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OZET

INCIRDE (Ficus carica L.) RAPD, SRAP VE SCAR BELIRTECLERI iLE
CINSIYETIN BELIRLENMESI

Ahmet Riza AGIR
Yiiksek Lisans Tezi, Bah¢e Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Zeynel DALKILIC
2019, 55 sayfa

Tirkiye’nin en 6nemli zirai ihracat iiriinlerinden biri olan incir (Moraceae Ficus
carica L. 2n=2x=26) ginodioik bir bitkidir. Disi bitkilerin meyveleri taze ve kuru
olarak tiiketilmekte ve erkeklere gore daha cok ticari dneme sahiptir. Incirde melez
tohumdan (¢6giir) elde edilen bitkilerin cinsiyetinin morfolojik olarak belirlenmesi
genclik kisirh@r yiizinden 5-7 yil siirmektedir. Incirde 1slah calismalarim
hizlandirmak ig¢in cinsiyete bagl belirteglerin bulunmasi ¢ok onemli olup incirde
cinsiyeti belirleyen bolgeye ait belirteg bulmak amaciyla 2016-2017 yillarinda
yapilan bu galigmada ticari 6nemi yiiksek yerli 5 disi (‘Sarilop’, ‘Siyah Orak’,
‘Bursa Siyaht’, ‘Morgiiz’, ‘Yesilgiiz’) ve 5 erkek (‘Kaba’, ‘Karabulut’, ‘Kibrislt’,
‘Taglik’, “Yanako’) incir c¢esidi kullanilmustir. Cinsiyete gore olusturulan
kiimelerde BSA (Kiime Ac¢ilim Analizi) ile 110 RAPD (Rastgele Cogaltilmig
DNA Polimorfizmi) primeri ve 154 SRAP (Baz Dizisi iliskilendirimis Cogaltilmis
Polimorfizim) primer kombinasyonu test edilmistir. RAPD ve SRAP primerlerinin
hicbiri cinsiyete bagl polimorfik bant olusturmamustir. Incir genomunda cinsiyetle
baglantili gen bolgesi i¢inde oldugu belirtilen 7 SCAR primerinden sadece
MADF4 ve MADF6 primerleri sirasiyla 1.450 bp ve 1.300 bp boyutunda erkek
cinsiyetine bagli bant olusturmuslardir. Bu ¢aligmaya géore MADF4 ve MADF6
SCAR primerleri ile ¢igeklenme 6ncesi genglik kisirligi doneminde yerli disi ve
erkek incir gesitlerinin cinsiyeti %100 giivenilirlikle belirlenebilir.

Anahtar Kelimeler: Ficus carica, Cinsiyete bagli belirteg, Bitki 1slahi, BSA,
RAPD, SCAR, SRAP






ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SEX IN FIGS (Ficus carica L.) WITH RAPD,
SRAP AND SCAR MARKERS

Ahmet Riza AGIR
M.Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zeynel DALKILIC
2019, 55 pages

Fig is one of Turkey’s most important agricultural export products (Moraceae
Ficus carica L. 2n=2x=26) is a gynodioecious plant. Fruits of female plants are
consumed fresh and dry and have more commercial importance than males.
Morphological determination of the sex of the plants from the hybrid seed takes 5-
7 years due to youth infertility. In order to accelerate the breeding studies in figs, it
is very important to find sex-related markers. In the study conducted in 2016-
2017, five female (‘Sarilop’, ‘Siyah Orak’, ‘Bursa Siyah1’, ‘Morgiiz’, ‘Yesilgiiz’)
and five male (‘Kaba’, ‘Karabulut’, ‘Kibrisli’, ‘Taslik’, “Yanako’) fig cultivars
were used 110 RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) primers and 154
SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) primer combinations were
tested in clusters with BSA (Bulked Segregant Analysis). Bulks formed by sex.
None of the RAPD and SRAP primers produced a gender-dependent polymorphic
band. Only MADF4 and MADF6 primers formed the male sex-dependent band of
1.450 bp and 1.300 bp, respectively, out of the seven SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) primers that were found to be within the sex-
related gene region. According to this study, MADF4 and MADF6 SCAR primers
can be used with 100% reliability to determine the sex of native female and male
fig cultivars in juvenile period before flowering.

Key Words: Ficus carica, Sex-linked marker, plant breeding, BSA, RAPD,
SCAR, SRAP
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ONSOZ

Anadolu’nun da yer aldigi Akdeniz cografyasi kadim meyve incirin gen merkezi
ve ilk yetistiriciliginin yapildig1 bdlgedir. Tirkiye’nin cografi ve ekolojik
avantajlar1 incir yetistiriciliginde ilk sirada olmasini saglamaktadir. Ne yazik ki
iilkemiz buna ragmen bir¢ok tarim iirliniinde oldugu gibi potansiyelinin altinda
tiretim ve ihracat yapmaktadir. Yapilacak islah caligmalari ile giizel {ilkemizin
incirden kazanci ¢ok daha fazla olabilir. Klasik meyve islah1 programlarinda
seleksiyon uzun yillar aldigindan molekiiler belirteglerin istenilen 6zellikleri
saptamada kullanilmasi bu programlarin hem maliyetini hem de siiresini kisaltacak
ve basar1 sansini da arttiracaktir. Bitkilerde cinsiyet tayini, karmasik igsel genetik
programlar ve gevresel etkilere verilen tepkilerle kontrol edilir. Diinyadaki ¢icekli
bitkilerin biiyiilk ¢cogunlugu hermafroditken, bunlarin yaklasik %4-6’s1 dioiktir.
Erkek ve disi bitkiler farkli ekonomik Onemlere sahiptir. Ancak ¢ogu dioik
bitkinin cinsiyeti genclik kisirli§i doneminden ¢ikmadan belirlenemez. Bu nedenle
dioik bitkilerin genclik kisirligi déneminde cinsiyetlerinin saptanmasi 1slah
programlarinin siiresinin kisaltilmasina biiyiik katki saglayacaktir.

Bu ¢aligmanin her asamasinda bana yardimci olan, beni molekiiler biyoloji ile
tanistiran ve her bulusmamizda fikirleri ile ufkumu genisleten degerli danismanim
Dog. Dr. Zeynel DALKILIC’a siikranlarimi sunarim.

Caligmamin laboratuvar asamasinin yiiriitiilmesine imkan saglayan ADU Tarimsal
Biyoteknolji  ve Gida Gilivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TARBIYOMER)’ne tesekkiir ederim. Yardim ve bilgilerini benden esirgemeyen
Ars. Gor. Nezih ATA’ya, deneylerde kullanilan kimyasallarin hazirlanmasinda
benimle tecriibelerini paylasan Ogr. Gor. Dr. Adem YAVAS’a ¢ok tesekkiir
ederim. Son olarak tiim 6grenim hayatim boyunca beni destekleyen aileme ve
ozellikle bana hayatim boyunca tereddiitsiiz inanan annem Sevim AGIR’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismasin1 ZRF-16026 numaral1 proje ile maddi yonden destekleyen ADU
BAP birimine tesekkiir ederim.

Ahmet Riza AGIR
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1. GIRIS

Incir (Ficus carica L), Moraceae (Dutgiller) familyasma ait diploid yapida
(2n=2x=26) bir bitkidir. Moraceae familyas1 i¢inde 1400’den fazla tiir bulunurken,
0zelinde Ficus cinsi 800’¢ yakin tiir i¢ererek kapali tohumlular igerisinde agag ve
cali formunda en ¢ok iiyeye sahip cinslerden birisidir (Frodin, 2004). Moraceae
familyast morfolojilerine gére Ficus, Synoecia, Sycidium, Sycomorus,
Pharmacosycea, Urostigma olmak iizere alti alt cinse (subgenus) ayrilir. Tek
evcikli (monoik) alt cins Urostigma, 280 tiir ile en genisleridir ve tiirlerin ¢ogu
hemiepiphyte (hava kok sistemi) ozelliktedirler. F. carica, cinsinin yaprak doken
onemli bir iiyesidir (Rensted vd., 2008). F. carica’nin kurutulmus meyvelerinin
Oonemli vitamin, mineral, karbonhidrat, seker, organik asit ve fenolik bilesik
kaynagi oldugu belirtilmistir (Jeong ve Lachance, 2001; Veberic vd., 2008). Taze
ve kuru incir ayn1 zamanda yiiksek miktarda lif ve polifenol igermektedir (Vinson,
1999, Vinson vd., 2005). Incir, proantosiyanidin gibi fenolik bilesiklerce gok
zengin bir meyvedir. Hatta iyi birer fenolik bilesik kaynagi olarak gosterilen cay
ve kirmizi saraptan daha ¢ok fenol igerir. Incirin meyvesi, kokii ve yapraklari
geleneksel tipta hazimsizlik, ishal, kabizlik gibi mide ve bagirsak
rahatsizliklarinda, solunum yolu hastaliklarinda ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
tedavi amagl kullanilir. Kuru ciltlere faydali olan klorojenik asit, flavonlar ve
flavonoller taze ve kuru incir meyvelerinden izole edilmistir. Incir kiiltiire alinmis
en eski meyve tiirlerinden biridir (Vinson, 1999; Vallejo vd., 2012).

Asagi Urdiin Vadisinde Neolitik alanlarda yapilan kazilar yetistiriciliginin
glinimiizden 11,400 ile 11,200 yil kadar onceye dayandigini gostermektedir
(Kislev vd., 2006). incirin gen merkezi Anadolu ve Mezapotamya’dir ve
buralardan, once diger Akdeniz boélgelerine daha sonra da diinyaya yayilmustir
(Condit, 1969; Flaishman vd., 2008; Flaishman vd., 2017). Incir botanik ismini
Anadolu’nun batisindaki Caria bolgesinden almaktadir Bu yiizdendir ki
tilkemizdeki incir popiilasyonlar1 incir yetisriciligi i¢in zengin birer gen kaynagi
olusturmaktadir (Hanelt vd., 2001; Caliskan, 2012). Incir tropik ve subtropik iklim
kusaginin egemen oldugu bolgelerde genis alanlarda yetistirilebilen ve genis bir
uyum yetenegine sahip olan bir tiirdiir. Ege bdlgesindeki Biiyikk ve Kiigiik
Menderes havzalari iklimi ve toprak yapisi géz Oniine alindiginda taze ve
kurutmalik incir yetistiriciligi i¢in idealdir (Aksoy vd., 2001; Akaroglu vd., 2003;
Ozen, 2007). Tiirkiye iklim avantajlar1 sayesinde diinya incir iiretiminde birinci



sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1). Her ne kadar iilkemiz diinyada incir
iiretiminde birinci olmasi ile s6z sahibi olsa da yine 2017 yili FAO verilerine
bakildiginda, Tiirkiye birim alandan elde ettigi verim ile rakiplerinden geride
kalmustir. Cizelge 1.2°de goriildiigii iizere Israil 182.443 hg/ha verim ile iilkemizin
3 katindan fazla verim elde etmistir (Anonim, 2017). Ge¢mis yillardan giiniimiize
dogru diinyada incire olan ilgi artmakta, bu da dolayisiyla iiretimini arttirmaktadir
(Caliskan, 2012). incir agac1 varlig1 acisindan iilkemizi irdeleyecek olursak Ege
bolgesi 6zellikle Aydim, (Germencik ve Ortaklar ilgeleri) ve Izmir (Tire ve Odemis
ilgeleri) tlilkemizdeki incir agaglarinin biiylik bir bolimiinii (%70) biinyesinde
barindirmaktadir. Bu bélgedeki plantasyonlarin tamamina yakin kismi, kurutmalik
‘Sarilop’ ¢esidi ile kurulmustur. Tiirkiye’de Menderes havzalar1 disinda iiretilen
incirin tamamina yakin kismu sofralik meyve olarak tiiketilmektedir ve en yaygin
sofralik cesit ise ‘Bursa Siyah1’’dir (Aksoy vd., 2001; Anonim, 2017). 2017 tarihli
Diinya Tarim Orgiitii (FAQO) verileri incelendiginde, Tiirkiye 305.689 ton incir
tretim miktar1 ile diinyada birinci sirada yer alirken, tilkemizi sirastyla Misir
177.135 ton ve Fas 137.934 ton ile takip etmektedir. Bunlarin diginda Cezayir,
[ran, Suriye de 6nemli incir iireticileri olarak goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Ulkelere gore incir iiretim miktarlar1 (Anonim, 2017)

Ulkeler Uretim Miktar Uretim Alan (ha) Verim

(ton) (%) (ton/ha)
Tiirkiye 305.689 26,5 50.330 60.737
Misir 177.135 15,4 28.617 61.898
Fas 137.934 12,0 60.533 22.786
Cezayir 128.684 11,2 40.932 31.438
Iran 70.730 6,1 54.200 13.050
Suriye 43.084 3,7 9.491 45.395
Ispanya 36.380 3,2 13.564 26.821
ABD 28.300 2,5 2.590 109.266
Brezilya 25.883 2,2 2.591 99.896
Tunus 22.529 2,0 15.391 14.637
Diger 166.451 14,4 37.291 -
Toplam 1.152.799 100,0 315.530 36.535
(Diinya)




Istatistiksel verilerden de anlasilacag iizere iilkemiz, incir yetistiriciligi agisindan
diinyadaki en oOnemli iilke olmasina ragmen potansiyelini kullanamamaktadir
(Caliskan, 2012). Incirden elde edilen gelirin arttirilmas: birim alandaki verimle
dogru orantilidir. Kiiltiirel islemlerin yani sira iiretimde artisin saglanmasinin en
iyi yollarindan biri de bitki 1slahidir (Giileg vd., 2010). Bitki 1slah1 uygulamali
bahge bitkileri biliminin dinamik bir alanidir. Islah, genetik varyasyonlara dayanir
ve yetistiriciler ile tiiketicilerin ilgisini ¢eken &zellikler dahilinde yeni bitkilerin
gelistirilmesini amagclar (Berg, 1989). Ancak klasik meyve islahinin bazi zorluklar
vardir ki, en 6nemlisi de genclik kisirligi (juvenility) donemidir (Flachowsky vd.,
2009; Luo vd., 2019). Genglik kisirligr bitki tohumunun ¢imlenmesini takiben ilk
ciceklerini olusturdugu doneme kadar gegen siireyi ifade eder ve bitkilerin ¢igek
olusturamadiklart donem olarak tamimlanir (Goldschmidt ve Lasko, 2005;
Zimmerman, 1973). Genglik kisirligr tiirlere gore gesitlilik gostermekle beraber
zeytinde 4-5 yili (Moreno-Alias vd., 2010), elmada 7-8 yili (Flachowsky vd.,
2009; Luo vd., 2019) bulmaktadir.

Meyve ¢esit 1slah1 programinin tamamlanmasi eger arzu edilen ¢esit 6zelliklerini
birden fazla gen kontrol ediyorsa veya bu 6zellikler yabani genotiplerden geliyorsa
(hastalik dayaniklilig, stres toleransi, vb.) 20-30 yili bulmaktadir (Hsu vd., 2006).
Meyve 1slah programlari uzun zaman aldig1 gibi olduk¢a masraflidir. Flachowsky
ve arkadaglarinin 2009’da yaptig1 ¢alismada bir elma gesidinin eldesi toplamda 15-
20 y1l stirmiis ve tahminen 400.000 Euro’ya ulasmistir. Basari bitki 1slahinda hizh
ve dogru seleksiyona baglidir (Frankel, 1974). Storey (1975)’e gore ¢ogiirden
yetisen incir bitkilerinin genglik kisirligini atlatmalari 5 ile 7 yil siirmektedir ve bu
bir 1slah programi i¢in oldukg¢a uzun bir siiredir. 1998’de Doyle ve Ferguson, incir
1slah programi ile elde ettikleri fidanlarin cinsiyet tayinini heniiz ilk yillarda
yapamadiklari i¢in yillarca fidanlikta bakim islemlerini yapmislar ve 6-7 yil sonra
elde ettikleri fidanlarin yaklasik %50’sini erkek olduklari i¢in elimine etmislerdir.
Birgok dioik meyvede oldugu gibi incirde de disi aga¢larin meyveleri ticari olarak
degerlidir. Daha 6nceden bahsedildigi gibi genglik kisirligi donemini atlatmadan
once incir agaclarmin cinsiyeti meyve verene kadar morfolojik belirtecler ile
saglikli bir sekilde heniiz anlasilamamaktadir (Condit, 1969). Bu nedenle incir
1slahinda tohumlar ¢imlendikten sonra erken donemde cinsiyetin belirlenmesi 1slah
caligsmalarina hiz kazandiracak, emek ve maddi anlamda tasarruf saglayacaktir
(Storey, 1975). Incirin cinsiyeti erken donemde morfolojik olarak



belirlenemediginden cinsiyeti kontrol eden sistemin molekiiler diizeyde molekiiler
belirtegler ile belirlenebilmesi ¢ok yarar saglayacaktir (Mori vd., 2017).

Bitkilerde cinsiyet sistemleri asir1 derecede gesitlilik gosterir ve bunun kdkenini,
evrilisini anlamak i¢in ekoloji, gelisim biyolojisi ve genetik gibi farkli alanlardan
veri gereklidir. Bahsedilen cinsiyet sistemleri gamet tireten morfolojik yapilarin
dagilimi ve islevlerini ifade etmektedir (Sakai ve Weller, 1999). Hayvanlarda
hakim cinsiyet sistemi yani erkek ve disi 6zelliklerin ayr1 bireylerde bulunmasi
“gonochory” bitkilerde ¢ok nadir goriiliir. Kara bitkilerinde cinsiyetin kesin ayrimi
yani ¢ift evciklilik 300.000 bitkide 29.000 yani %9-10 oraninda goriliir. Bu oran
cigekli bitkilerde (angiosperm) yaklasik 2.500.000 tiirde %6 (14.620 tiir)
oranindadir (Renner ve Ricklefs, 1995).

Yaygin incir monoik bir ataya sahipken (Machado vd., 2001) sonrasinda erkek
(ilek) ve disi incir olacak sekilde ginodioik formlarda tiirleri olugmustur. incirde
hermafrodit bitkiler ilek (tozlayici) olarak islev gordiigiinden ginodioik tiirler
islevsellik anlaminda dioiktir (Anstett vd., 1997). Incir morfolojik agidan “yalanci
meyve” olarak adlandirilir. Ciinkii Incirde meyve ovaryumdan degil, cigek
tablasinin (receptaculum) kalinlasip, etlenmesi ile olusur ve bu yapiya “syconium”
denir. Disi incir meyvelerinde sadece disi ¢i¢ekler bulunurken, erkek incir
meyvelerinde erkek cicekler ve disi ¢icekler bulunur. Bu durumda incir
“ginodioiktir (Patel ve McKey, 1998). Ancak ilek meyvesinde bulunan disi
cicekler “gal ¢igegi” olarak adlandirilir, fonksiyonel degillerdir, meyve vermezler.
Bu durumda disi ve erkek agaglar s6z konusu olacagindan kiiltiir inciri Ficus
carica L. ¢ift evcikli yani “dioik”tir (Armstrong; 2006). Dioik kelimesi kokeni
Yunanca’dir ve “iki evcikli” anlamina gelir (Ming vd., 2011).

Iki evcikli bitkilerde cinsiyetin tayini gevresel veya genetik etkenlerden dolayi
olabilir. Bu bitkilerin ¢ok kii¢iik bir boliimii cinsiyet kromozomu gelistirebilmistir.
Genetige bagli cinsiyet olusumu, tek bir lokusa, birden ¢ok birbiriyle baglantili
otozomal lokusa, birbiriyle iliskisiz ¢oklu otozomal lokusa veya heteromorfik
kromozomlar iizerindeki birka¢ gene bagli olarak gerceklesebilir (Parrish vd.,
2004). Cinsiyet kromozomlar1 15 familyaya ait az sayida tiirde goriilmektedir. S6z
konusu cinsiyet kromozomlart 5 familyaya ait bazi tirlerin disinda
homomorfiktirler (Ainsworth, 2005). Bir baska deyisle, sekil veya boyutlari ile
otozomlardan ayirt edilemezler. Hayvanlar ve bocekler gibi heteromorfik cinsiyet
kromozomlarina  sahip  bitki  familyalarn  Cannabidaceae,  Hepaticeae,



Cucurbitaceae, Caryophillaceae ve Polygonaceae’dir. Bugiine kadar, iki evcikli
bitkilerde iki ana cinsiyet belirleme mekanizmasi tespit edilmistir. Bunlar
kromozomal cinsiyet belirleme teorisi ve cinsiyeti belirleyen genler teorisidir
(Ming vd., 2011). Bitkilerde cinsiyet kromozomlar1 ile en yaygin cinsiyet
belirleme sistemi XX-XY sistemidir (Matsunaga ve Kawano, 2001). Bu sistemde
erkekler heterogametik yani XY ve disiler homogametik yani XX’dir. Silene
latifolia ve Carica papaya bitkilerinin Y kromozomu, disi gelisiminin
baskilanmasinda ve bascik (anther) gelisiminin baslatilip tamamlanmasinda islev
goriir (Jamilena vd., 2008).

Klasik meyve 1slahinda karsilasilan cinsiyetin erken tayini gibi tiim sorunlara
alternatif, belirte¢ destekli seleksiyondur (Francia vd., 2004). Molekiiler
belirteglerin  kullanimi kolay, pratik, daha giivenilir ve ¢evresel degisimler
tarafindan etkilenmezler. PCR temelli molekiiler belirtecler bitki 1slahinda
bireylerin erken donemde DNA diizeyinde belirlenebilmesini saglamaktadir
(Collard ve Mackgill, 2008). Bir molekiiler belirte¢ (DNA marker, markor,
isaretleyici), farkliliklart (polimorfizmleri) ortaya ¢ikaran, ayirt edilmesi kolay iki
degisik sekilde (var/yok) gozlemlenen bir DNA dizisidir. Tercih edilen molekiiler
belirteg, analiz edilen ozellikteki mimkiin olan en genis g¢esitlilik araligini
gostermelidir ve c¢evresel faktorlerden etkilenmemelidir. Etkili bir molekiiler
belirtecin tekrarlanabilirligi garantili ve tespit edilmesi kolay olmalidir. Molekiiler
belirtecler, gelisim asamalarindan bagimsiz olarak bireyler arasindaki varyasyon
analizlerini  kolaylastirir.  Bu durum ozellikle bitkilerin  cinsiyet tayini
caligmalarinda faydalidir. Polimeraz zincir reaksiyonunda istenilen bdlgelerin
cogaltilabilmesinin ve bu teknolojiden yararlanabilmenin 6n sarti, saf bozulmamis
ve yliksek kaliteli DNA elde edilmesidir (izolasyonudur). Ancak aromatik ve tibbi
bitkiler gibi bitkiler sahip olduklar1 benzersiz kimyasal yapilar1 nedeniyle yiiksek
seviyede polisakkaritler, fenoller ve flavonoidler gibi ikincil metabolitler igerirler.
Yiiksek molekiiler agirlikli DNA’nin izlole edilmesi ve saflastirilmasi bitkisel
ikincil metabolitlerin bulagmasi ile zorlagmaktadir (Sunil vd., 2012). Bu
maddelerce bulagitk DNA 6rnekleri PCR ¢ogaltimi i¢in uygun degildir (Puchooa
ve Venkatasamy, 2005).

DNA belirtegleri, belli ozelliklerle baglantili oldugu tespit edilen bireyler
arasindaki 6zel DNA varyasyonlaridir. Bu farkli DNA veya genetik varyantlar
(degiskenler) ‘allel” olarak bilinirler. DNA belirtegleri genomun her bolgesine
dagilir, gelisme doneminin her safhasinda tespit edilebilir, ¢evre ve mevsimden



etkilenmezler. Bunlara 6rnek Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi (RAPD),
Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP), Basit Dizi Tekrari (SSR),
Basit Dizi Tekrarlar1 Aras1 (ISSR) verilebilir (Khosla ve Kumari, 2015).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin basladigi 2016 yilina kadar da incirde cinsiyete
bagli %100 tekrarlanabilir bir belirte¢ bulunamamuistir.

Bu ¢alismanin amaci incir 1slahinda 6nemli olan erken doénemde cinsiyetin
saptanabilmesi igin cinsiyete bagli molekiiler belirtec(ler) elde etmektir. Boylece
zaman ve para kaybmin en aza indirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla dnce
incirden DNA izolasyon yontemi secilip kullanilan cesitler igin stantardize
edilmistir. Sonrasinda kullanilacak molekiiler belirtegler belirlenip bunlarin PCR
dongiileri standardize edilmistir. Son olarak 110 RAPD primeri, 182 SRAP
primeri kombinasyonu ve 2017 yilinda Mori vd. (2017) yapmis oldugu ¢alismada
bulduklart erkek cinsiyetine bagli 7 farkli SCAR molekiiler primerinin bazi yerli
disi ve erkek incir bitkilerine uygulanabilirligi test edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. RAPD

RAPD (Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi) 1990°da iki farkli aragtirmaci
grubu tarafindan kesfedilmis PCR tabanli bir belirteg sistemidir (Welsh ve
McClelland, 1990; Williams vd., 1990). Bu sistem genomdaki baz dizilimi
bilgisine ihtiya¢ olmadan rastgele 10-mer uzunlugunda sentezlenen tek primer
kullanilarak PCR yardimiyla DNA’nin ¢ogaltilmasina dayanir. RAPD yonteminde
polimorfizm, c¢ogaltilan DNA parcasi bir bireye baglanip digerine
baglanmadiginda goriilmektedir. Genelde RAPD belirtegleri dominanttir. Bu
Ozelligi nedeniyle heterozigotlart dominant homozigotlardan ayirmak miikiin
degildir. RAPD analizi, RFLP analizlerine kiyasla zamandan ve is¢ilikten tasarruf
saglayabilir (Landry and Michelmore, 1987). 1990’lardan sonra RAPD belirtegleri
ekonomik ve ekolojik yonden Onemli bitkilerde cinsiyetin belirlenmesi igin
basariyla kullamlmistir. Ornegin Pistacia vera (Hormaza vd., 1994), Actinidia
deliciosa var. deliciosa (Shirkot vd., 2002), Momordica dioica (Baratakke vd.,
2013).

2.2. SRAP

SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism), PCR teknigine dayali olup
DNA’daki agik okuma bélgelerinin (ORFs, Open Reading Frames) ¢ogaltilmasi ve
gen etiketleme temeline dayanir. SRAP primerleri ilk kez brokoli, karnabahar ve
kale (Brassica spp.) gibi tiirlerde ortaya ¢ikartilmig PCR tabanli belirteglerdir (Li
ve Quiros, 2001). SRAP primerleri olusturulurkern dnce merkezde CCGG bazlari
kullanilarak ORF bélgelerindeki ekzonlar (gen kodlayan bélge) hedef alimir. leri
(forward) primeri (baslatic1) 17 niikleotid, geri (reverse) primeri 18 niikleotid
uzunlugundadir. ileri primerler DNA’nin ekzon bdlgelerini cogaltirken, geri
primerler DNA’nin intron (gen kodlamayan bdlge) ve promoter (kodlama
baslangic1 tanima) boélgelerini cogaltir. Ileri primerlerde 5° ucundaki ilk 14
niikleotid, geri primerlerde ilk 15 niikleotit aynidir. 3’ ucuna yakin olan {i¢
niikleotid rastgele se¢ilim sonucu olusturulur (Li ve Quiros, 2001). SRAP belirteg
sistemi kolay uygulanabilen, tekrarlanabilen, ucuz ve etkili bir sistem olarak
degerlendirilmis, genetik gesitliligin, genetik iliskilerin arastirilmasi, parmakizi
caligmalarinda uygulanabilecek etkili ve ucuz bir islem olarak kullanilmaktadir
(Uzun, 2009; Filiz ve Kog, 2011).



2.3. SCAR

SCAR (Baz Dizisi Tanimlanmig Cogaltilmis Bolge) oligoniikletid primerler
kullanilarak, tek lokusun genetik olarak belirlenmesine yonelik PCR tabanl
belirteg sistemidir. Bu belirtegler genomun degisik yerlerine dagilmis bazen ¢oklu
kopyaya da sahip olabilmektedirler. Bu sistem PCR ile ¢ogaltilmis RAPD
lirlinliniin jelden saflastirilarak geri kazanilmasi, klonlanmasi ve baz diziliminin
cikartilmasi esasina dayanir. Bu elde edilen baz diziliminden yararlanilarak her iki
DNA sarmalinin ucuna uygun 20-24-mer uzunlugunda yeni primerler diizenlenir.
Yeni sentezlenen bu SCAR primeri kullanilarak yapilan PCR’da, baslangictaki
PCR’da elde edilip klonlanan RAPD bandi ya da ona ¢ok yakin biiyiikliikte tek
bant elde edilir (Paran ve Michelmore, 1993). Peygamber siipiirgesi tiirlerindeki
(Artemisia spp.) ylksek artemisinin miktar1 igeren bireylerin belirlenmesinde
SCAR belirteg sistemi kullanilmistir (Asghari vd., 2015).

Paran ve Michelmore (1993) RAPD belirteglerinin  SCAR belirteglerine
doniistiirilmesini  onermistir.  RAPD-SCAR  belirtegleri basarili  bir sekilde
Asparagus officinalis (Gao vd., 2007), Momordica dioica (Baratakke vd., 2013)
gibi ekonomik dneme sahip bitkilerde kullanilmustir.

2.4. BSA

BSA (Kiime Acilim Analizi), genomun 06zel bdlgeleriyle iliskili belirtecleri
tanimlamak icin kesfedilen bir yontemdir. Orijini tek bir melezleme olan, izole bir
populasyondan gelen iki tane kiimede DNA oOrneklerinin karsilastirilmasina
dayanir. Bir 6zellik i¢in karsilastirilan iki kiime, kiimeyi olusturan 14-20 adet
bireyleri birbirinden ayiran belirtegleri saptamak icin analiz edilirler (Michelmore
vd., 1991).

2.5. Bitkilerde Cinsiyeti Belirlemeye Yonelik Yapilmis Calismalar

Kivide (Actinidia chinensis) cinsiyete bagli RAPD belirtecleri bulmak igin 500
rastgele primer secilmistir. Disi ve erkek olarak ayrilan yavru bireylerden olusan
gen havuzlarinda bu 500 primer taranmistir. SmX adli isaretleyicinin erkek
ebeveynden disi déle gectigi ve SmY adli isaretleyicinin de erkek ebeveynden
erkek dole kalitildigi tespit edilmistir. Cinsiyete bagli molekiiler belirteglerin
kalitim ¢alismalar1 sonuglarina gére kivide erkek cinsiyetin heterogametik oldugu
XY kromozom sistemi bulundugu belirlenmistir (Harvey vd., 1997).



Gill vd. (1998) Actinidia melez popiilasyonlarimi biiyiik dlgekte tarayabilmek igin
SmX ve SmY adli RAPD primerlerini dizilime goére SCAR primerlerine
cevirmislerdir. Ayrica bu iki cinsiyete bagli SCAR primerlerinin cografi olarak
bagka bolgelerdeki A. chinensis bitkilerinde bant tirettigi gézlemlenmistir. Ancak
Actinidia cinsinin uzak akrabalarinda cinsiyete bagli bant iiretememistir.

Deputy vd. (2002) papaya (Carica papaya) bitkisinde cinsiyeti belirleyen Sexl
genine bagli molekiiler belirtecler gelistirmislerdir. Ug RAPD iiriinii klonlanmis ve
DNA dizilimlerinin bir boliimii sekanslanmustir. Bu dizilimlere dayanarak SCAR
primerleri sentezlenmistir. SCAR T12 ve SCAR W11 primerleri hermafrodit ve
erkek bitkilerde bant olustururken disi bitkilerin ¢ok azinda bant olusturmustur.
SCAR T1 primeri tiim papaya bitkilerinde cinsiyete bagli olmaksizin bant
olusturmustur. SCAR T12 ve SCAR W11 primerleri SunUp x Kapoho
melezlemesinden elde edilen 182 F2 popiilasyonunda hi¢ rekombinasyon
gostermemistir. Bu sonuglara dayanarak, papaya bitkilerinin cinsiyetini hizli ve
dogru bir sekilde belirlemek igin W11 veya T12 belirteglerinin kullanimiyla PCR
tabanli yeni bir teknik gelistirilmistir. Hermafrodit papaya bitkilerinden olusan
popiilasyonda SCAR T12 cinsiyeti belirleyici olarak SCAR T1’de kontrol olarak
kullanilmis ve %99.2 dogruluk saglanmustir.

Kafkas vd. (2001) Pistacia atlantica, P.eurycarpa ve P.terebinthus’ta 10 disi ve
10 erkek bitkiden elde ettikleri DNA’y1 esit miktarda karistirarark BSA
hazirlamiglardir. DNA 6rnekleri Operon Technologies, USA A, B, C, D, E, L, R,
AC, AF, AG, AH, Al, AJ ve AK seti ile University of British Columbia, Canada
Set 1 ve 4 RAPD primerleri ile test edilmistir. Polimorfizm elde edilen primerler
ikinci testte 20 adet disi ve 20 adet erkek birey igeren DNA kiimesinde test
edilmistir. Kullanilan toplam 472 RAPD primerinden BC156 ve BC360
primerlerinin olusturdugu bantlarin P.eurycarpa’da esey ile iligkili oldugu tespit
edilmistir. BC156-1300 bandi bir disi birey hari¢ tiim disi bireylerde mevcutken,
erkek bireylerin higbirinde gdézlenmemistir. BC360-500 bandi ise test edilen 37
disi bireyin 31 adedinde espit eilirken higbir erkek bireyde gozlenmemistir.
P.atlantica’da OPAKO09-850 bandi test edilen 46 disi bireyin hepsinde tespit
edilirken, 38 erkek bireyin higbirinde gdzlenmemistir.

Khodaeiaminjan vd. (2017) SSR ve SCAR belirtegleri kullanilarak cinsiyet ile
iligskili molekiiler belirtegler bulmuslar ve SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
belirtegleri gelistirmislerdir. P.vera ‘Siirt” ve ‘Bagyolu’ melezlemesinden elde
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edilen 122 F; bitkisinde ¢aligilmigtir. Araziye 2004 yilinda dikilen bireylerden 85
adedi 2016 yilinda ¢igek agmustir. Toplam 344 SSR primer kombinasyonu
kullanilmistir. Bunlardan 105 adedi esey yoniinden polimorfizm gostermistir.
Caligmada esey ile iliskili 9 yeni SNP belirteci bulunmustur. Bu 9 belirteg disi
bireylerde heterozigot (ZW) ve erkek bireylerde homozigot (ZZ) bant deseni
vermistir. Elde edilen SSR belirteclerinden 4 adedi erkek esey ile ilskili bir lokusa
bagli bulunmustur.

2.6. Incirde Yapilan Molekiiler Belirte¢ Calismalar

Saleeb (1965) ve Storey (1975) yapmis oldugu iki farkli disi ¢esit incir ve ilek
melezleme c¢alismasindan elde ettigi tim melezlerin  erkek oldugunu
gozlemlemistir. Calismada kullanilan erkek incirler ilek x ilek (GA/GA)
melezlemesinden elde edilmistir. Sonug olarak ortaya atilan hipoteze gore cinsiyet
incirde iki ¢ok yakin allel ¢ifti tarafindan belirlenmektedir fakat hangi kromozom
tizerinde olduklart mechuldiir. Birinci gen disi tireme organinda disicik borusunun
boyunu kontrol eder (G alleli kisa disicik borusu, g alleli uzun disicik borusuna
baskindir) ve ikinci gen de erkek organin varligini kontrol eder (A alleli erkek
organ varlig1 a alleli erkek organ yoklugu iizerine baskindir). Dogada erkek incir
heterogametiktir (GA/ga) bunun yaninda disiler homogametiktir (ga/ga).

Khadari vd. (1995) Fransa’da 21 disi incirlerin RAPD-PCR yontemiyle genetik
farkliliklart ¢aligilmistir. Denemede 85 RAPD primeri test edilmis 27 adedi incir
bitkileri arasinda polimorfizm gostermistir. PCR’da primer baglanma (annealing)
sicakligr olarak 35°C kullanilmigtir. Kullanilan 12 RAPD primerinden 19 adet
polimorfik bant elde edilmistir.

Elisiario vd. (1998) Portekiz’deki disi incir koleksiyonundaki 55 disi incir
agacinda izoenzim ve RAPD yontemlerini kullanarak yaptiklar1 calismada, PCR
baglanma sicakligini 36°C olarak kullanmiglardir. Caligmada 43 adet RAPD
primeri kullanilmistir. Izoenzimler yoluyla ayirt edilemeyen incir bireyleri
arasindaki farkliliklar RAPD ile belirlenmistir.

Galderisi vd. (1999) italya’da 6 disi incir ¢esidi ve bunlarin klonlarmdan olusan
toplam 13 bireyde, RAPD yontemi ile 20 adet 10 baz dizilimli primerden segilen 5
adet primerle klonlar arasindaki farkliliklart tespit etmislerdir. Morfolojik ve



11

fenolojik olarak birbirinden ayrilamayan Dattato ve Bianco del Cilento gibi disi
incir gesitleri arasinda 5 primer yardimiyla farklilik tespit edilebilmistir.

Cabrita vd. (2001) 6nceden belirlenmis zirai olarak kaliteli 11 ‘Sarilop’ ve bir adet
‘Sar1 Zeybek’ klonu izoenzim, RAPD ve AFLP molekiiler belirte¢ sistemleriyle
analiz etmislerdir. 5 farkli izoenzim sisrtemi adi gecen iki ¢esidin birbirleriyle
ayrimini saglamigtir. Kullanilan 31 adet 10 bazlik RAPD molekiiler belirteci
‘Sarilop’ klonlarmi iki genetik benzerlik grubuna ayirmayi saglamis fakat
klonlarin bireyler olarak ayrimini saglayamamistir. AFLP belirtecleri RAPD’e
42.4/6.1 oranla daha fazla farklilik tespit edilmesini saglamistir. Ayrica
EcoRI/Msel primerleri tim ‘Sarilop’ klonlarmim genotip olarak ayrimlarini
saglamustir.

Khadari vd. (2001) Fransa’da Ficus carica ve 17 adet degisik Ficus spp.’ye ait
bitki Orneklerinin tanimlanmasinda 8 adet microsatellit (SSR) primeri
kullanmiglardir. PCR’da primer baglanma sicakligi 50-55°C’ye ayarlanmustir.
Denemede 7 primer ile bitkiler arasinda farklilik bulunmustur.

Papadopoulou vd. (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 yontemini kullanarak belirlemislerdir. Segilen primerlerden elde edilen
polimorfizm % 47.6 ile % 92.0 arasinda degismistir. Sonug olarak kullanilan incir
genotiplerinin soy agaci ¢ikarilmustir.

Khadari vd. (2003) Fransa’da Ficus carica ve 17 adet degisik Ficus spp.’ye ait
bitki Orneklerinin tanimlanmasinda 8 adet microsatellit (SSR) primeri
kullanmiglardir. PCR’da primer baglanma sicakligi 50-55°C’ye ayarlanmistir.
Denemede 7 primer ile bitkiler arasinda farklilik bulunmustur.

Khadari vd. (2003) Fas’in gesitli yerlerinden toplanan ve arasinda 8 adet erkek
incir olan toplam 72 adet incir genotipinde yaptiklar1 ¢aligmada, ISSR (8 primer)
ve SSR (6 primer) yontemleriyle Fas’ta incir gen kaynaklarmin molekiiler
karakterizasyonunu yapmuslardir. Soy agacinda 4 grup olusmus, kullanilan 8 adet
erkek incir aym grupta yer almistir. Ayni bolgelerden getirilen genotipler soy
agacinda farkli gruplarda yer almislardir.

Aka-Kagar vd. (2003) Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden topladiklari 30 adet disi
incir ¢esidinin yakinlik durumlar1 12 adet 10 baz dizilimli primerle RAPD
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yontemini kullanarak belirlemislerdir. PCR programinda primer baglanma
sicakligi 35°C olarak belirlenmistir. Toplamda elde edilen 58 banttan 37 adedi
polimorfiktir. Cogaltilan bantlarin boyutlar1 200-1600 bp arasinda degismistir.
Analiz sonucunda kullanilan 30 gesit icerisinden Mor 3 ve Mor 4 cesitleri
disindaki tiim ¢esitler arasindaki farklilik 12 adet primer ile tespit edilmistir.
Cesitlerin olusturdugu benzerlik matrisine gore soy agaci ¢ikartilmustir.

De Masi vd. (2003) italya’da iki farkl1 disi incir klonunun (‘Bianco del Cilento’ ve
‘Dottato”) bitkileri arasindaki benzerligi belirledikleri calismada, PCR baglanma
sicakligint 40°C olarak kullanmiglardir. Toplam 20 adet RAPD primeri
kullanilmigtir.  Calisilan  bireylerin  klonlar1 arasinda soyagact UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means) yontemi ile
cikartilmisgtir.

Parrish vd. (2004) Ficus fulva’da yapilan ¢alismada erkeklige 6zel AFLP belirteci
tespit etmislerdir. Ancak erkek spesifik AFLP belirteci baz dizilimi ¢ikartilip
SCAR belirtecine gevrildikten sonra erkek ve disi bireylerde ayni band1 vermistir.

Khadari vd. (2004) Fas’in ¢esitli yerlerinden toplanan ve arasinda 8 adet erkek
incir olan toplam 72 adet incir genotipinde yaptiklar1 ¢aligmada, ISSR (8 primer)
ve SSR (6 primer) yontemleriyle Fas’ta incir gen kaynaklarmin molekiiler
karakterizasyonunu yapmislardir. Soy agacinda 4 grup olusmus, kullanilan 8 adet
erkek incir ayni grupta yer almistir. Ayni bolgelerden getirilen genotipler soy

agacinda farkli gruplarda yer almiglardir.

Mestav (2005) Aydin ilinden segilen 23 adet erkek incir ¢esidi ve klonlar ile
yapilan ¢aligmada RAPD yontemi ile toplam 30 adet 10 baz dizilimli primer test
etmistir. Cesitlerin soy agaci ¢ikartilmigtir. Cesitlerin genotipleri arasindaki en
yiiksek benzerlik %98 ile ‘Yanako’-1 ve ‘Yanako’-2 arasinda ¢gikmustir.

Sadder ve Ateyyeh (2006) Urdiin’de mevcut olan yaygin incirin yerel genotipleri
arasindaki polimorfizmi degerlendirmislerdir. Baharda 20 farkli genotipten DNA
izolasyonu igin yaprak ornekleri toplanmistir. Bunlara iki yabani bir de yabanci
cesit eklenmistir. Genotipler RAPD yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. 19
primerden 6’s1 polimorfik profiller olugturmustur. Olusan 62 bandin 48’1 (%77)
polimorfiktir. Jaccard benzerlik indeksi kullanildiginda F20 ile F22 arasinda %90
benzerlik oldugu goriilirken diger genotipler arasinda daha az benzerlik
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saptanmustir (F11 ve geri kalan arasinda %3-18 arasinda degismektedir). Analiz
edilen veriler, yerel incirin genetik havuzunda iyi bir degiskenlik gostermektedir
ve bu da bolge i¢in potansiyel 1slah programlarina dahil edilmesinde degerli bir
kaynaktir.

Ikten (2007) RAPD, SSR, ISSR ve SRAP primerleri kullamlarak yiiriitiilen
caligmada toplam 192 genotip arasindaki filogenetik iligkileri ortaya koymustur.
Ayrica, iliskilendirme haritalamas1 yontemi kullamilarak bazi 6nemli meyve
karakterleri icin isaretleyiciler gelistirilmistir. Sonu¢ olarak 5 isaretleyicinin
erkek/disi fenotipini %77 oraninda agikladigi tespit edilmistir.

Dalkilig vd. (2011) 85 RAPD primerinin test edildigi bir calismada 43 farkli ilek
genotipini karakterize etmislerdir. Kullanilan primerlerin 36 tanesinden 272 bant
elde edilmis ve bunlarin 76 adedi (%27.9) polimorfik olarak goézlemlenmistir.
Primerlerin PIC degerleri 0.16-0.50 arasinda bulunmustur.

Mori vd. (2017), Japonya’daki en geleneksel incir ¢esidi olan Horaishi’yi deney
materyali olarak kullanmislar ve tim genomunu Illumina platformunu kullanarak
shotgun yontemiyle sekanslamiglardir.16.124 adet SNP ile yaptiklari tiim incir
genomu baglanti analizi ile incirde cinsiyete bagli lokus bulmuslar. Bulunan lokus
CAPS belirtecine ¢evrilmis ve PCR driinleri Pcil ve HpyCH4IV enzimleri ile
kesilmistir. Sonug¢ olarak RESPONSIVE-TO-ANTAGONIST1 (RAN1) bolgesinin

erkek organ olusumunu kontrol eden lokus oldugu kanisina varilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bah¢e Bitkileri Anabilim Dali’na ait arazide bulunan 5 ¢esit disi ve 5
cesit erkek (ilek) incir c¢esidinin ¢elikten c¢ogaltilan 2 yasindaki agaglar
kullanilmigtir. 5 disi (‘Bursa Siyahr’, ‘Siyah Orak’, ‘Morgiiz’, ‘Sarilop’,
“Yesilgiiz’) ve 5 erkek (‘Kaba’ ilek, ‘Karabulut’, ‘Kibrisli’, ‘Taslik’, ‘Yanako’)
incir ¢esidinin yapraklari bu c¢alismanin bitkisel materyalini olusturmustur
(Cizelge 3.1). Calismada 110 RAPD primeri, 168 SRAP primeri kombinasyonu ve
7 SCAR primeri kullanilmstir.

3.2. Yontem

Bu calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Giiney Yerleskesi’'nde bulunan
Tarmmsal Biyoteknoloji ve Gida Gilivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TARBIYOMER) laboratuvarinda 2016-2017 yillar1 arasinda  yiiriitiilmiistiir.
Bitkilerden alinan yapraklarin DNA izolasyonu, modifiye edilmis CTAB
protokoliine (Doyle ve Doyle, 1990) gore yapilmistir. Sonrasinda, disi ve erkek
incir cesitlerinden elde edilen DNA’lar arasindaki cinsiyete dayali genetik
farkliliklar PCR temelli molekiiler belirtegler ile (RAPD, SRAP, SCAR)
saptanmaya ¢alisilmistir. RAPD ve SRAP primerleri igin PCR kosullar1 optimize
edilip, uygun DNA, tampon (buffer), MgCl,, dNTP, primer, Tag enzimi miktarlar
belirlenmistir. BSA analizi disi ve erkek kiimelerin genetik farkliliklarin1 ortaya
¢ikarmak i¢in kullanilmigtir. Kiimeler olusturulurken 5 disi incirin DNA’sindan
esit miktarda (10 pl) alinip 1,5 ml’lik bir Eppendorf tiipiinde (disi kiime) ve 5
erkek incirin DNA’sindan esit miktarda (10 pl) alimip 1,5 ml’lik bagka bir
Eppendorf® tiipiinde (erkek kiime) karigtirtlmustir. Kiimeler eldeki primerler ile
taranip, polimorfik bant veren primerler ayrica her kiimeyi olusturan 5’er bireyler

ile taranmasi i¢in se¢ilmistir.



Cizelge 3.1. Kullanilan incir gesitleri (Eroglu, 1982; Caligkan, 2012)

15

Tozlanma Hasat
Cesit o Tiiketim
Tipi Olgunlasma
‘Bursa .
) [zmir (Smyrna) 15 Agustos-1 Kasim Taze
Siyah1’
‘Morgiiz’ Izmir 10 Agustos-25 Kasim Taze
2 | “Sarlop’ Izmir 31 Temmuz-15 Eyliil | Taze, Kuru
‘Siyah . .
Adi (partenokarp) | 15 Haziran 5 Temmuz Taze
Orak’
‘Yesilgiiz’ Izmir 5 Agustos-20 Ekim Taze
‘Kaba’ Ilek 15 Haziran Regel
« | ‘Karabulut® flek 15 Haziran Regel
g ‘Kibrislt’ flek 12-19 Haziran Regel
L
‘Tashik’ Ilek 12-18 Haziran Regel
“Yanako’ Ilek 12-23 Haziran Regel

3.2.1. DNA Cikartilmasi

Bu caligmada DNA izolasyonu ticari soliisyonlar yerine daha ekonomik olmasi
acisindan once klasik DNA izolasyon yontemleri kullanilmistir.

16/06/16 tarihinde yapilan DNA izolasyonu: 15 ml’lik mavi kapakli Falcon®
tiplerinde  Doyle ve (1990)’dan CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide) yontemine gére yapilmigtir.

Doyle degistirilmis %l

1. Her Ornegin taze yapraklar 2 g olarak tartilmig ve %70’lik etil alkol ¢ozeltisi
ile temizlenmistir. Yapraklar porselen havanda ayri ayri sivi azot ile
dondurulmusve havan tokmag: ile toz haline getirilmistir. Sonrasinda 6rnekler
50 ml konik santrifiij tiiplerine aktarilmis hi¢ zaman kaybetmeden iizerlerine
onceden 65°C’ye getirilmis 25 ml %1 CTAB (Sigma Cat. No. H-6269)
soliisyonu, 0,5 ml 2-mercaptoethanol (2-ME) ve 0,25 ml 10mg/ml proteinase K
eklenmistir. Yapraklar hizlica havan ile ezilip yapraklar toz halindeyken CTAB
soliisyonu eklenmeden once %1 PVP (Polyvinylpyrrolidone) soliisyonu




16

eklenmistir.  Ciinkii  sonrasinda CTAB  eklendiginde  soliisyonun
kahverengilestigi gézlenmistir.

. Tim &rnekler 50 ml’lik konik santrifiij tiiplerinde 65°C’deki sicak su tankinda

1 saat bekletilmistir.

. Siire sonunda tiipler buz tizerinde 10 dk sogutulmustur ve tiiplere 20 ml 25:24:1

(v/v) oraninda hazirlanmis fenol:kloroform:iso-amil alkol eklenip tiim tiipler alt
tist edilmistir. Sonrasinda 10 dk 12.000 rpm hizda ve 20°C’de santrifiij
edilmislerdir.

Tiiplerdeki siv1 {ist kisim (supernatant) yeni tiiplere aktarilmistir ve iizerlerine
20 ml fenol: kloroform: isoamilalkol karigimindan konulmustur ve 10 dk
12.000 rpm hizda ve 20°C’de santrifiij edilmislerdir. Bu islem 2 kez daha
slipernatantin rengi seffaf olana kadar devam etmistir. Siipernatant pipet ile
cekilirken altindaki kloroform katmanindan pipetle ¢ekmemeye dikkat
edilmistir.

. Yeni tiiplere aktarilan siipernatantlarin miktarlarinin 2,5 kati kadar -20°C’deki

2-propanol (AppliChem, Kat. No: A3928,1000, Darmstadt, Almanya)ilave
edilmistir. Tiiplerdeki sivilar nazikge altiist edilmistir.

Tiiplerdeki DNA’larin ¢okmesi i¢in buzdolabinda 4°C’de birgiin bekletilmistir.

. Buzdolabindan alinan tiipler DNA’larn tiiplerin dibinde topaklanmalari igin

12.000 rpm hizda ve 20°C’de 10 dk santrifiij edilmislerdir.

. Tuplerin dibindeki c¢okeltiler diisiirilmeden sivi kisimlar dokiilmistiir ve

%70’lik 0,5 ml ethanol tiiplere eklenip hafifce tiiplere vurularak DNA 6rnekleri
yikanmig ve ethanol dokiilmiistiir. Tiipler kurumalar1 igin kapaklari acik olarak
oda sicakliginda bekletilmislerdir.

. Tuplere 1 ml %1°lik TE ¢ozeltisi eklenmis ve DNA’lar i¢inde ¢ozdiirilmistiir.

Tiiplere 1 pl (10 mg/ml) RNase A (Sigma R6513) eklenip 37°C’de yaklasik 10
dk inkiibe edilmistir ve buzdolabinda 0,5 ml ¢ozeltiler 4°C’de geri kalanlar
stok olarak -20°C’de saklanmustir.
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Bireylerden elde edilen DNA miktarlar1 ve safliklari spektrofotometrede
dlciilmiistiir. Once niikleik asitlerin maksimum absorbans gosterdigi 260 nm sonra
da amino asitler ve fenolik bilesiklerin maksimum absorbans gosterdigi 280 nm
dalga boyundaki 15181 absorbe etme oranlarina gore belirlenmistir.

22/09/16 tarihinde yapilam DNA izolasyonu: ikinci DNA izolasyonu Monsanto
Biotechnology Regulatory Sciences (2004) ve degistirilmis %2 CTAB+PVP (toz)
yonteminin kombinasyonuna gore yapilmistir. DNA Ekstraksiyonu ¢ozeltisi: 100
mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM sodyum EDTA (Etilen Diamine Tetra Asetik Asit)
ve 14 M NaCl ve %2 CTAB olarak hazirlanmis ¢ozeltiye %0,2 (-
mercaptoethanol soliisyon kullanmadan hemen 6nce ilave edilmistir (Cizelge 3.2).
Bu yontemde toplam genomik DNA elde etmek igin dnce yapraklar %70’lik saf
alkol ile yikanmis sonrasinda sivi azot ile dondurulmus ve havanda mortar
yardimiyla toz haline getirilirken. Toz formda PVP eklenmistir. Boylece
polifenolik bilesikler PVP tarafindan uzaklastirilmistir (Arif vd., 2010).

Cizelge 3.2. DNA izolasyonunda kullanilan tampon ¢ozelti

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB %2,0
NaCl 14M
EDTA (0,5M) pH 8,0 0,2 M
TRIS pH 8,0 0,1 M

3.2.2. BSA Analizi

Michelmore vd. (1991) kaynak alinarak yapilan yontemde, cinsiyetleri ayni olan
orneklerden esit miktarlarda alinip karistirilarak DK (Disi Kiime) ve EK (Erkek
Kiime) olusturulmustur. Disi kiimedeki 6rnekler D 1-5’e kadar erkek kiimedeki
bireyler de E 1-5’¢ kadar kodlanarak isimlendirilmistir. Her bir primer Once
cinsiyete gore olusturulan kiimelerde denenmistir. Polimorfik bant olusturan
primerler kiimeleri olusturan her bireyde tek tek denenmistir.

3.2.3. RAPD-PCR Analizi

Calismada RAPD primerleri olarak rastgele 10-mer diizenerek siparis verilmis 10
adet PM 1-10 primerleri (Cizelge 3.3) (Kara, 2014) ve RAPD 10-mer kitlerinden
(Operon, Alameda, CA, ABD) OPA1-20, OPB1-20, OPC1-20, OPD1-20 ve
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OPH1-20 serileri olmak iizere toplamda 110 RAPD primer kullanilmistir. Bu
primerler oncelikle 5 disi ve 5 erkek bireyin cinsiyetine gore olusturulan iki
kiimelerde polimorfizm elde edebilmek igin denenmistir. PCR hazirligi igin
oncelikle ana karisim (master mix) olusturulmustur. Karigimi hazirlanirken elde
bulunan bitki 6rneklerinin toplam sayisi esas alinmistir. Her bir 6rnek i¢in belirli
oranda materyal kullanilacagindan ana karigim, her 10 6rnek i¢in 1 fazla olacak
sekilde hazirlanmistir. Polimorfizm goériilen primerler sonrasinda kiimeyi olusturan
her 5 birey igin ayr1 ayri denenmistir. PCR ideal soliisyonu ve dongii kosullarini
bulmak adina 6n denemeler yapilmis ve Dalkili¢c vd. (2011)’nin kullandigi PCR
cogaltma ve dongii kosullart degistirilerek 15 pl toplam hacimde reaksiyonlar
gergeklestirilmistir. PCR solusyonu her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’lik Eppendorf® tiip
icersinde 1,5 pl 10x Buffer Taq tampon, 1,5 ul MgCl,, 1,0 ul dNTP, 0,2 ul Taq
DNA polymerase, 1,0 ul primer ve 1,0 ul genomik DNA eklenmistir. Uzerine
karisimi 15,0 pl’ye tamamlayincaya kadar 8,8 ul steril ddH,O eklenerek
karigtirlmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. Siparis verilen RAPD primerlerinin baz dizilimleri (Kara, 2014)

Primer No Baz dizilimi (bp)
PM1 5'-GTACCGGTCC-3'
PM2 5'-GTACCGGTCG-3'
PM3 5'-GTACCGGTCA-3'
PM4 5'-GTACCGGTCT-3'
PM5 5'-GTACCGGTGC-3’
PM6 5'-GTACCGGTAC-3’
PM7 5'-GTACCGGTTC-3'
PM8 5'-GTACCGGCCC-3'
PM9 5'-GTACCGGGCC-3’
PM10 5'-GTACCGGACC-3’
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Cizelge 3.4. PCR karigim

PCR Bilesenleri Miktar (ul)
ddH,0 8,8
PCR Buffer (10x) 15
MgCl, (25mM) 15
dNTP (mM) 1,0
Primer 1,0
Taq enzim 0,2
DNA 1,0
TOPLAM 15,0

Her bir tiipiin lizerine numaralar yazilmistir. Tiipler PCR cihazina yerlestirimeden
once kapaklarmin kapali olup olmadig1 kontrol edilmistir. Daha sonra tiipler PCR
cihazina (BioRad® thermal cycler) yerlestirilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. RAPD primerleri i¢in PCR dongiisii

On Primer Yeni iplik¢ik| Son Toplam
denatiirasyon | Denatiirasyon | baglanma yazilimi | yazilhm | dongii
sayisl
94°C 94°C 35°C 72°C 72°C 35
30sn 25sn 45sn 1dk 5dk

3.2.4. SRAP PCR Analizi

Caligmada kullanilan SRAP primer listesi Cizelge 3.6’da verilmistir. Toplam 154
SRAP primer kombinasyonu kullanilmistir. Her primer is yiikiinii azaltmak adina
once BSA yapilmig, polimorfizm gorilen primerler sonrasinda her birey igin
denenmigstir. SRAP analizinde Li ve Quiros (2001), Budak vd. (2004), An vd.
(2008), Orug (2012), ve Uzun (2009)’dan degistirilerek kullanmilan primerlerdir
(Cizelge 3.6).
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fleriMe 1,2, 4,6,7,8,9,10, 11, 12, 13
GeriEm: 1, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15

PCR soliisyonu: Her 6rnek i¢in 7,8 pl steril ddH,O, 1,5 ul 10x PCR tamponu
(buffer), 1,5 ul MgCly, 1,0 pul ANTP, 0,2 ul Tag DNA polymerase enzimi, 1,0 pl
ileri primer, 1,0 ul geri primer ve 1,0 ul DNA toplam 15,0 pl’dir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.6. Li ve Quiros (2001), Gulsen vd. (2007), Orug (2012)’a gore primer
dizilimleri

fleri | (523 Geri | (523
Mel | TGAGTCCAAACCGGATA Eml | GACTGCGTACGAATTAAT
Me2 | TGAGTCCAAACCGGAGC Em3 | GACTGCGTACGAATTGAC
Me4 | TGAGTCCAAACCGGACC Em4 | GACTGCGTACGAATTTGA
Me6 | TGAGTCCAAACCGGACA Em5 | GACTGCGTACGAATTAAC
Me7 | TGAGTCCAAACCGGACG Em6 | GACTGCGTACGAATTGCA
Me8 | TGAGTCCAAACCGGACT Em7 | GACTGCGTACGAATTCAA
Me9 | TGAGTCCAAACCGGAGG Em8 | GACTGCGTACGAATTCAC
Me10 | TGAGTCCAAACCGGAAA Em9 | GACTGCGTACGAATTCAG
Me1l | TGAGTCCAAACCGGAAC Em10 | GACTGCGTACGAATTCAT
Mel2 | TGAGTCCAAACCGGAGA Emll | GACTGCGTACGAATTCTA
Mel3 | TGAGTCCAAACCGGAAG Em12 | GACTGCGTACGAATTCTC
Eml13 | GACTGCGTACGAATTCTG
Eml4 | GACTGCGTACGAATTCTT
Em15 | GACTGCGTACGAATTGAT

Cizelge 3.7. SRAP primerleri i¢in PCR Dongiisii

On Denatiirasyon |  Primer Yeni iplik¢ik| Son Toplam
denatiirasyon baglanma yazilmi | yazillm | dongii
sayisl
94°C 94°C 35°C 72°C 72°C 35
30 sn 25sn 45sn 1 dk 5 dk
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3.2.5. SCAR-PCR Analizi

Mori vd. (2017) galismasinda kullanilan ve erkek cinsiyetine bagli olan her biri
ileri (F) ve geri (R) olmak tizere 7 adet primer (MADF1-7) 6zel Sentromer DNA
Teknolojileri Ltd. Sti. firmasina sentezlettirilmigtir. Primerlerin listesi ve baz
dizilimeri Cizelge 3.8’de, PCR karisimi Cizelge 3.9°da verilmistir. 0,2 ml (200
ul)’lik PCR tiiplerine 1,5 pl 10x Buffer, 0,6 pl 25 mM MgSO,, 1,0 ul 3 mM
dNTP, 1,0 ul ileri ve 1,0 ul geri primer, 0,2 ul Tag DNA polymerase ve 1,0 ul
genomik DNA eklenmisgtir. PCR karisimi iizerine 7,8 pl ddH,O eklenmistir. PCR
toplam hacmi 15,0 pl’dir. Sonrasinda tiipler PCR cihazina yerlestirilmistir. Ilk
denemede tiim primerlerin annealing dereceleri 35°C olarak ayarlanmustir. kinci
PCR analizinden 6nce T.M Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main)’den
her bir primerin baglanma (annealing) sicakli1 hesaplanmustir (Cizelge 3.10a). s

yiikiinii azaltmak i¢in primer baglanma sicakliklari birbirine yakin olan primerler
ayni sicaklikta test edilmistir (Cizelge 3.10b). SCAR analizleri igin PCR dongiisii
Cizelge 3.11°de verilmistir. SCAR-PCR denemeleri 3 tekerriirlii yapilmistir.

Cizelge 3.8. SCAR denemesinde kullanilan primerler (Mori vd., 2017)

Primer | ileri (F), Geri (R) Baz dizilimi (5’ >3°)

F CAGCAATCCCTGATACAAG
MADF1

R CAGCAATCCCATACATTATTC

F TGACGATGCAGCAAGTGAAGGGC
MADF2

R TGACGATGCACGACATTGGTGGATG

F CCTGGGTCATCTACATAATAACC
MADF3

R CCTGGGTCATTATAGAAAGAACC

F TCTCTAGGGGGCAGCATGGACAGTTTTC
MADF4

R TCTCTAGGGGGGGGGGGGCGGATTTTTTG

F GATCTAACCGAACTAGAAATGG
MADF5

R GATCTAACCGCAAAACAAATGTC

F ACACTCGGCAAGATGGGAAAGAG
MADF6

R ACACTCGGCATCAGGAGGTC

F GCTGAAGAAGGTAATTAGAGC
MADF7

R GCTGAAGAAGAAGCTGAATTG



https://tmcalculator.neb.com/#!/main
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Cizelge 3.9. SCAR analizi i¢in bir 6rneklik PCR bilesenleri miktari

PCR Bilesenleri Miktar (ul)
ddH,0 7,8
PCR Buffer (10x) 1,5
MgSO, (25mM) 15
dNTP (3mM) 1,0
Primer Ileri (F) 1,0
Primer Geri (R) 1,0
Taq enzim 0,2
DNA 1,0
Toplam 15,0

Cizelge 3.10. SCAR analizinde a) hesaplanan ve b) kullanilan primer baglanma

sicakliklari

a)

Primer | MADF1

MADF2

MADF3

MADF4

MADF5

MADF6

MADF7

Sicaklik

51
°C)

68°C

o4

68-70

52

60

50

b)

Primer | MADF1

MADF2

MADF3

MADF4

MADF5

MADF6

MADF7

Sicaklik

50
o)

68

54

68

50

60

50




Cizelge 3.11. SCAR analizinde kullanilan PCR dongiisi
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) Toplam
. Primer Son
On ayrilma Ayrilma Uzama dongi
baglanma uzama
sayist
94°C ogoc | Her p”mfé 72°C 72°C .
3dk 4ssn | 45 sn 10 dk

Her primer 6nce kiime ac¢ilim analizine gore disi ve erkek kiimelerde denenmistir.
Kiimelerde polimorfik bant olusturan primerler tekrar bireylerde teker teker
denenmistir.

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

RAPD, SRAP, SCAR belirtegleri ile elde edilen ¢ogaltma iiriinlerinden 10 pl
alinmig ve 2 pl yiikleme tampon eklenmistir (Sekil 3.1). %2’lik agaroz jel hazirligi
icin (%1 agaroz +%1 Nusieve GTG agarose FMC) ve 50 ml 0.5x TBE (45mM
Tris base,45 mM borik asit, ImM EDTA, pH: 8.3) (Sambrook ve Russell, 2001)
250 ml’lik Erlenmeyer igerisinde karigtirllmistir. Kaynayincaya kadar mikro dalga
firinda sitilmigtir. Musluk suyu altinda deriyi yakmayacak kadar sogutulan
Erlenmeyer igerisine 5 pl jel boyast (EZ-Vision®) eklenmistir. Jel kalibina
iizerinde disler bulunan taraklar yerlestirilmistir. Jel kalibina sivi jel dokiiliip
sogumas1 beklenmistir. Jel tanki (BIO-RAD® Wide Mini, Italya) igerisine 1x TBE
konulmusg ve boyanmig DNA 6rneklerinden 5’er pl ve boyanmig 100 bp’lik DNA
standardi (DNA ladder, Fermentas GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus, 10 mM
Tris-HCI, pH 7,6 1 mM EDTA ABM Applied Biological Materials Inc. Cat. No.:
G193)’dan 1 pl jelde olusturulan tarak g¢ukurlarina yiiklenmistir. DNA’lar jel
tizerinden yiiriitiilmesi islemine hazir hale getirilmistir. Jel elektroforezi 1x TBE
(Tris, Borik asit, EDTA) (Sambrook ve Russell, 2001) tampon ¢ozeltisi igerisinde
100V°da yaklagik 1 saat kosturulmustur. UV 11k altinda (302 nm) renkli kamera
kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir (Edas 290, Eastman Kodak Company,
Rochester, NY, ABD) (Sekil 3.2).
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C
Sekil 3.1. Agaroz jel elektroforezi a) Jel tanki, b) Hazirlanan jelin, jel kalibina

dokiilmesi, ¢) PCR’dan ¢ikarilan tiplerin igerisine 2 pl 6x yiikleme boyasi
eklenmesi, d) Yiikleme boyasi eklenmis hazir tiipler

3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Molekiiler belirteglerin olusturulmasi i¢in disi (5 adet) ve erkek (5 adet) toplam 10
adet incirde, RAPD, SRAP ve SCAR primerlerinin kullanilmas: ile jel iizerinde
elde edilen bantlar cinsiyete bagli polimorfizm olmasi durumunda var (1) ya da
yok (0) olarak Excel bilgisayar programima girilerek degerlendirilmistir.
Goriintiilerde net olarak ayirt edilebilen bantlar degerlendirmeye alinmistir ve
bantlarin durumuna goére benzerlik matrisi olusturulmustur.



e
Sekil 3.2. Jel goriintiileme, a) DNA’1n taraklara yiiklenmesi, b) DNA’nin jel

tizerinde yiiriitillmesi, c) Jel tizerinde DNA’larin 150 V’ta 15 dk yiiriitiilmesi, d)

Jel lizerinde okunmaya hazir bantlar, e) Bantlarin UV altinda okunmast
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4. BULGULAR

4.1. DNA Cikartilmasi

Yapilan iki farkli DNA izolasyonu calismasinda yapraklar havanda sivi azot ile
dondurularak havan tokmagi ile ezilip toz haline getirilmistir.

4.1.1. 16/06/2016 Tarihindeki DNA Cikartilmasi

Dalkili¢ vd. (2011)’nde belirtilen yonteme gore bireylerden elde edilen DNA’larin
saflik ve miktar degerleri spektrofotometre (NanoDrop® ND1000, Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) yardimiyla belirlenmistir. Calismada elde
edilen DNA’larin safliklar1 1,03-2,02 arasinda degismistir. DNA saflik derecesini
6lgmek i¢in 260 ve 280 nm boyunda soliisyonlarin 151k absorbans degerlerinin 1,8-
2,0 arasinda olmasi saflig1 ideal olarak degerlendirilmektedir. Bu degerlere gore
elde edilen DNA’lar yeterince saflastirilamamistir. PCR ile belirtecleri ¢ogaltmak
icin elde edilen DNA’larin safliklart yeterli olmustur fakat 2 ay sonra jel
elektroforezi galigmalarinda bantlar net elde edilememeye baslamustir (Sekil 4.1,
Cizelge 4.1).

D1 D2 D3 D4 D5 E1 E2 E3 E4

Sekil 4.1. 16/06/2016 tarihinde yapilan izolasyonunden elde edilen DNA jeli
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Cizelge 4.1. 16/06/19 tarihli izolasyonda elde edilen DNA’larin miktar ve kalitesi

Ornek iiklei i
konsalz:ll'l;lse;l(:najl(tng/ul) 260 nm /280 nm
Referans 0,0 1,07
‘Siyah Orak’ 45,0 1,13
Mor Giiz 42,0 1,13
z Sarilop’ 46,0 1,21
‘Bursa Siyaht’ 40,0 1,03
Yesil Giiz 42,0 1,13
Ort. 43,0 1,25
Referans 0,0 1,07
‘Karabulut’ 46,0 1,17
‘Kibrislr’ 39,0 1,11
E ‘Yanako’ 45,0 1,16
- ‘Tashk’ 40,8 1,10
‘Kaba’ 51,0 1,21
Ort. 44,3 1,16

4.1.2. 22/09/2016 Tarihindeki DNA Cikartilmasi

Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences (2004)’te belirtilen yonteme gore
bireylerden elde edilen DNA’larin saflik ve miktar degerleri spektrofotometre ile
(NanoDrop® ND1000) ile belirlenmistir. Molekiiler diizeyde yapilan ¢caligmalarda
DNA’nin safliginin 1,8-2,0 arasinda olmasi ideal olarak nitelendirilmektedir.
Calismada elde edilen DNA’larin safliklar1 1,60-1,86 arasinda degismistir. DNA
saflik derecesini 6lgmek i¢in 260 ve 280 nm boyunda soliisyonlarin 151k absorbans
degerlerinin 1,8-2,0 arasinda olmasi safligi ideal olarak degerlendirilmektedir.
DNA’lar yeterince saflastirilmigtir. DNA miktarlar1 ilk yonteme goére daha
fazladir. PCR ile belirtegleri cogaltmak igin elde edilen DNA’larin safliklar yeterli
olmustur (Sekil 4.2, Cizelge 4.2)
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Sekil 4.2. 22/09/2016 tarihinde yapilan izolasyonunden elde edilen DNA jeli

4.2. PCR Uygulamalan

4.2.1. Siparis Verilen Primerler ile Yapilan RAPD-PCR

Siparig verilen primerlerinin olusturdugu polimorfik ve toplam bant sayilart
Cizelge 4.3’te verilmistir. Kullanilan 7 primer 6nce bulk analizinde test edilmistir
ve higbirinde polimorfik bant elde edilmediginden bireyler tek tek bu primerlerle
denenmemistir. Test edilen primerlerden bazilarina ait DNA bant desenleri Sekil

4.3’te verilmistir.



Cizelge 4.2. 22/09/16 tarihli izolasyonda elde edilen DNA miktar1 ve kalitesi
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Ornek Niikleik asit 260 nm /280 nm
konsantrasyonu (ng/pl)
Referans 0.0 1.07
‘Siyah Orak’ 365.0 1.84
‘Morgiiz’ 26.2 1.63
% ‘Sarilop’ 144.0 1.82
‘Bursa Siyah1’ 284.0 1.69
Yesil Giiz 207.0 1.80
Ort. 252.0 1.76
Referans 0.0 1.07
‘Karabulut’ 259 1.80
v ‘Kibrislr’ 135 1.76
g ‘Yanako’ 108 1.60
w ‘Taslik’ 336 1.84
‘Kaba’ Tlek 283 1.86
Ort. 224.2 1.77

Cizelge 4.3. Siparis verilen primerlerin RAPD-PCR’da olusturdugu polimorfik ve

toplam bant sayilari

Primer | Polimorfik bant (adet) | Toplam bant (adet) | Bant arahigi (bp)
PM1 0 3 -

PM2 0 7 1500-500
PM 3 0 3 -

PM 7 0 5 2200-500
PM 8 0 6 2000-300
PM9 0 1 1400

PM 10 0 8 1500-450
Toplam 0 33
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P.M 8 P.M 10
| |
D.K E.K. D.K. EKK

Sekil 4.3. Siparis verilen primerler ile yapilan RAPD-PCR’da olusan bant jeli
4.2.2. Operon Primerler ile Yapilan RAPD-PCR

Kullanilan Operon primerlerinden BSA analizinde polimorfik bant verdigi tahmin
edilen primerler disi ve erkek bireyler ile tek tek dtest edildiginde polimorfizmin
olmadig tespit edilmistir. Monomorfik bant verileri Cizelge 4.4’te belirtilmistir.
Test edilen primerlerden bazilarina ait DNA bant desenleri Sekil 4.4’te verilmistir.

Disi ERKEK

D1 D2 D3 D4 D5 DK M EK E1 E2 E3 E4 ES

Sekil 4.4. Operon primerleri ile yapilan RAPD-PCR’da olugan bant jeli
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Cizelge 4.4. Operon primerlerinin RAPD-PCR’da olusturdugu polimorfik ve

toplam bant sayilari

_ Baz dizilimi Toplam | Polimorfik Bant

Primer 533 bant sayis1 | bant sayisi biiyiikliigii
(adet) (adet) (bp)

OPA-1 CAGGCCCTTC - - -
OPA-2 TGCCGAGCTG 6 0 400-1500
OPA-3 AGTCAGCCAC 5 0 500-1500
OPA-4 AACTGGGCTG 3 0 600-1250
OPA-5 AGGGGTCTTG 7 0 400-2200
OPA-6 GGTCCCTGAC 3 0 300-1250
OPA-7 GAAACGGGTG 6 0 520-1300
OPA-8 GTGACGTAGG 5 0 500-1300
OPA-9 GGGTAACGCC 5 0 400-1000
OPA-10 GTGATCGCAG 6 0 600-1250
OPA-11 CAATCGCCGT 8 0 150-1400
OPA-12 TCGGCGATAG 4 0 450-2200
OPA-13 CAGCACCCAC 7 0 400-2900
OPA-14 TCTGTGCTGG 3 0 600-800
OPA-15 TTCCGAACCC 8 0 500-2800
OPA-16 AGCCAGCGAA 5 0 700-1500
OPA-17 GACCGCTTGT 6 1 450-2250
OPA-18 AGGTGACCGT 5 1 700-1500
OPA-19 CAAACGTCGG 4 0 500-1400
OPA-20 GTTGCGATCC - - -
OPB-1 GTTTCGCTCC 5 0 300-3000
OPB-2 TGATCCCTGG 3 0 450-1500
OPB-3 CATCCCCCTG 7 0 300-2250
OPB-4 GGACTGGAGT 7 0 280-1500
OPB-5 TGCGCCCTTC 7 0 600-1700
OPB-6 TGCTCTGCCC 6 0 500-1500
OPB-7 GGTGACGCAG 4 0 490-1800
OPB-8 GTCCACACGG 5 0 600-1500
OPB-9 TGGGGGACTC 7 0 600-3000
OPB-10 CTGCTGGGAC 9 0 450-2250
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Cizelge 4.4. devam

Toplam

. Baz dizilimi bant | -olimorfik Bant

Primer 533 sayist bant sayis1 biiyiikliigii
(adet) (adet) (bp)

OPB-11 GTAGACCCGT 3 0 350-600
OPB-12 CCTTGACGCA 6 0 300-2250
OPB-13 TTCCCCCGCT 6 0 600-2300
OPB-14 TCCGCTCTGG 5 0 550-1500
OPB-15 GGAGGGTGTT 6 0 250-1400
OPB-16 TTTGCCCGGA 4 0 300-1250
OPB-17 AGGGAACGAG 6 0 400-2200
OPB-18 CCACAGCAGT 3 0 200-1500
OPB-19 ACCCCCGAAG 4 0 600-1000
OPB-20 GGACCCTTAC 5 0 450-2250
OPC-1 TTCGAGCCAG 5 0 600-2200
OPC-2 GTGAGGCGTC 6 0 350-1100
OPC-3 GGGGGTCTTT 6 0 360-1250
OPC-4 CCGCATCTAC 7 0 210-1400
OPC-5 GATGACCGCC 9 0 350-2250
OPC-6 GAACGGACTC 6 0 300-1500
OPC-7 GTCCCGACGA 3 0 600-1500
OPC-8 TGGACCGGTG 5 0 400-1400
OPC-9 CTCACCGTCC 5 0 350-1000
OPC-10 TGTCTGGGTG 5 0 350-1450
OPC-11 AAAGCTGCGG 7 0 350-1400
OPC-12 TGTCATCCCC 4 0 200-1400
OPC-13 AAGCCTCGTC 7 0 500-2150
OPC-14 TGCGTGCTTG 7 0 500-2200
OPC-15 GACGGATCAG 7 0 400-2200
OPC-16 CACACTCCAG 8 0 400-1600
OPC-17 TTCCCCCCAG 3 0 900-1500
OPC-18 TGAGTGGGTG 3 0 500-1500
OPC-19 GTTGCCAGCC 6 0 500-2200
OPC-20 ACTTCGCCAC 3 0 490-1250
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Cizelge 4.4 devam
. Baz dizilimi Toplam | Polimorfik| —  Bant
Primer 533" bant sayis1| bant sayisi biiyiikliigii
(adet) (adet) (bp)

OPD-1 ACCGCGAAGG 5 0 400-1500
OPD-2 GGACCCAACC 7 0 450-1500
OPD-3 GTCGCCGTCA 6 0 300-2900
OPD-4 TCTGGTGAGG 1 0 800
OPD-5 TGAGCGGACA 6 0 350-2250
OPD-6 ACCTGAACGG 2 0 1100-2000
OPD-7 TTGGCACGGG 8 0 400-2800
OPD-8 GTGTGCCCCA 6 0 400-1250
OPD-9 CTCTGGAGAC 6 0 450-2300
OPD-10 GGTCTACACC 3 0 500-2250
OPD-11 AGCGCCATTG 10 0 250-1700
OPD-12 CACCGTATCC 7 0 500-2800
OPD-13 GGGGTGACGA 6 0 600-1480
OPD-14 CTTCCCCAAG 4 0 400-1100
OPD-15 CATCCGTGCT 5 0 500-3000
OPD-16 AGGGCGTAAG 6 0 300-800
OPD-17 TTTCCCACGG - - -
OPD-18 GAGAGCCAAC 4 0 350-1250
OPD-19 CTGGGGACTT 3 0 500-1400
OPD-20 ACCCGGTCAC 8 3 150-1400
OPH-1 GGTCGGAGAA 5 0 1400-3000
OPH-2 TCGGACGTGA 6 0 400-1500
OPH-3 AGACGTCCAC 6 0 500-1500
OPH-4 GGAAGTCGCC 7 0 200-1500
OPH-5 AGTCGTCCCC 6 0 400-1500
OPH-6 ACGCATCGCA 3 0 400-1900
OPH-7 CTGCATCGTG 5 0 400-3000
OPH-8 GAAACACCCC 5 0 500-1300
OPH-9 TGTAGCTGGG 5 0 500-3000
OPH-10 CCTACGTCAG - - -
OPH-11 CTTCCGCAGT 5 0 300-1550
OPH-12 ACGCGCATGT 7 300-2700
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Cizelge 4.4 devam
Primer Baz d;.zizl,ig." baTn(t)g;ifrlr;l lp)gﬂznsoagllslj biiyii?jirigii
(adet) (adet) (bp)
OPH-13 GACGCCACAC 7 0 500-1500
OPH-14 ACCAGGTTGG 7 0 600-1600
OPH-15 AATGGCGCAG 8 0 600-2800
OPH-16 TCTCAGCTGG 3 0 300-900
OPH-17 CACTCTCCTC 4 0 600-1550
OPH-18 GAATCGGCCA 7 0 1000-1400
OPH-19 CTGACCAGCC 8 0 500-3000
OPH-20 GGGAGACATC 7 0 -

4.2.3. SRAP-PCR Analizleri

Caligmada kullanilan 182 farkli SRAP primer kombinasyonu kullanilmigtir. SRAP
primerleri BSA analizleri ile denenmistir. Monomorfik bantlar olusturmalarina
ragmen hi¢ polimorfik bant olusturmamistir (Sekil 4.5, Cizelge 4.5).

Primer MelEm1l Me2Em5 Me3Em3 Med4Em4 Me9Em9 Mel2 Em12 Mel3 Em13

M DK EK DK EK DK EK DK EK DK EK DK EK DK EK

Sekil 4.5. SRAP primerleri ile yapilan PCR’da olusan bant jeli
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Cizelge 4.5. SRAP primerlerinin PCR’da olusturdugu polimorfik ve toplam bant

sayilari

Primer

Toplam bant sayisi
(adet)

Polimorfik bant
sayisi (adet)

Mel-Eml

Mel-Em3

Mel-Em4

Mel-Em5

Mel-Em6

Mel-Em7

Mel-Em8

Mel-Em9

Mel-Em10

R (oo (N[ |lw| ol |w >

Mel-Eml1l

Mel-Em12

Mel-Em13

Mel-Em14

Mel-Em15

Me2-Em1l

Me2-Em3

Me2-Em4

Me2-Em5

Me2-Em6

Me2-Em7

Ol | N |0 [ (OO(JW | N[O (>

Me2-Em8

Me2-Em9

w

Me2-Em10

SN

Me2-Em11l

Me2-Em12

Me2-Em13

Me2-Em14

Me2-Em15

N |~ OOl

O|lo|lo|lo|lojlo|o|jo(o|o|o|jo|o|oJo|ojo|jo|o|o|o|o|o|o|o|o|o |o
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Cizelge 4.5 devam

Primer

Toplam bant sayisi
(adet)

Polimorfik bant
sayisi (adet)

Me4-Em1l

5

0

Me4-Em3

Me4-Em4

Me4-Em5S

Me4-Em6

Me4-Em7

Me4-Em8

Me4-Em9

Me4-Em10

N ([N|W o |01 W | D>

Me4-Em11l

Me4-Em12

Me4-Em13

Me4-Em14

Me4-Em15

Me6-Em1l

Me6-Em3

Me6-Em4

Me6-Em5

Me6-Em6

Me6-Em7

W |~ NN O,

Me6-Em8

Me6-Em9

Me6-Em10

w (o

Me6-Em11

Me6-Em12

Me6-Em13

Me6-Em14

Me6-Em15

Me7-Em1

Me7-Em3

Me7-Em4

Me7-Em5

w | w |k~ |w

oO|o|lo|lojJjo|o|o|lo|/o|o|o|0o|o|oO|o|oO|O|O)0O|o|o|o|o|o|o|o|oo|oo|o|o|o
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Primer

Toplam bant sayist
(adet)

Polimorfik bant
sayisi (adet)

Me7-Em6

4

0

Me7-Em7

6

Me7-Em8

Me7-Em9

Me7-Em110

NG PN

Me7-Eml11l

Me7-Em12

Me7-Em13

Me7-Em14

Me7-Em15

Me8-Em1

Me8-Em3

Me8-Em4

Me8-Emb5

Me8-Em6

Me8-Em7

Me8-Em8

Me8-Em9

Me8-Em10

Me8-Em11l

Me8-Em12

Me8-Em13

Me8-Em14

Me8-Em15

Me9-Em1l

Me9-Em3

Me9-Em4

Me9-Em5

Me9-Em6

Me9-Em7

Me9-Em8

Me9-Em9

oO|lo|lo|lojo|jo|o|ojJjo|o|jo|lo|jo|o|lo|lo|jlo|o|lo|jlo|lo|jlojJjo|o|o|o|o|o|o|o |o©o
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Cizelge 4.5 devam

Toplam bant sayisi

Polimorfik bant

Primer (adet) sayisi (adet)
Me9-Em10 3 0
Me9-Em11 - 0
Me9-Em12 3 0
Me9-Em13 9 0
Me9-Em14 6 0
Me9-Em15 - 0
MelOEml 2 0
Mel0-Em3 7 0
Mel0-Em4 - 0
Mel0-Em5 4 0
Mel0-Em6 10 0
Mel0-Em7 5 0
Mel0-Em8 3 0
Mel0-Em9 6 0

Mel0-Em10 6 0
Mel0-Em11 - 0
Mel0-Em12 6 0
Mel0-Em13 5 0
Mel0-Em14 5 0
Mel0-Em15 - 0
Mell-Eml 3 0
Mell-Em3 5 0
Mell-Em4 - 0
Mell-Em5 -4 0
Mell-Em6 5 0
Mell-Em7 - 0
Mell-Em8 3 0
Mell-Em9 4 0
Mell-Em10 6 0
Mell-Em1l - 0
Mell-Em12 2 0
Mell-Em13 8 0
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Primer

Toplam bant sayisi
(adet)

Polimorfik bant
sayisi (adet)

Mell-Em14

4

0

Mell-Em15

Mel2-Em1l

Mel2-Em3

3
4

Mel2-Em4

Mel2-Em5

Mel2-Em6

Mel2-Em7

Mel2-Em8

W |w | o

Mel2-Em9

Mel2-Em10

Mel2-Em11l

Mel2-Em12

Mel2-Em13

Mel2-Em14

Mel2-Em15

Mel3-Em1l

Mel3-Em3

Mel3-Em4

co (O |01 N [OO]|O |O1 OO |Od

Mel3-Em5

Mel3-Em6

Mel3-Em7

w (b

Mel3-Em8

Mel3-Em9

Mel3-Em10

Mel3-Eml11l

Mel3-Em12

Mel3-Em13

Mel3-Em15

w|o |~ o,

OoO|o|lo|lo|jlo|jo|o|o|o|o|o|o|oO|Jo|o|lo|lo|lo|lo|lo|lo|o|o|o|o|o|o |o©
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4.2.4. SCAR-PCR Analizleri

Ik kiime acilim analizinde test edilen 7 adet SCAR primerlerinin hepsinin
baglanma sicakliklar1 35°C olarak PCR analizi yapilmistir. Analiz sonucunda ¢ok

sayida monomorfik bant elde edilmistir. Hi¢ polimorfizm gézlenmemistir (Sekil
4.6).

MADF 1 MADF 2 MADF 3 MADF 4 MADF5 MADF6 MADF 7

- M D.KEK D KSEEKE DK EK DK EK

Sekil 4.6. SCAR primerlerinin baglanma sicakligi 35°C’deki bant deseni (M:
DNA standardi 100 bp, D.K.: Disi Kiime, E.K.: Erkek Kiime)

Ikinci kiime acilim analizinden &nce her bir SCAR primerinin baglanma
sicakliklart hesaplanmig ve her primerin PCR dongiileri yeni degerlere gore
degistirilmigtir. Primer baglanma sicakliklar1 degistirildikten sonra yapilan
PCR’da toplamda 47 bant olusturmustur. MADF4, MADF5 ve MADF6 primerleri
disi-erkek kiimelerinde erkek cinsiyetine bagl birer polimorfik bant olusturmustur
(Sekil 4.7).
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MADF 1 MADF 2 MADF 3 MADF 4 MADF 5 MADF 6 MADF 7

M Pk cEKa DK EK. DK SEK. DK EK.!'DK EK.' DK EK' DK EK

Sekil 4.7. ikinci kiime acilim analizinde SCAR belirteclerinin olusturdugu bant
deseni (M: DNA standardi 100 bp, D.K.: Disi Kiime, E.K.: Erkek Kiime)

Kiime agilim analizinden sonra herbir SCAR primeri tiim bireylerde tek tek test
edilmistir. Primerler 5 erkek ve 5 disi bireyde toplamda 42 bant olusturmustur. Bu
primerlerden MADF4 ve MADF6 SCAR primerleri erkek cinsiyetine bagli
polimorfik bant vermistir. MADFS5 primeri bireylerde test edildiginde polimorfizm
olusmamistir (Cizelge 4.6). MADF4 primerinin olusturdugu polimorfik bant 1.450
kb seviyesindedir (Sekil 4.8, Cizelge 4.7). MADF6 primerinin olusturdugu bant
1.300 kb seviyesindedir (Sekil 4.9, Cizelge 4.8).

Cizelge 4.6. SCAR primerlerinin olusturdugu bant sayilar1 ve seviyeler

Primer Toplam bant (adet) Polimorfik bant Bant Biiyiikligii
(adet) (bp)

MADF1 7 0 2000-200
MADF2 5 0 1500-300
MADF3 3 0 1300-300
MADF4 4 1 1450-180
MADF5 7 0 2500-150
MADF6 5 1 1300-200
MADF7 6 0 1100-100
Toplam 42 2
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Disi ERKEK

D1 D2 D3 D4 D5 D.K. EXK. E1 E2 E3 E4 E5

~ - - —

500 bp 1.450 hp
—ly W

Sekil 4.8. MADF4 primerinden olusan PCR iiriiniiniin jel gortintiisiic (M: DNA
standardi 100 bp, D.K: Disi Kiime, E.K.: Erkek Kiime)

Cizelge 4.7. MADF4 primerinin PCR’da olusturdugu bant deseni

D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | DK M EK | El1 | E2 | E3 | E4 | E5

0 0 0 0 0 0 1.450 1 1 1 1 1 1
0 0 1 0 1 1 390 1 0 0 0 1 0
0 0 0 0 1 1 250 1 0 0 0 1 1
0 0 0 0 1 1 150 1 0 0 0 1 1
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DiSi ERKEK

D1 D2 D3 D4 D5 DK.MEK. E1 E2 E3 E4 E5

Sekil 4.9. MADF6 primerinden olusan PCR {iriiniiniin jel goriintiisii (M: DNA
standard1 100 bp, D.K: Disi Kiime, E.K.: Erkek Kiime)

Cizelge 4.8. MADF6 primerinin PCR’da olusturdugu bant deseni

D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | DK M EK | E1 | E2 | E3 | E4 | E5

0 0 0 0 0 0 1.300 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 900 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 350 1 1 1 1 1 1
1 0 0 0 1 1 190 1 1 0 0 1 0
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitki molekiiler biyolojisi alaninda yiiksek kalitede DNA izolasyonu Onemli
adimlardan ilkidir. PCR temelli molekiiler diizeydeki arastirmalarin devamliligim
ve basarisini iyi miktar ve kalitede izole edilmis DNA saglar. Bitkiler, DNA
¢ikarilirken problemler yaratan ikincil metabolitler ihtiva eder (Nakum vd., 2019).
Giliniimiizde bitki dokularindan niikleik asit elde etmek i¢in bircok ydntem
olmasina ragmen bunlar bu yontemin ilk 6rneklerinden olan Dellaporta vd. (1983)
ve Saghai-Maroof vd. (1984) protokollerinin modifiye edilmis halleridir. Doyle ve
Doyle (1987, 1990)’un buldugu protokol bir¢ok bitkide iyi sonuglar vermistir.

Bu caligma ile tescilli ve yerli 5 farkli disi ve 5 farkli erkek dioik incir
genotiplerinin  DNA izolasyonlar1 oénce CTAB yontemine gore 1.5 ml’lik
Eppendorf® tiiplerinde ve sonrasinda degistirilmis CTAB+ SDS yontemi ile 50
ml’lik Falcon® tiiplerde yapilmustir.

Incirde yapilan DNA izolasyon calismalarinda genel olarak geng yapraklarin
kullanilmas1 6nerilmistir. Boylelikle hem daha ¢ok DNA elde edilebilmekte hem
de bitkisel polisakkaritler, lipidler ve proteinler gibi DNA’ya baglanan ve
saflastirilmasini zorlastiran ikincil metabolitlerin miktar1 geng¢ yapraklarda az
oldugundan DNA izolasyonu daha kolay olmaktadir (Ikegami vd., 2008; Aradhya
vd., 2010; Dalkilig¢ vd., 2011).

Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalarda DNA’nin safliginin 1.8-2.0 nm arasinda
olmasi ideal olarak nitelendirilmektedir. ilk izolasyondan elde edilen DNA
orneklerinin saflik dereceleri 1.03 ile 1.21 nm arasinda degisiklik gostermistir. Bu
durum ikincil metabolitlerce bulasik DNA 6rnekleri elde edildiginin gostergesidir.
Incir bitkisi, incir siitii (lateks) denilen 6ziinde igerdigi fenoller ve flavanoidlerce
bilinir (Vallejo vd., 2012). Incir bitkisindeki latekste bulunan proteolitik enzim
“ficin’ buna iyi bir 6rnek olabilir (Starr vd., 2003). Bu tez ¢alismasinda, ilk yapilan

PCR reaksiyonlar1 sonrasinda yapilan jel elektroforezi uygulamalarinda
primerlerin iyi baglanamadigi kotii bant desenlerinden anlagilmigtir. PCR igin
yeterli saflikta DNA elde edilmesine ragmen stokta -4°C de saklanan bitki
DNA’lar1 ile yapilan PCR iiriinlerin jel elektroforezi resimlerindeki bantlarin
bulanik (smear) olmaya basladiklar1 Eyliil 2016’da gézlemlenmistir.
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DNA safligi bu alanda yapilan Onceki g¢alismalarda (Khadari vd., 1995,
Galderisi vd., 1999; Cabrita vd., 2001) taze yaprak kullanimina bagli olarak
daha iyiyken, yapilan bu ¢alismada mecburi olarak yash yaprak kullanilmasi
nedeniyle yasl yapraklarin icerisinde bulunan ikincil metabolitlerden dolay:
yiiksek saflikta DNA elde edilmesini engellemistir. Bu yiizden geng incir
yapraklarinda gayet iyi isleyen Dalkili¢ vd. (2011) kullandiklari DNA izolasyon
yontemi Monsato Biotechnology Regulatory Sciences (2004) ve Murray ve
Thompson (1980) yontemleri ile kombine edilerek degistirilmis ve
kullanilmisgtir ,

Bu calismaya gore eger incirde yasli yapraklar DNA materyali olarak
kullanilacaksa PVP toz haline getirilen yapraklara yine toz halinde CTAB
soliisyonundan 6nce eklenmelidir. Ciinkii PVP soliisyon halinde eklendiginde
havanin soguklugu nedeniyle donmaktadir. Ayrica izolasyon basamaklari yagh
bitki dokular ile ¢alisilirken 50 ml’lik Falcon® tiiplerde daha biiyiik hacimli
soliisyonlarla Materyal ve Yontem boliimiinde anlatildig: sekliyle yapilmalidir.

RAPD, SRAP ve SCAR primerleri ile cinsiyete bagli bir gen bolgesi bulmak
amact ile yerli tescilli 5 farkli disi ve 5 farkli erkek incir genotipi taranmistir.
Kullanilan RAPD ve SRAP primerleri ile monomorfik bantlar elde edilmesine
ragmen disi ve erkek genotipler arasinda cinsiyete bagli polimorfik bir bant elde

edilememistir.

Mori vd. (2017) calismasinda elde edilen ve hali hazirda erkek cinsiyetine bagl
oldugu sdylenen 7 adet RAPD-SCAR primerlerinin hepsi disi ve erkek cinsiyet
kiimelerinde denenmistir. Aynt SCAR primerleri kullanilmasina ragmen Mori vd.
(2017)’nin ¢aligmasinin aksine, bazi yerli incir gesitlerinin kullanildigi bu tez
caligmasinda sadece iki primerin incirde erkek cinsiyet ile iliskilendirilebilecegi
bulunmustur. Kiime a¢ilim analizleri sonucunda oncelikle MADF4, MADF5 ve
MADF6 primerlerinin PCR iiriinlerinin jel goriintiilerinde erkek cinsiyetine bagl
polimorfik bant elde edilmistir. MADF1, MADF2, MADF3 ve MADF7 primerleri
polimorfik bant(lar) olusturmamiglardir. Sonrasinda sadece kiime ac¢ilim
analizlerinde polimorfik bant veren primerler tiim disi ve erkek g¢esitlerde
denenmistir. Bunun sonucunda MADF5 primerinde goézlemlenen polimorfik
bandin tek tek bireylerde olusmadigi goriilmiistiir. Incirin ilk taslak genom
diziliminin ¢ikartildigi ¢alismada Mori vd. (2017), 7 MADF SCAR belirtecinin
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yer aldigi RAN1 genom boélgesinin muhtemelen cinsiyet ile iligkili oldugunu
belirtmektedirler.

MADF4 primeri 1.450 bp boyutunda erkek cinsiyetine %100 bagl bir polimorfik
bant olusturmustur. MADF6 primeri ise 1.300 bp boyutunda erkek cinsiyetine
%100 bagli polimorfik bant olugturmustur.

Bu ¢alismanin uygulamada yerli incir 1slah ¢aligmalarina katkisi; tohumdan
cogaltilan ve genclik kisirligi devresi ¢ok uzun siiren (yaklasik 5 yil) incirde,
cogiirlerde cinsiyetin erken donemde belirlenebilmesi icin MADF4 ve MADF6
SCAR primerleri %100 basar1 ile kullanilabilir. Bu ve benzeri cinsiyete bagh
molekiiler belirteglerin  1slah g¢alismalarinda  kullanilmasi  incirde 1slah
programlarinin  siiresini  kisaltabilecek, basarisini arttirabilecek ve maliyetini
diisiirebilecektir.

Cinsiyetle baglantili molekiiler belirtegler baz1 iki evcikli bitkilerde
tammlanmustir. Bunlarin bir kisminin cinsiyet kromozomlar1 yoktur. Cinsiyet
otozomlar iizerindeki cinsiyeti kontrol ettigi diisiiniilen bolgeler tarafindan
belirlenmektedir. Populus spp., Salix spp. veya Actinidia spp. dérneklerinde oldugu

gibi kromozomlarin birbirinden fark edilmesi ¢ok zordur.

Molekiiler yontemler, bitkilerde cinsiyetin biiylime ve gelismenin herhangi bir
asamasinda kolayca tanimlanmasi igin degerli birer ara¢ olarak kullanilabilir.
DNA analizleri ile en zor durumlarda bile DNA’daki bir bazlik degisim
belirlenerek bireyler birbirlerinden ayirt edilebilir. AFLP, RAPD, SRAP, SCAR,
ISSR ve SSR analizleri gibi sistemler cesit belirlemede kullanigh birer aragtir.
Ancak her bitkiye uygulanabilirlikleri kisithdir. Bazi ¢abalara ragmen diok
bitkilerin genglik kisirligi safhasinda cinsiyetlerinin belirlenmesi i¢in daha ¢ok

giivenilir ve hizli metodlara ihtiyag vardir.

Bu calismadan elde edilen sonuclar ileride yapilacak yerli ve yabanci incir
cesitlerindeki cinsiyet belirlenmesi ¢aligmalarinda yol gosterici olabilecektir.
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