markir, genotip
siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)

4.2. SSR Analizleri

Arastirmada 64 genotip i¢in 42 adet primer ¢ifti kullanilarak SSR analizleri
yapilmigtir. Ornek poliakrilamit jel goriintiileri Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5°da verilmistir.
Gorintiilerin skorlanmasiyla elde edilen bant sayilari, polimorfizm oranlar1 Cizelge
4.1°de verilmistir. Polimorfik bant sayis1 1 (LMFC12) ile 7 (FCUP069-6, FINSQ5)
arasinda degismistir. Lokus basina diisen bant sayis1 3.17 polimorfik bant sayisi ise 2.69
olarak bulunmustur. Sadece SSR markirt kullanilarak yapilan Teoman vd. (2017)’nin
caligmasinda, primer ¢ifti basina diisen polimorfik alleli 2°den 7’ye kadar degisen
sayida bulmusglardir. Essid vd. (2015) ise 2 ile 6 arasinda, Saddoud vd. (2011) yaptig1
caligmada 5 ile 8 arasinda degistigini gostermisler. Lokus basina elde edilen allel sayisi
bazi primerlerde daha dnce yapilmis ¢alismalardan daha yiiksektir. Fcup069 primeri ile
Bandelj vd. (2007) 3 allel elde etmisken yiiriitillen ¢alismada 7 allel elde edilmistir.
FinsQS5 primeri ile Vignes ve ark. (2006) 2 allel elde etmis bu calismada ise 7 allel elde
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edilmistir. Benzer sekilde LMFC19, MFC7 ve LMFC24 primerleri ile elde edilen allel
sayis1 daha once yapilan ¢aligmalardan daha fazla olmustur. Ancak Zavodna vd. (2005)
FM4-15 primeri 14 allel ve FM4-70 primeri ile 7 allel elde etmisler bu rakamlar
yiiriitiilen ¢alisma da elde edilen sonuglardan oldukea yiiksektir.

2345678910111213141516171819202122232425262728293031323334353637 383940414243 44454647 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 M

LR N (TR
e l
)'~:O|:|'..'o! v Wie Buw ¢ 0".* LU CTRCRC I N B ERR M

Sekil 4.3. Incir genotiplerinin  LMFC25 SSR primeri ile amplifikasyonunun
poliakrilamit jel goriintiisii (M:markir, genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)

12345678910111213141516 17 18 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
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Sekil 4.4. incir genotiplerinin FINSQ5 SSR primeri ile amplifikasyonunun poliakrilamit
jel goriintiisti (M:markir, genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)

1234567 891011 121314 15 1617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
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Sekil 4.5. Incir genotiplerinin Frub436 SSR primeri ile amplifikasyonunun poliakrilamit
jel gortintiisii (M:markir, genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)
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Cizelge 4.1. SSR primerlerine ait toplam bant sayisi, polimorfik bant sayisi ve
polimorfizm oranlari

Primer Polimorfik Bant Sayis1 | Toplam Bant Sayis1 | %oPolimorfizm
LMFC12 1 1 100
LMFC13 2 3 66
LMFC15 3 4 75
LMFC17 1 2 50
LMFC18 1 2 50
LMFC19 6 6 100
LMFC20 1 2 50
LMFC22 2 2 100
LMFC23 4 4 100
LMFC24 2 3 66
LMFC25 2 2 100
LMFC26 3 4 75
LMFC28 2 3 66
LMFC30 5 5 100
LMFC32 2 3 66
LMFC36 2 3 66
LMFC40 1 2 50
MFC3 2 2 100
MFC4 3 4 75
MFC5 2 3 66
MFC7 5 5 100
FCUP016-6 |2 3 66
FCUP038-6 |3 3 100
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Cizelge 4.1’in devami

FCUPO45-6 |3 4 75
FCUP048-8 |2 3 66
FCUP062-2 |3 3 100
FCUPO66-7 |4 4 100
FCUP069-6 |7 7 100
FRACS83 2 2 100
FRUB38 2 3 66
FRUB416 4 5 80
FRUB436 2 3 66
FINSJ10 2 2 100
FSYCO05 1 2 50
FSYCO07 2 3 66
FSYC11 1 2 50
FM4-70 2 3 66
FRAC13 2 3 66
FINSQ5 7 7 100
FINSK9 2 3 66
FM4-15 6 6 100
FINSA1 2 2 100
Toplam 113 138 81
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Sekil 4.6. Incir genotiplerinde SSR analizi sonucu elde edilen dendogram
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SSR wverileri ile olusturulan dendrogram kiimesi ve benzerlik indeksi
incelendiginde benzerlik oranlar1 0.54-0.88 arasindadir ve Ham incir ve Siyah Incir 0.88
oraninda benzer bulunmustur. SSR verilerinin analizi sonucu olusturulan dendogram iki
ana gruba ayrilmis birinci grupta (B) 217 ve Ak Ilek yer alirken ikinci grup (A) 6 alt
gruba ayrilmustir (Sekil 4.6). Alt gruplardan (A2.1.1.2) 228 Ipek Incir, 530 Ipek incir ve
Kabak Incir bir alt grup olustururken, Armut Ilek farkli bir alt grup (A1.2.2.1)
olusturmustur. Ak ilek ve 217 diger genotiplere en uzak genotip olarak belirlenmistir.
Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisiinde iki farkli genotip olarak numarandirilan 530 ipek
ile 288 Ipek incirleri ve Yanakol ile Yanako2 SSR markirlar1 ile elde edilen
dendrogramda yiiksek oranda benzer olduklari belirlenmistir.

SSR markirlar ile elde edilen Temel Bilesenler Analizine gore elde edilen iki
boyutlu diizlem (Sekil 4.7) fzerinde genotiplerin dagilimina goére Kibrish
popiilasyondan ayrilmistir. Ug boyutlu diizlem iizerinde elde edilen grafik (Sekil 4.8)
sonuglar1 ise dendrogram ve iki boyutlu diizlem ile elde edilen grafik ile paralellik
gostermektedir. Temel bilesenler analizini olusturan Eigen degerleri ve her degerin
acikladig1 varyans yiizdesi ve vektorlerin agikladig: kiimiilatif varyans verilmistir. ilk 3
Eigen degeri popiilasyonda var olan toplam varyansin % 20’sini agiklamistir. Bu sonuca
gore iki boyutlu grafik toplam varyasyonun sadece % 20’sini temsil etmektedir.

NTSYSpc (Ver 2.1) programinda DICE (1945) metoduna gore elde edilen
benzerlik matrisine gére SSR verilerinden elde edilen benzerlik matriksinde birbirine en
yakin genotipler 8.76 benzerlik indeksi ile Ham Incir ve Siyah Incir ikinci en yakin
genotipler 8.74 benzerlik indeksi ile 530 ipek Inciri ve 228 Ipek inciri olarak
belirlenmistir. En uzak genotipler ise 3.93 benzerlik indeksi ile 228 Ipek inciri ve
Kibrisli belirlenmistir ikinciri en uzak genotipler 4.23 benzerlik indeksi ile 217 ile
Yediveren olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. SSR verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan 2 boyutlu
grafik
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Sekil 4.8. SSR verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan 3 boyutlu
grafik

4.3 AFLP Analizleri

Calismada 64 genotip i¢in 10 AFLP kombinasyonu kullanilmistir. 10 adet AFLP
primer kombinasyonu kullanilarak 374 adet polimorfik bant elde edilmistir. Ornek
poliakrilamit jel goriintiileri Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12 “de verilmistir. Primer basina diisen
polimorfik bant sayis1 34.61 olarak bulunmustur. Goriintiilerin skorlanmasiyla elde
edilen bant sayilari, polimorfizm oranlar1 Cizelge 4.2’de verilmistir. Polimorfik bant
sayist 20 (EcoCCC-MseGAA) ile 95 ( ECOAGG-MseCAA) arasinda degismistir. Lokus
basina diisen ortalama bant sayist 90.5 polimorfik bant sayisi ise 37.4 olarak
bulunmustur.

4.3.1. AFLP on secici PZR analizleri

Secici PZR kurulmadan 6nce 6n secici PZR agaroz jele yiiklenerek kontrol
edilmistir (Sekil 4.9). Cok sayida bant olusumunun goriilmesi 6n secici PZR isleminin
basarili sekilde gerceklestirildigini gostermektedir.
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1 23 4 56 7 8 910 11121314 151617 18 19 2021222324 M

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 M

Sekil 4.9. On secici PZR iiriinlerinin % 1.5 agaroz jelde goriintiisii ( M:markir, genotip
siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)

4.3.2. AFLP secici PZR analizleri

Secici PZR {irtinleri formamid yiikleme tamponu igerisinde yiiksek sicaklikta
denatiire edilerek poliakrilamit jele yliklenmistir.
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Sekil 4.10. Incir genotiplerinin EcoTGG-MseAGG primer kombinasyonu ile segici PZR
bant profili
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Sekil 4.11. Incir genotiplerinin Eco AAG-Mse CCC primer kombinasyonu ile segici
PZR bant profili (Genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)
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Sekil 4.12. Incir genotiplerinin ECOCGG-MseGCG primer kombinasyonu ile segici PZR
bant profili (Genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)
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Cizelge 4.2. AFLP primer kombinasyonlarina ait toplam bant sayisi, polimorfik bant
sayist ve % polimorfizm degerleri

Primer Polimorfik Bant | Toplam Bant Polimorfizm
Kombinasyonu Sayis1 Sayis1 Yiizdesi
EcoTAA-MseCAA 39 99 39
EcoTCC-MseCCC 25 60 41
EcoCGG-MseGCG 56 147 38
EcoCCC-MseGAA 20 90 22
ECOATC-MseCTT 24 64 37
EcoAGG-MseCAA 95 149 63
ECoOAGG-MseCTT 34 55 61
EcoCGG-MseGTT 37 53 69
EcoAAG-MseCCC 28 100 28
EcoAAA-MseTAA 36 88 40
Toplam 374 905 41
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Sekil 4.13. AFLP analizleri sonucu elde edilen dendogram



BULGULAR VE TARTISMA Y. YILMAZ

AFLP analizleri sonucunda DICE benzerlik indeks degeri 0.59 ile 0.83 degerleri
arasinda degismistir. Eksi Incir ve Midilli genotipleri 0.83 oraninda benzer
bulunmustur. Dendograma gore incir genotipleri 2 ana gruba ayrilmistir (Sekil 4.13).
ikinci grupta (B) sadece Ak Ilek yer alirken birinci grup (A) ise bircok alt gruba
ayrilmistir. Birinci gruptaki genotipler genel olarak 8 alt grupta toplanmiglar 1. Alt
grupta 8 disi ve 8 erkek genotip yer alirken 2. Alt grupta 11 disi 9 erkek genotip yer
almistir. 2. Grup ise 3 alt gruba ayrilmis 1. Alt grup 5 erkek ve 1 disi genotipten 2. Alt
grup 9 erkek ve 2 disi genotipten olusmustur. Bursa Siyah1 ve Susak ise 3. Alt grubu
olusturmuslardir. Kizil Mor ve 217 0.85 oraninda benzer bulunurken herhangi bir alt
gruba dahil olmamis ayn1 sekilde Yesil Incir ve Hact Mestan herhangi bir alt gruba
dahil olmamistir. Bu gruplarda bir¢ok alt gruplara ayrilmistir. 0.70 benzerlik indeks
degerinde genotipler AFLP verilerinden elde edilen benzerlik matriksinde birbirine en
yakin genotipler 0.83 benzerlik indeksi ile Kizil Mor ve 217 ikinci en yakin genotipler
ise 0.82 benzerlik indeksi ile 530 ipek Inciri ve 228 Ipek Inciri olarak belirlenmistir. En
uzak genotipler ise 0.59 benzerlik indeksi ile Yesil incir ve Susak ile Yesil incir ve
Armut Inciri olarak belirlenmistir.

AFLP markirlari ile olusturulan Temel Bilesenler Analizine gore elde edilen iki
boyutlu diizlem (Sekil 4.14) iizerinde genotiplerin dagilimina gore 217 popiilasyondan
ayrilmugtir. Ug boyutlu diizlem iizerinde elde edilen grafik sonuglari ise dendrogram ve
iki boyutlu diizlem ile elde edilen grafik ile paralellik gdstermektedir (Sekil 4.15).
Temel bilesenler analizini olusturan Eigen degerleri ve her degerin acikladigi varyans
yiizdesi ve vektdrlerin agikladigi kiimiilatif varyans verilmistir. ilk 3 Eigen degeri
popiilasyonda var olan toplam varyansin % 31’ini agiklamistir. Bu sonuca gore iki
boyutlu grafik toplam varyasyonun sadece % 31’ini temsil etmektedir.

NTSYSpc (Ver 2.1) programinda DICE (1945) metoduna gore elde edilen
benzerlik matrisine gore AFLP verilerinden elde edilen benzerlik matriksinde birbirine
en yakin genotipler 8.28 benzerlik indeksi ile Eksi Incir ve Midilli olmustur. En uzak
genotipler ise 4.89 benzerlik indeksi ile Kasim inciri ve Yanako2 olarak belirlenmistir.

41



BULGULAR VE TARTISMA

Y. YILMAZ

217-D
047 5
Kibrsl-E
o
028 DEImaIk-E i
Omrby-E
o Sarys-D
Morilk-E élzlmr-D
[0} Cagarn Kzly2-E
9233-D o ° ly OYankZ E
Aekihin g Mk-E
Seytn1-E ©
Haclms—E . Siyh-D
Dnzinr-D
Dim-2 008 oank1- © ‘
Mlst | OSl;/ek I-E
|IQJEEBO
keE
B%ﬂ%‘éﬁpk Boer $0ipk-D K;qul;k-% D Jophie
ZZSng-(]DVUCk -E o
myss-D
6& Derk)klzlyl E
Afync-E 219-D
(o]
011 Ksﬁmal Eprﬁ Ayardl-E
‘Eks"wnau D e gsy of-D
-] esler-"
OKorplk E erD o
Kbkin-D
Lopysnor D o pkin-
o 705-D Karcr-D
532-D o o
i o Tuylcr D
- el
-0. T T T T T T T T T
031 013 005 023 041

Dim-1

Sekil 4.14. AFLP verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan 2

boyutlu grafik

Sekil 4.15. AFLP verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan 3

boyutlu grafik
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44. SSR ve AFLP Analizleri Sonucu Elde Edilen Verilerin Birlikte
Degerlendirilmesi

Bu arastirmada Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisi'nde bulunan Tiirkiye’nin
cesitli bolgelerine ait 64 (32 erkek, 32 disi) incir genotipinin akrabalik iligkileri SSR ve
AFLP primerleri kullanilarak arastirilmistir. 42 SSR primer ¢ifti ve 10 AFLP primer
kombinasyonu kullanilarak 487 polimorfik bant iretilmistir. Primer basina diisen
toplam allel sayis1 20, polimorfik bant sayisi ise 9.36°dir. Bant sayilar1 1 ile 149
polimorfik bant sayilari ise 1 ile 95 arasinda degismistir. Toplam allel sayis1 bakimindan
Eco AGG-MseCAA primer kombinasyonu en fazla alleli (149), en az alleli ise LMFC12
(1) primer ¢ifti liretmistir.

Baraket vd. (2010)’nin 38 incir genotipi iizerinde yaptig1 benzer bir ¢alismada
ise 6 AFLP primer kombinasyonundan elde edilen 351 bantdan 342 adeti polimorfik
olarak bulunmustur. Alti SSR primer ¢iftinden elde edilen 57 bandin tamami
polimorfiktir. AFLP analizinde kullanilan primerlerden hem toplam bant sayisi hem de
polimorfik bant sayisi bakimindan en fazla bant EcoAAC-MseCTA primer
kombinasyonunda (72 banttan 672si polimorfik), en az sayida bandi EcoACA-MseCAG
primer kombinasyonunda (42 bantdan 40 adeti polimorfik) goriilmiistiir. SSR analizinde
ise polimorfizm orant % 100’diir. En fazla bant sayisint MFCS8 primer ¢ifti (14 adet) en
az bant sayisint MFC7 primeri (6) vermistir.
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SSR ve AFLP verilerinin bir arada analizleri sonucunda DICE benzerlik indeks
degerleri 0.58 ile 0.83 arasinda degismistir. Sekil 4.16’da verilen dendogram iki ana
gruba (A ve B) ayrilmistir. ikinci grup (B) Bursa Siyahi, Susak, 217 ve Kizil Mor
genotiplerinden olugsmaktadir. Birinci grup ise (A) iki biiytik alt gruba ayrilmistir, 1. alt
grupta (A1) 25 erkek ve 28 disi birey birgok alt grup altinda toplanirken 2. alt grup ise
(A2) 7 erkek, 4 disi birey bulundurmaktadir. Baz1 alt gruplarda erkek genotipler bir
arada toplanirken (Yanako1-E, Yanako2-E, Buzdogan Kaba-E, Armut Ilek-E, Kuyucak-
E, Adali-E, Bostanli-E, Mistik Ilek-E) A1.1.1.1 alt grubunda oldugu gibi baz1 alt
gruplarda hem disi hem erkek genotipler (Kizilay2-E, Omerbeyli Kaba-E, Sar1 Yemis-
D, 233-D) bir arada yer almistir.

SSR ve AFLP verilerinin bir arada analiz edilmesiyle elde edilen benzerlik
matrisinde birbirlerine genetik olarak en yakin genotiplerin 8.33 benzerlik indeks
degeriyle 530 Ipek ve 228 Ipek inciri oldugu en uzak genotiplerin ise 4.92 benzerlik
indeks degeri ile Kibrisli ve Ham Incir, Ak Ilek ve Yesil Incir olarak belirlenmistir.
Farkli markir sistemleri DNA’da farkli bolgelere baglandigindan dendogramlar arasinda
farkliliklar olugsmustur.

Temel Bilesenler Analizine gore elde edilen iki boyutlu diizlem (Sekil 4.17)
lizerinde genotiplerin dagilimma gore 217 ve Siyah incir popiilasyondan ayrilmistir. Ug
boyutlu diizlem {izerinde elde edilen grafik (Sekil 4.18) sonuglari ise dendrogram ve iki
boyutlu diizlem ile elde edilen grafik ile paralellik gostermektedir. Temel bilesenler
analizini olusturan Eigen degerleri ve her degerin agikladigi varyans yiizdesi ve
vektorlerin agikladig1 kiimiilatif varyans verilmistir. ilk 3 Eigen degeri popiilasyonda
var olan toplam varyansin % 32’sini aciklamigtir. Bu sonuca gore iki boyutlu grafik
toplam varyasyonun sadece % 32’sini temsil etmektedir.

SSR ve AFLP markirlar1 similarity matriksleri temel alinip Mantel testi (Mantel,
1967) kullanilarak karsilastirilarak aralarindaki korelasyon tespit edilmistir. SSR ve
AFLP matriksleri arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur (r=0.582). Biswas vd.
(2011)’nin farkli narenciye genotipleri ilizerinde yaptigi ¢aligmada AFLP ve SSR
korelasyon degeri diistiktiir (r=0.14). Garcia vd. (2004) ise misirda yaptiklar: ¢alismada
AFLP ile SSR arasinda ¢ok yiiksek bir korelasyon bulmuslardir (r=0.78). Lapointe ve
Legendre (1992) 0.5’den biiyiik bir korelasyon degerinin taksonomik birimlerin sayisi
15’1 asarsa, 0.01 olasilik seviyesinde istatiksel olarak 6nemli olacagini belirtmistir. Hem
SSR hem de AFLP goriintilerinden elde edilen verilere gore olusturulan
dendogramlarda genotipler cografik orijinlerine gore herhangi bir ayrisma
goriilmemistir.
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Sekil 4.17. AFLP ve SSR verilerinin birlikte degerlenmesi ile elde edilen temel

bilesenler analizi sonucu olusturulan 2 boyutlu grafik
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4.5. Cinsiyete Ozgii Markir Gelistirme Calismalar:

Calismada kullanilan 42 SSR primeri ve 10 AFLP primer kombinasyonu ile elde
edilen markirlar erkek ve disi genotipleri ayirt edememistir. Umut var goriilen FM4-15
SSR primeri ve ECOCGG-MseGCG AFLP primer kombinasyonu, 32 erkek ve 32 disi
toplam 64 genotip tekrar DNA izolasyonu yapilmis ve PZR islemleri tekrar edilmistir.
Elmeer ve Mattat (2012), hurmada 14 SSR primeri ile 117 adet disi ve 12 adet erkek
genotip ile yiiriittiikkleri calismada 254 SSR lokusu tespit etmislerdir bunlardan 22 tanesi
9 adet erkek genotipi disilerden ayirmistir (% 75). Al-Ameri vd. (2016), 200 ISSR
primeri ile yiriittiikleri ¢alismada 10 erkek ve 10 disi hurma gesidi kullanmiglar ve 390
b¢ biiyiikliigiinde bir bant sadece disi bitkilerde goriiliirken 380 bg biiyiikliigiinde bir
diger bant sadece erkek bitkilerde goriilmistiir. Atak vd. (2012), 5 RAPD, 3 SSR ve 1
SCAR primeri kullanarak 965 kivi fidesinde yiirtittiikleri ¢alismada disi/erkek bireylere
0zgii bir markir elde edilemedigini ancak SCAR (Smyl) markirinin umut var sonuglar
verdigini belirtmislerdir. Kafkas vd. (2001), Antepfistiginda 312 RAPD primeri
kullanarak disi/erkek spesifik markir gelistirmeye c¢alismislar ve cinsiyet ile iliskili
bulduklar1 bantlarin karsi cinsiyete sahip bitkilerde de az da olsa goriilmesi markirin
cinsiyet belirleyici lokusa bagli oldugu ama yeterince yakin olmadigi rapor etmislerdir.

Sekil 4.19°da verilen poliakrilamit jel goriintiisii erkek ve disi bireyler arasindaki
farklilik g6z Oniline alinarak incelendiginde FM4-15 primeri tekrarlanmaya deger
gorilmiistiir.
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Sekil 4.19. SSR primeri FM4-15 ile elde edilen bant profili (Genotip siralamasi Cizelge
3.1°de verilmistir)

DNA izolasyonu tekrar yapilarak FM4-15 primeri ile tekrar PZR kurulup
yikleme yapildiginda Sekil 4.20°deki goriintii elde edilmistir. 32 erkek bireyden
24’tinde (% 75) goriiliirken 32 disi bireyin sadece bes tanesinde 270 bg¢’de bant
gorilmiistiir.
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Sekil 4.20. SSR primeri FM4- 15’in 64 genotipin tiimiiyle elde edilen bant profili

AFLP EcoCGG-MseGCG primer kombinasyonuna ait jel goriintiileri
incelendiginde tekrarlanmaya deger olarak goriilmiistiir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. AFLP EcoCGG-MseGCG primer kombinasyonundan elde edilen bant
profili (Genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)

64 bireyin yeni izole edilen DNA’lar ile tekrar kesim ve 6n segici, segici PZR
islemleri tekrarlanarak yiikleme yapildiginda 32 erkek bireyden 27’sinde (% 84.3) 32
disi bireyde ise 4 tanesinde 240 b¢’de bant goriilmiistiir. Ikinci PZR islemi yapildiginda
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AFLP bant profillerinde ayn1 bant profili elde edilmistir bu da AFLP ‘nin tekrarlanabilir
bir yontem oldugunu gostemektedir.
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Sekil 4.22. Tekrarlanan AFLP EcoCGG-MseGCG primer kombinasyonunun bant
profili (Genotip siralamasi Cizelge 3.1°de verilmistir)

4.6. CAPS Markir1 (RANL1) ile Genotiplerin Taranmasi

Disi ve erkek genotiplerinin belirlenmesi amaciyla yakin tarihte Mori vd. (2017)
tarafindan gelistirilen FigFM primeri ile PZR yapilmistir. PZR iiriinlerinin Pcil enzimi
ile kesimi sonucu erkeklere 6zgii bant goriilmiistiir. Ancak bazi disi genotiplerde
beklenen bant profili elde edilememistir. Bu genotiplerin Agustos ayinda tekrar
fenolojik gozlemleri yapilarak PZR tekrar edilmistir. PZR iriinleri Pcil enzimi ile
kesilerek jelde yiiriitiiliip jel resimleri incelendiginde de bu genotiplerde de fenotipik
gozlemlerle uyumlu olarak disi bant profilinin gézlemlendigi belirlenmistir. Boylece
yapilan molekiiler testleme yontemi ile disi ve erkek genotipler basar1 ile
ayristirilabilmistir. Yapilan kesim analizleri sonucunda erkek ve disi bireylere ait farkl
bant profili Sekil 4.23’de verilmistir.
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Pcil enzimi ile kesim
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Sekil 4.23. Pcil enzimi ile kesim sonuglari, 1-10 numaralar: arasi erkek bireyler 11-20
numaralar: arasi disi bireyler, 21. Ornek ise kesilmemis PZR iiriinii

CAPS markirmin MAS amagh kullaniminin test edilmesi amaciyla 46 F1 bitkisi,
disi ebeveyn (Bursa Siyahi) ve erkek ebeveyn (Ak Ilek) ile beraber molekiiler analize
tabi tutulmustur. Yapilan testleme sonucu F1 bitkilerinin 23 tanesinin disi 23 tanesinin
erkek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.24). Storey (1975) ticari incirlerde yapilan
melezlemeler sonucu elde edilen popiilasyonda disi erkek dagilimimnin 1:1 oraninda
oldugunu belirtmektedir. Testolin vd. (1995) dioik yapiya sahip olan Actinidia cinsinde
1slah popiilasyonunun %50’sinin erkek bireylerden olustugunu belirtmistir. F1
bireylerinde elde ettigimiz disi/erkek orani bu bildirimle paralellik gostermektedir.
Genglik kisirligr uzun siiren meyve tiirlerinde biiyiik bir dezavantaj olan cinssiyet
ayriminin erken donemlerde yapilamamasi bu tiir meyvelerde daha sinirlt 1slah
calismalariyapilmasina ya da yiiriitiilen 1slah programlarinin uzun siirmesine neden
olmaktadir. Incirde cinsiyet ayrimini fide déneminde yapilmasina olanak saglayacak
olan Mori vd (2017) tarafindan gelistirilen CAPS markiri farkli genetik alt yapiya sahip
F1 bireylerinde test edilerek bu ¢alisma markirin MAS amagh kullaniminin validasyonu
yapilmustir.
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Sekil 4.24. CAPS markiri ile taranan F1 bireylerine ait agaroz jel goriintiisii (M: markir,
F:disi, M:erkek bireyler)
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5. SONUCLAR

Tez calismasi Erbeyli incir Arastirma Enstitiisii'nde bulunan iilkemiz incir
genetik kaynaklarindan secilen 32 erkek ve 32 disi genotipin SSR ve AFLP primerleri
ile molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Genetik kaynaklarin  molekiiler
karakterizasyonu islah galismalarimin baslangi¢ asamasinda dogru genotiplerin segilmesi
ve duplikasyonlarin 6nlenmesini saglamaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda farkli
markir sistemleri ile karaterizasyon ¢alismasi yiiriitiilmiis ve sinirli sayida SSR lokusu
kullanilmistir.

5.1. Genetik Cesitlilik Calismalari

Calismada 42 SSR primer ¢ifti ve 10 AFLP primer kombinasyonu ile 64 incir
genotipi taranmistir. SSR analizlerinde 113 adet polimorfik lokus, AFLP analizlerinde
374 adet polimorfik allel elde edilmistir. AFLP analizlerinde elde edilen toplam bant
sayist bakimindan en fazla bandi ECOAGG-MseCAA primer kombinasyonu (149 adet)
tretirken en az sayida bandi ECOCGG-MseGTT primer kombinasyonu (53 adet)
tiretilmistir, SSR analizlerinde ise en fazla bant sayist Fcup069-6 ve FinsQ5
lokuslarindan (7 adet) en az bant sayist ise LMFC12 (1 adet) lokusundan tiretmistir.
Polimorfik bant sayilarina bakildiginda AFLP analizinde en fazla bant sayis1 ECOAGG-
MseCAA primer kombinasyonundan (95 adet) en az bant sayisi ise ECOTGC-MseCAA
primer kombinasyonundan (19 adet) elde edilmistir.

Yapilan laboratuar ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen SSR ve AFLP sonuglari
once ayr1 ayri degerlendirilmis daha sonra her iki markir sistemi ile elde edilen verilen
verileri birlestirilerek analizler tekrar edilmistir. Her ti¢ grup analiz sonuglar1 da birbirini
desteklerken genotiplerin genetik olarak yakinliklarinin  belirlenmesinde SSR
markirlarinin daha belirleyici oldugu gériilmiistiir. Erbeyli incir Arastirma Enstitiisiinde
iki farkli genotip olarak numaralandirilan 530 Ipek inciri ve 288 Ipek Incirinin SSR
markirlart ile elde edilen dendrogramda 0.86 oraninda benzer olduklari Yanakol ve
Yanoka2 incir genotiplerinin ise SSR 0.82 oraninda benzer olduklari belirlenmistir.
NTSYS-pc (ver 2.1) programinda DICE (1945) metoduna gore elde edilen benzerlik
matrisinin UPGMA gruplandirilmasi ile olusturulan dendrograma goére 32 erkek ve 32
disi genotip kismen de olsa ayni grup altinda toplanmigtir. SSR ve AFLP matriksleri
arasinda diisiik korelasyon bulunmustur (r=0.582).

5.2. Cinsiyete Bagh Markir Gelistirme Calismalar:

Kivi, papaya, Antep fistigi, hurma gibi bazi meyve tiirlerinde ticari 6neme sahip
tirlin sadece disi bitkiler tarafindan iretilir. Bu tiir iriinlerde cinsiyet tespitinin bitkinin
erken gelisim sathalarinda tespit edilmesi ekonomik agidan 6nemlidir (Elmeer ve Mattat
2012). Ayni sekilde yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda elde edilen fidelerin cinsiyetinin
erken donemde teshis edilmesi ¢alisma i¢in ayrilan alandan, is giiclinden ve maliyetten
tasarruf saglayacaktir. Incir iilkemizin énemli bir ihracat {iriinii olup, ticari dneme sahip
meyveler sadece disi agaclarda iiretilmektedir.

Disi ve erkek genotiplere 6zgli markir gelistirme ¢alismalarinda toplam 574 SSR
ve AFLP markir1 elde edilmesine ragmen sadece erkek ya da sadece disi genotiplerde
polimorfik olan bir bant elde edilememistir. Erkek genotiplerin c¢ogunlugunda
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goriliirken disilerin sadece birkag tanesinde gozlemlenen bantlarin tekrarlanbilirligi ve
giivenilirligini belirlemek amaciyla 32 adet erkek ve 32 adet disi genotipten tekrar DNA
izolasyonu yapilarak umut var kombinasyonlar tekrar edilmistir.

Calismamizin son asamasinda Mori vd. (2017) tarafindan yayinlanan CAPS
markirt ¢alismamiza dahil edilerek iilkemizde bulunan erkek ve disi genotiplerde
markirin (RAN1) validasyonu yapilarak ilk defa iilkemiz incir genetik kaynaklarinda
bulunan erkek ve disi genotipler —molekiiler tekniklerle tanimlanmistir.
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