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BAZI ERKEK INCIR CESITLERININ RAPD BELIRTECLERI iLE TANIMLANMASI'

H.Osman MESTAV', Zeynel DALKILIC'

OZET

Bu ¢alismanin materyalini Aydin ilinden segilen toplam 23 adet erkek incir (Ficus carica caprificus) ¢esidi ve
klonlar1 olugturmusgtur. PCR tabanli RAPD yontemi ile toplam 30 adet 10 baz dizilimli primer test edilmistir.
Biiyiikliikleri 250 - 3500 bp arasinda degisen toplam 195 adet bant elde edilmistir. Bu bantlardan 51 adedi
polimorfizm gosterirken, 144 adet bant monomorfizm géstermistir. ‘Seytan-1°, ‘Yanako-1’ ve ‘Yanako-2’
klonlar1 arasinda polimorfizm bulunmustur. Cesitlerin bant desenine gore ¢ikartilan dendrograminda (soy agaci)
bireyler iki grupta toplanmislardir. Calisilanlar arasinda en yiiksek benzerlik (%98.0) ‘Seytan-1°, ‘Yanako-1’ve
“Yanako-2’nin klonlar1 arasinda ¢ikmistir. En diigiik benzerlik ise (%62.2) ‘Yanako-2,,” ile 'Karaerkek' ¢esitleri
arasinda ¢ikmuistir.

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

Identification of Some Male Fig Cultivars with RAPD Markers

ABSTRACT

Twenty three male fig (Ficus carica caprificus) cultivars and clones selected at Aydin province were the plant
materials for this research. Total of 30 (10-mer) primers were tested with PCR-based RAPD technique. The total
number of bands obtained was 195 whose molecular weight changed between 250-3500 bp. While
polymorphism was seen 51 of these bands, 144 of which were monomorphic. The polymorphism was observed
among the clones of ‘Seytan-1°, ‘Yanako-1’, and ‘Yanako-2’. The dendrogram constructed according to the band
patterns of the cultivars and their clones. Among the studied genotypes, the highest similarity ratio (98.0%) was
between ‘Seytan-1°, and ‘Yanako-1’and ‘Yanako-2’ clones. The lowest similarity value was 62.2% of ‘ Yanako-

2,,”and ‘Karaerkek’ cultivars.
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GIRIS

Incir (Ficus carica L., 2n=26), Moraceae
familyasinda yer alan meyve tiiriidiir. Berg'e gore
Ficus cinsi igerisinde yaklasik 400 adet monoik ve 350
adet ginodioik tiir bulunmaktadir (Parrish et al. 2004).
Anavatani, Anadolu'yu da igine alan Akdeniz
havzasidir. Uretim istatistikleri incelendiginde
Tiirkiye, diinya toplam taze incir iiretiminin
(1,070,676 t) %26.2'sini (280,000 t) kargilamaktadir.
2004 istatistiklerine gore Tiirkiye diinya toplam taze
incir ihracatinin (37,121 t) %28.0'ini (10,376 t)
gergeklestirerek birinci siradadir. Diinya kuru incir
ihracatinda (75,694 t) soz sahibi ilkeler Tirkiye
(49,074 t)(%64.8), ABD (3,835 t), Ispanya (3,377 t),
Suriye (2,898 t) ve Yunanistan (2,831 t) iken, diinyada
en ¢ok kuru incir ithalati (79,143 t) yapan lilkeler ise
Almanya (9,706 t), Fransa (9,155 t), italya (5,795 t),
Hong Kong (4,699 t) ve ABD (4,420 t)'dir (FAOSTAT
20006). Tirkiye'nin toplam incir {iretiminin %60.7'sini
Aydin ili kurutmalik 'Sarilop' ¢esidi ile
karsilamaktadir (DIE 2001).

Literatiir tarandiginda karsimiza erkek incirler
(ilek, Ficus carica caprificus) hakkinda yapilmig ¢ok
az sayida kaynak ¢ikmaktadir. {lekler hakkindaki ilk
kaynaklardan birinde Condit (1955), Tiirkiye'nin ilek
gesitlerinden 'Ak-kaba', 'Bardakji', 'Elma', 'Hajji

Mestan', 'Kara Mor', 'Kongouz', 'Kongur' ve 'Kuyucak'
cesitlerinden bahsetmektedir. Olger (1968)'in
calismasinda 12 farkli ilegin agag, yaprak, meyve
ozellikleri ve dollenme biyolojileri hakkinda bilgi
verilmistir. Cigek tozu ¢gimlenmesinin %2.5 sakkaroz
iceren in vitro ortamda %5.7 ('Kiigiik Konkur') -
%53.2 ('‘Bardake1') arasinda degistigi bildirilmistir.
Oncel (1969), calistig1 ileklerden 12 adedini erkenci, 1
adedini orta erkenci ve 4 adedini gecci olarak
belirlemigtir. Eroglu (1982), 1979-1982 yillar
arasinda Ulkesel Incir Seleksiyon Islahi Projesi
kapsaminda 52 adet erkek incir ¢esidinin meyve ve
bitki o6zellikleri ile erkencilik-geggilik durumlarini
belirlemistir. Zeybekoglu vd. (1998), 'Cakin', 'Hac1
Mestan', 'Kibrisl', 'Kii¢iik Konkur', '"Mordemirtas' ve
'"Taghik' ilek c¢esitlerinin ¢igeklerinde ¢igek tozu
olusumunun boga (kis {irlinlii) meyvesinden sinek
cikisi ile ayni tarihe rastladigini ve ileklemeden
yaklagik 30 giin 6nce basladigini vurgulamistir. Cigek
tozu canliligr %49 (‘'Kibrislt') - %71 ('Hact Mestan')
arasinda bulunmustur. Cigek tozlar1 %5 sakkaroz
iceren ortamda en iyi ¢imlenmistir. Doku kiiltiirii
ortamlarma gdre ortalama cicek tozu ¢imlenme
oranlart ise %15.97 ('Mordemirtas')- %29.04 ('Hac1
Mestan') arasinda yer almistir.

Incir konusunda DNA diizeyinde yapilan
calismalar ¢ok azdir. Ozellikle dogrudan ileklere
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yonelik bir calismaya rastlanmamistir. Ancak disi
incirlerle birlikte birkag ilek ¢esidi kullanilarak
calistlmistir. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu =
Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al. 1885) ve
RAPD (Rastgele Cogaltilmig DNA Farkliigr =
Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et
al. 1990, Welsh and McClelland 1990) yontemlerinin
kesfinden sonra, disi incirlerle ilgili ilk RAPD
caligmasinda Khadari et al. (1995), Fransa'daki 21
adet incir tip ve ¢esidinin RAPD molekiiler belirteg
yontemi ile birbirinden farkliliklarini aragtirmislardir.
Calismada test edilen 85 adet 10 baz dizilimli
primerden sadece polimorfizm gosteren 27 adet
primer kullanilmistir. PCR'da primer baglanma
sicaklig1 (annealing) 35°C'ye ayarlanmugtir. Toplam 12
primer 48 adet bant olustururken bunlardan 19 adedi
polimorfik bant olarak belirlenmistir. Sonug olarak
secilen primerlerden elde edilen polimorfizm ile
kullanilan genotiplerin dendrogrami (soy agaci)
cikartilmigtr.

Elisiario et al. (1998), Portekiz'de 174 adet disi
aga¢ igeren koleksiyon bahgesinden segilen 55
genotip arasinda izoenzim ve RAPD belirteg
sistemleriyle karakterizasyon ¢aligmast yapmiglardir.
RAPD yonteminde 43 adet 10 baz dizilimli primeri
36°C baglanma sicakliginda test etmislerdir.
[zoenzimlerle, ayr1 bolgelerden gelen ve ayni isimle
anilan (homonim) iki klon arasindaki farklik tespit
edilmistir. Bununla birlikte sinonim olan klonlar
arasindaki iliski tespit edilememistir. Izoenzimler
tarafindan ayirt edilemeyen genotipler arasindaki
farklilik RAPD yontemi kullanilarak belirlenmeye
caligilmugtir.

Galderisi et al. (1999), Italya'da 6 adet disi incir
¢esidi ve bunlarin klonlarindan olusan toplam 13
bireyde, RAPD yo6ntemi ile 20 adet 10 baz dizilimli
primerden segilen 5 adet primerle klonlar arasindaki
farkliliklar1 tespit etmislerdir. PCR'da primer
baglanma sicakligi 40°C kullanilmugtir. Her bir
primerin olusturdugu bant sayis1 1-15 adet arasinda
degisirken polimorfik bant sayisi 0-14 adet arasinda
degismistir. Morfolojik ve fenolojik ozelliklerle
birbirinden ayrilamayan 'Dottato’ ve 'Bianco del
Cilento' gibi disi incir gesitleri arasinda 5 primer
yardimiyla genetik farklilik tespit edilebilmistir. Hatta
U4 (5-GAC AGA CAG G-3") primeri ile bazi
¢esitlerin klonlart arasinda polimorfizm
bulunabilmistir.

Cabrita et al. (2001), Erbeyli Incir Arastirma
Enstitiisii koleksiyon bahgesindeki 11 adet 'Sarilop'
klonu ve 'Sar1 Zeybek' ¢esidi arasindaki benzerlik ve
farkliliklarin belirlenmesinde izoenzim, RAPD ve
AFLP yontemlerinin uygunlugunu arastirmiglardir.
RAPD yoénteminde 31 adet 10 baz dizilimli primer
kullanilmistir. Toplam 197 adet RAPD bandi tespit
edilmistir. PCR'da primer baglanma sicakligi
(annealing) 36°C kullanilmistir. Primerlerin
olusturduklar1 bant sayist 2-11 adet olarak
belirlenmistir. 'Sarilop’ ve 'Sar1 Zeybek' c¢esidi
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arasinda 10 adet primer polimorfik bant vermistir.
'Sarilop' klonlar1 arasinda ise 1 primerde farklilik
bulunmustur ve soy agaci ¢ikartilmstir.

Papadopoulou et al. (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 yontemi kullanarak belirlemislerdir.
PCR programinda primer baglanma sicakhigi 38°C
kullanilmistir. Toplam 158 adet bant bulunmustur.
Bant boyutlar1 180-2900 bp ve segilen primerlerden
elde edilen polimorfizm %47.6 - %92.0 arasinda
degismistir. Sonu¢ olarak kullanilan incir
genotiplerinin soy agaci ¢ikartilmistir.

Aka-Kacar vd. (2003), Tirkiye'nin c¢esitli
bolgelerinden topladiklar: 30 adet disi incir ¢esidinin
yakinlik durumlarini 12 adet 10 baz dizilimli primerle
RAPD yontemini kullanarak belirlemislerdir. PCR
programinda primer baglanma sicakligi 35°C olarak
kullanilmistir. Toplam 58 adet bant elde edilmistir. Bu
bantlardan 37 adeti polimorfik bant olarak tespit
edilmistir. Primerlerin olusturduklari bant sayilar1 1-9
arasinda degisirken primer basina 4.8 bant olusmustur.
Cogaltilan bantlarin boyutlar1 200-1600 bp arasinda
degismistir. Analiz sonucunda kullanilan 30 g¢esit
icerisinden 'Mor 3' ve 'Mor 4' ¢esitleri disindaki tiim
cesitler arasindaki farklilik 12 adet primerle tespit
edilmistir. Cesitlerin olusturdugu benzerlik matrisine
gdre soy agaci ¢ikartilmistir.

De Masi et al. (2003), italya'da 20 adet 'Bianco
del Cilento' ve 19 adet 'Dottato' disi incir klonunun
RAPD yontemi ile tanimlamasini yapmislardir.
Klonlar 20 adet 10 baz dizilimli primerle test
edilmistir. PCR'da primer baglanma sicakhigi 40°C
kullanilmistir. RAPD verileri kullanilarak test edilen
bireylerin soyagact UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Means) metodu ile
¢ikarilmugtr.

Khadari et al. (2003a), Fransa'da incir
¢esitlerinin tanimlanmasinda RAPD, ISSR ve
mikrosatellit belirteglerinin etkinligini 30 adet disi
incir ¢esidinde karsilagtirmiglardir. RAPD analizinde
9 adet primer test edilmistir. Tim belirteg
yontemlerinde ayni1 primer baglanma sicakligi (50°C)
kullanilmistir. RAPD'de 9 primerle 20 adet bant
gozlenirken ISSR'de 4 primerle 32 bant gézlenmistir.
Heterozigotluk, ISSR belirtegleriyle %64,
mikrosatellit belirtegleri ile %41 ve RAPD belirtegleri
ile %37 olarak siralanmuistir.

Ayrica incirde Uzun vd. (2003) izoenzim;
Khadari et al. (2001), Khadari et al. (2003b), Khadari
et al. (2004) ve Salhi-Hannachi et al. (2004)
mikrosatellit (ISSR veya SSR); Khadari et al. (2005)
mtDNA (mitokondrial DNA) ve RFLP (restriction
fragment length polymorphism) ydntemlerini
caligmiglardir.

Kaynak incelemesi sonucunda, RAPD-PCR
yontemi ile sadece erkek incir populasyonu
kullanilarak ¢esit tanimlama caligmasi yapilmadigi
belirlenmistir. Burada sunulan g¢alisma, erkek incir



populasyonu kullanilarak yapilan ilk RAPD parmak
izi degerlendirmesi olmasi nedeni ile temel
olusturmasi anlaminda 6nem tagimaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, (1) Aydin ilinden segilen
bazi erkek incir g¢esitlerinin RAPD belirtecleri
kullanilarak DNA parmak izlerinin belirlenmesi, (2)
¢esitlerin klonlar1 arasinda RAPD belirtecleri ile
farkliliginin olup olmadiginin tespit edilmesi ve (3)
yiizde olarak hesaplanan polimorfizm oranlari
kullanilarak cesitler arasindaki yakinlik derecelerinin
yorumlanmasidir.

MATERYALVE YONTEM

Bitki Materyali

Calismada 12 ¢esit erkek incir ve bunlarin
klonlarindan olusan toplam 23 genotip igeren
populasyon kullanilmigtir. Arastirmada kullanilan
erkek incir ¢esitleri ve klonlari T.C. Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 Erbeyli Incir Arastirma Enstitiisii [lek Cesit
Bahgesi'nden elde edilmistir (Cizelge 1) (Eroglu
1982). Deneme 2004-2005 yillarinda T.C. Adnan
Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolimii ve T.C. Adnan Menderes
Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuvar'inda yiiriitiilmiistiir.

Genomik DNA Cikarilmasi (izolasyonu)

Ornekler dal ucundaki tam agilmis, en geng
yapraklardan alinmistir. Yapraklar soguk zincirle
taginip laboratuvara getirilerek buzdolabinda kisa

siireli olarak saklanmistir. Izolasyon CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) protokolunu
kullanan, Doyle and Doyle (1990), Rogers and
Bendich (1994) ve Okuno and Fukuoka (1998)
izolasyon yontemlerinden degistirilerek yapilmistir.
12 erkek incir ¢esidinin DNA izolasyonu asagidaki
agsamalar izlenerek yapilmistir:

1.5ml'lik Eppendorf tipi tiip icerisinde 20-60 mg
taze yaprak ornegi sivi azotla uglar1 yuvarlatilmig cam
¢ubuk yardimiyla ezilmistir,

- 65°C'de %]l1'lik CTAB [CTAB (Kat.No:
A0805,0100), 50mM Tris-HCI (Kat.No: A2264,0500-
A1437,1000), pH 8.2, 10mM EDTA (Kat.No:
A5097,0250), 0.7M NaCl (Kat.No: A2942,0500),
ddH,0], %1 PVP (Polyvinylpyrrolidone, Kat.No:
A2260,0250) ve %0.2 B-ME (Beta-Mercaptoethanol,
Kat.No: A1108,0025) igeren c¢ozeltiden 600 pl
eklenmistir (AppliChem, Darmstadt, Almanya),

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

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

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

Cizelge 1. Denemede kullanilan ilek ¢esitleri, klon numaralari ve orijinleri (Eroglu 1982).

< Ilek
. Agag Klon ... Meyve Meyve | Olgunlagma | Olgunlasma P_olen Aricigl
Cesit Sayist Orijin o . Cimle.
No Agirlig (g) Sekli Zamant Durumu o Sayis1
(adet) (%)
(adet)
Akerkek-1 2 58,59 | Odemis 17.85- Armudi 10_.19 Erkenci 80.76 | 263.83
24-50 haziran
= . 17.05- . 17-24 .
Akerkek-2 1 63 Odemis 2175 Armudi haziran Geggi 100.00 | 71.16
Cakin-1 2 2,3 Kuyucak 27.17 Yuvarlak 15_.23 Erkenci 95.52 | 163.33
haziran
33.00- 12-19 .
Cakin-2 1 47 Kuyucak 35.75 Yuvarlak haziran Orta erkenci | 83.60 | 474.83
Karaerkek* 2 56,57 | Odemis 25.00- Armudi 20-24 Erkenci 80.00 | 392.83
32.00 haziran
< 33.60- . 15-23 .
Karaerkek-2 2 88, 89 | Bozdogan 3700 Armudi haziran Geggi 91.86 | 246.30
Naipli- 11.00- 15-24 .

Kizilay-1 1 8 Ortaklar 72319 Yuvarlak haziran Gegei 81.08 56.00
Kizilay-2 2 [ s3sa| ATV 995 Dvavarak | 1210 ] Orta erkenci | 100,00 | 212.66
Soke haziran

34, 35, 20.02- . 8-19 .

Seytan-1 4 36,37 Kuyucak 24 85 Armudi haziran Erkenci 80.43 | 155.50

32.60- . 15-20 .
Seytan-2 1 4 Kuyucak 3795 Armudi haziran Gegei - 250.50
Glimiiskoy 16.75- . 12-23 .

Yanako-1 2 19, 20 Ortaklar 17.25 Armudi haziran Orta erkenci| 67.10 | 132.16
72,73, | Glimiigkoy 20.75- . 13-23 .

Yanako-2 3 74 Ortaklar 2147 Armudi haziran Orta erkenci| 100.00| 110.66

i Cesit ismi indissiz olarak rapor edilmistir.
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edilmistir,

- Vorteksle 10 saniye maksimum hizda karigtirilmistr,
-4°C'de 11,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir
(Eppendorf Centrifuge 5415 R, Hamburg, Almanya),

- Ust tabakadan (supernatant) 450 pl yeni 1.5 ml'lik
tiiplere aktarilmigtir. Alt stvi atilmustir,

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

- Vorteksle 10 saniye maksimum hizda karigtirilmistir,
-4°C'de 11,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir,
- Supernatant'tan 350 pl alinip yeni 1.5 ml'lik tiiplere
aktarilarak alt siv1 atilmistir,

- Esit hacimda (350 pl) 24:1 oraninda hazirlanmig
chloroform:iso-amyl alcohol ilave edilmistir,

- Vorteksle 10 saniye maksimum hizda karigtirilmistir,
-4°C'de 11,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir,
- Supernatant'tan 250 pl alinip yeni 1.5ml'lik tiiplere
aktarilmigtir. Alt stvi atilmagtir,

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

- Tlipler nazikge altiist edilmistir,

- DNA iplikgiklerinin tiip dibine ¢okmesi i¢in 10
dakika 4°C'de buzdolabinda bekletilmistir,

- Buzdolabindan ¢ikartilan 6rnekler 4°C'de, 11,000
rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir (tiiptin dip
kisminda beyaz-krem renkte bir miktar pelte olustugu
gdzlenmistir),

- Tiip igerisindeki s1iv1, pelteyi diisiirmeden dikkatlice
dokiilmiistiir (uzaklastirilmstir),

- %70'ik etanolden 500 pl ilave edilmistir. Daha sonra
pelteleri diisiirmeden tiip igerisindeki etanol
dokiilerek yikama gerceklestirilmistir,

- Tiiplerin tamamen kurumasi i¢in kapaklar1 agik
olarak oda sartlarinda bekletilmistir,

- %1'lik TE (1 M Tris-HCl, 0.5 M EDTA, ddH,0,
pH:8.0) soliisyonundan 100 pl ilave edilerek tiipler
nazikge vortekslenerek pelte ¢oziindiirilmistiir,

- 1 pl (10 mg/ml) Ribonuclease A (AppliChem,
Kat.No: A3832,0050, Darmstadt, Almanya) ilave
edilmistir. Yaklasik 10 dakika oda sartlarinda
bekletildikten sonra buzdolabinda 4°C'de muhafaza
edilmisgtir.

DNA miktarlar1 260 nm dalga boyunda
belirlenmistir (Shimadzu UV-1601 UV-Visible
Spectrophotometer, Tokyo, Japonya). izole edilen
DNA miktarlart 50-1140 ng/ul arasinda degismistir.
PCR'da kullanilmak iizere drneklerden elde edilen
DNA'lar 50 ng/pl miktarina esitlenmistir.

RAPD PCR Analizi

Her bir PCR reaksiyonu 0.2 ml ince cidarl
Eppendorf tipi tiiplerde (Greiner bio-one, Katalog no:
683 201, Hamburg, Almanya) 15 pl toplam soliisyon
icerisinde gergeklestirilmistir. Soliisyon, 10xPCR
tampon ¢ozeltisi (500mM KCl, 10mM Tris-HCI
pH:8.8), 25mM MgCl,, 1 finite Tag (Thermus
aquaticus) DNA Polimeraz enzimi (Kat. No: EP0402)
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(Fermentas, Vilnius, Litvanya), 10mM her bir ANTP
(dATP Kat. No:R0141, dCTP Kat. No:R0151, cGTP
Kat. No.R0161, dTTP Kat.No.R0171), 10 uM 10 baz
dizilimli primer (QITAGEN Operon GmbH, Cologne,
Almanya), 50 ng/ul erkek incir genomik DNA's1
karisiminin steril ddH,O (Millipore Simplicity 185,
Fransa)ile 15 pl'ye tamamlanmasi ile olusturulmustur.
PCR i¢in en uygun kombinasyonu verecek maddelerin
miktarinin  belirlenmesi amact ile 10xKCl PCR
tamponu 1.0-3.0 pl, 7ag DNA polimeraz enzimi 0.5-
2.0 tinite, 25 mM MgCl, 1.0-4.0 pl, 10 mM dNTP'den
0.2-2.0 pl, 10 uM 10 baz dizilimli primer 0.8-1.5 pl,
genomik DNA 2.0-50.0ul arasinda denenmistir. Test
edilen toplam 47 adet primerden (OPAO1-A20, BO1-
B20, C01-C07) g6z ile net sekilde ayirt edilebilen bant
verenler, 23 adet erkek incir ¢esit ve klonlarindan
olusan populasyonda kullanilmigtir. PCR'da sicaklik
ve dongili programi i¢in 6n denemeler yapilmistir.
Baglanma sicakligini daha onceki ¢aligmalarda incir
genomunda kullanilan sicaklik degerlerini
kapsayacak sekilde 35+5°C'de gradient PCR (her bir
ornek icin sicaklik belirtilen sinir degerleri arasinda
degiserek yapilan PCR) yapilmistir. PCR programu:
94°C'de 30 saniye ilk ayrim (denaturation), 94°C'de
25 saniye ayrim, 35°C'de 45 saniye primer baglanmasi
(annealing), 72°C'de 1 dakika uzama (extension)
asamalartyla 35 dongii ve son uzama 72°C'de 5 dakika
olarak ayarlanmistir (Eppondorf Mastercycler
Gradient, AG 22331, Hamburg, Almanya). ilk PCR
testinde klonlarda ortaya ¢ikan polimorfizmden emin
olmak i¢in ikinci ve tgiinci PCR testleri de
yapilmigtir.

Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerine 2ul 6xyiikleme tamponu
(10mM Tris-HCI pH 7.6, %0.03 bromofenol mavisi,
9%0.03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60mM EDTA,
Fermentas, Kat.No: RO0611, Vilnius, Litvanya)
eklenerek ornekler boyanmustir. %1.7'lik 0.5xTBE
(45mM Tris base, 45mM Borik asit, ImM EDTA,
pH:8.3) ile hazirlanan agaroz jele (Agarose low EEO,
AppliChem Kat.No: A 2114,0100, Darmstadt,
Almanya) boyanmis Orneklerden S'er pl ve yine
boyanmis 100 bp'lik DNA ladder (Fermentas
GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus, 10 mM Tris-
HCl, pH:7.6, 1 mM EDTA)'dan 1 pl yiiklenerek
0.5xTBE bulunan jel tanki igerisinde (BIO-RAD
Wide Mini Sub-Cell GT System, italya) 96 voltta 40
dakika DNA yiiritilmistir. Daha sonra 200 ml
0.5XTBE igerisine 2 pl (0.625 mg/ml) etidyum bromid
(AppliChem, Kat.No: A1151,0001) eklenerek 10
dakika calkalanmistir (IKA KS 130 basic, GMBH &
Co. K@, Staufen, Almanya). Net goriintii alabilmek
icin 200 ml ddH,O igerisinde 5 dakika yikanarak
ultraviyole 151k (High Performance Ultraviolet
Transillluminator, TFM-30, Upland, CA, ABD)
altinda renkli kamera ile (Edas 290, Eastman Kodak
Company, Rochester, NY, ABD) goriintiilenmistir.



Verilerin Analizi

Fotograflarda net olarak ayirt edilebilen bantlar
degerlendirmeye alinmistir. Cesitler arasindaki
genetik iligski, 30 adet 10 baz dizilimli primer
yardimiyla RAPD bantlarinin durumuna (varliginda
“1” ve yoklugunda “0”) gore belirlenmis ve benzerlik
matrisi olugturulmustur. Veriler SPSS (for Windows
release 11.0.0, Standart Version, Chicago, Illinois,
ABD) programinda degerlendirilmistir. Benzerlik
matrisleri “Sokal ve Sneath 1” yoOntemine gore
2(at+d)/(2(a+d)+b+c) formiiliinden hesaplanmistir. Bu
formiilde, a: Her iki genotipteki homolog bant
sayisini, b: birinci genotipte var olan bant sayisini, c:
ikinci genotipte var olan bant sayisimi, d: her iki
genotipte bulunmayan bant sayisini olusturmaktadir.
Asamali kilmeleme (hierarchical cluster) yontemiyle
dendrogram (soy agaci) ¢cikartilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Baz1 Erkek Incir Cesitlerinin DNA Parmak
izlerinin RAPD Belirtecleri ile Belirlenmesi

En uygun PCR soliisyonunu olusturan
bilesenlerin miktar1 (optimizasyon) Cizelge 2'de
verilmistir. Uzun siiren 6n denemeler sonucu
kullanilacak olan maddelerin miktarlar1 belirlenmistir.
Bubilesenler 15 pl'lik PCR solusyonu igerisinde 1.5ul
10xKCI tamponu, 1.5pl 25mM MgCl,, 1.0ul 10mM
dNTP, 1.0u1 10puM primer, 1.0pul 7ag DNA polimeraz,
1.0ul 50ng/ul genomik DNA ve 8.0ul ddH,O olacak
sekilde karigtirilmugtur.

Caligmadaki 12 erkek incir ¢esidi ve bunlarin
klonlarindan olusan toplam 23 genotip ile kullanilan
primerler ve baz dizilimleri Cizelge 3'te verilmistir.
Denemede net olarak secilen parlak bantlar
degerlendirmeye almmistir. Uzunluklar1 250 bp
(OPB15) ve 3500 bp (OPA10) arasinda degisen
toplam 195 adet bant (belirteg) elde edilmistir. Bu
bantlardan 51 adeti (%26.1) polimorfizm
(heteromorfizm) gosterirken, 144 adet (%73.9) bant
monomorfizm (homomorfizm) gostermistir. Genotip
bagina diisen bant sayisi 8.48'dir. Ortalama polimorfik
bant sayis1 genotip basina 2.22 olarak bulunurken,
monomorfik bant sayisi ortalama 6.26 olarak tespit

Cizelge 2. PCR soliisyonunda kullanilan bilesenlerin miktari.

edilmistir. Primerler 1-5 arasinda polimorfik bant
olusturmustur. Denemede kullanilan 30 adet 10 baz
dizilimli primer igerisinde 24 adedinde polimorfizm
gosteren bant bulunurken 6 adedinde (OPAO4,
OPB08, OPB11, OPB12, OPC04 ve OPCO05)
polimorfizm gosteren bant gézlenmemistir (Cizelge
3).

Caligmada ceside ozel belirtegler (parmak izi)
bulunmustur. Ornegin OPCO1 primerinde OPCO1,,,,
diizeyindeki bant 'Cakin-1' ¢esidine ozeldir. Yani
'Cakin-1' ¢esidini diger ¢esitlerden ayirt eden bir
belirtegtir.

Kullanilan OPA04, A09 ve A20 primerleri ile
toplam sirasiyla 7, 5 ve 5 adet bant bulunurken,
Cabrita et al. (2001) 'Sarilop' klonlar1 ve 'Sar1 Zeybek'
cesidinde ayni primerler ile sirasiyla 4, § ve 5 adet bant
bulunmustur. Bu iki ¢alisma arasindaki bant
sayilarinin farkliligi kullanilan primer baglanma
sicaklig1 ve jel fotograflarindaki bant desenlerindeki
parlakliligin degisik yorumlanmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Aka-Kacar vd. (2003),
Tiirkiye'nin yerli disi incir ¢esit ve seleksiyonlarint 12
RAPD primeri ile birbirinden ayirt edebilmislerdir.
Khadari et al. (2003a), 20 RAPD primeri kullanarak
28 farkli belirte¢ ile Fransa'daki 30 incir cesidi
arasindaki farklilig1 tespit etmislerdir.

Bazi Erkek Incir Cesitlerinin Klonlar:
Arasindaki Farkhligin RAPD Belirtecleri ile
Belirlenmesi

Bu ¢aligmada ¢esitler 30 adet RAPD primeri ile
birbirlerinden net bir sekilde ayirt edilebilmistir.
'Seytan-1', 'Yanako-1' ve 'Yanako-2' klonlari
haricindeki tiim klonlar birbirinin ayni bulunmustur. B
klonlar arasindaki farklilik ¢elik ile vegetatif cogaltma
sirasindaki veya fidan dikim asamasindaki
karigikliktan ya da klonal agilmadan dolayi olmus
olabilir. Benzer sekilde Khadari et al. (1995), RAPD
belirtegleri ile yaptiklart g¢aligmada disi incir
cesitlerinin birbirinden yeterli derecede ayrilabildigini
tespit etmiglerdir. Ayn1 zamanda RAPD yontemi ile
'Col de Dame' ¢esidinin kullanilan 4 klonunun genetik
olarak, beklendigi gibi, birbirinin ayni oldugu
bulunmustur. Ancak kullanilan 'Col de Dame'
genotiplerinden bir tanesinin (5. klon) diger 4 klona
%57 oraninda benzer olmasi fikrinden yola ¢ikarak bu

Bilesen Denenen miktar Uygun miktar

10xKCl tamponu 1.0, 1.5,2.0,2.5,3.0 (u) 1.5 pl
25 mM MgCl, 1.0,1.5,2.0,2.5,3.0, 3.5, 4.0 (uD) 1.5 ul
10 mM dNTP 0.2,04,0.6,0.8,1.0,1.2,1.5,2.0 (ul) 1.0 pl
10 uM 10 bazl primer 0.8, 1.0, 1.2, 1.5 (ul) 1.0 pl
Taq DNA polimeraz 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 (iinite) 1.0 pl
Genomik DNA 2,4,6,8, 10, 20, 30, 40, 50 (ng/ pl) 1.0 pl
ddH,0 8.0 8.0 ul
Toplam 15.0 ul
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klonun yanlis isimlendirildigi (homonim) kanisina
varilmistir.

'Seytan-1' ¢esidinin 'Seytan-1,,', 'Seytan-1,;' ve
'Seytan-1,,' klonlar1 OPCO07 primeri ile 800 bp
diizeyinde bant olusturmazken 'Seytan-1,,' klonu bu
diizeyde bant olusturmustur. ikinci ve iigiincii PCR
testlerinde de ayni bant deseni olusmustur. Bunun
aksine OPCO07,, dizeyinde 'Seytan-1,' bant
olusturmazken 'Seytan-1,,, 'Seytan-1,;' ve 'Seytan-1,,
bant olusturmustur. Buradan da anlagilacagi iizere
OPCO07 primeri 'Seytan-1,/' bireyinin diger 'Seytan-1'
klonlarindan farkli oldugunu gdstermektedir (Sekil
la).

'Yanako-1' g¢esidinin 'Yanako-1,,' klonu
OPAL1l,,, diizeyinde bant olusturmazken 'Yanako-1,,
klonu bant olugturmustur. OPA11 primeri '"Yanako-1,,
ve 'Yanako-1,,' bireylerinin birbirinin klonu
olmadigimi gostermektedir (Sekil 1b).

'Yanako-2.,' ve 'Yanako-2,,' klonlarinda
OPALll,, diizeyinde bant olusmazken 'Yanako-2,,'
klonu bant olusturmustur. 'Yanako-2,,' klonu
OPAL1l,,,, diizeyinde bant olugmazken 'Yanako-2,,' ve

1100 hp
900 hp.

)

Sekil 1. a) OPCO7 primeri ile, M: 100bp DNA marker, 1 ve 6:
'Seytan-1,,, 2 ve 7: 'Seytan-1,;, 3 ve 8: 'Seytan-1,/, 4 ve 9:
'Seytan-1,, 5 ve 10: 'Seytan-2,', b) OPA11 primeri ile ve c)
OPBO07 primeri ile, M:100bp DNA marker, 1:'Yanako-1,,,
2:'Yanako-1,,, 3:'"Yanako-2,,", 4: 'Yanako-2,,', 5: 'Yanako-2,,,
klonlariin PCR iirlinlerinin jeldeki fotograflari.

Cizelge 3. Arastirmada kullanilan primerler, degerlendirmeye alinan bant sayilari, polimorfik bant sayilar: ile yaklasik bant

biiyiikliikleri.

Baz Dizilimi Degerlendirmeye | Polimorfik bant | Polimorfizm orani Yaklagik bant

Primer 53 alinan bant sayis1 sayisi (%) bliyiiklikleri

(adet) (adet) (bp=baz cifti)
OPA04 AAT CGG GCT G 7 0 0.0 500-2200
OPAO05 AGG GGT CTT G 8 3 37.5 450-2400
OPAOQ7 GAAACGGGTG 6 1 16.7 650-2000
OPA09 GGG TAACGCC 5 3 60.0 450-1500
OPA10 GTGATC GCAG 8 1 12.5 350-3500
OPA11 CAATCGCCGT 8 4 50.0 250-2100
OPA13 CAGCACCCAC 7 1 14.3 750-2500
OPA14 TCT GTG CTG G 6 1 16.7 600-3000
OPAI1S TTC CGAACC C 6 1 16.7 600-2500
OPA17 GACCGCTTGT 9 5 55.6 500-2800
OPA18 AGGTGACCGT 4 2 50.0 650-2500
OPA20 GTT GCG ATC C 5 2 40.0 650-1900
OPB01 GTT TCG CTC C 8 3 37.5 450-2700
OPB04 GGACTG GAGT 8 3 37.5 450-2000
OPBO05 TGC GCCCITC 7 3 42.9 500-2000
OPB06 TGCTCT GCC C 8 2 25.0 350-3000
OPB07 GGT GACGCAG 10 2 20.0 500-2800
OPB08 GTC CACACG G 6 0 0.0 700-2800
OPB09 TGG GGG ACT C 8 2 25.0 600-2800
OPB10 CTG CTGGGAC 8 1 12.5 500-2500
OPBI1 GTAGACCCGT 4 0 0.0 500-2200
OPBI12 CCTTGA CGCA 4 0 0.0 330-1200
OPBI5 GGAGGGTGTT 9 3 333 250-1700
OPB16 TTT GCCCGG A 4 1 25.0 300-1200
OPB20 GGACCCTTAC 3 1 333 500-2000
OPCO1 TTC GAG CCAG 8 2 25.0 350-2000
OPC04 CCG CATCTAC 6 0 0.0 350-2200
OPCO05 GAT GAC CGC C 3 0 0.0 400-1700
OPCO06 GAA CGGACTC 5 1 20.0 350-1700
OPCO07 GTC CCGACGA 7 3 42.9 500-1600
Toplam TOPLAM 195 51 Ort.=26.1 250-3000
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"Yanako-2.,' klonlar1 bant olugturmustur. OPBO07.,,
diizeyinde "Yanako-1,, ve "Yanako-2,,' klonlar1 bant
olusturmus digerleri bant olugturmamistir (Sekil 1c).
Bant deseninde OPCO01,,,, belirteci sadece 'Yanako-2.,'
genotipinde bant olusturmamistir. 'Yanako-2.,,'
genotipi bu ¢aligmada kullanilan bireylerin hicbirisine
benzememektedir. Aynt durum OPA11 primerinin 750
bp diizeyindeki belirtecinde 'Yanako-2,,' i¢in
gecerlidir (Sekil 1).

Cabritaetal. (2001), 21 adet primerden sadece 1
adet primerden elde edilen 2 adet RAPD belirteci ile
'Sartlop' klonlarint 2 gruba ayirt edebilmislerdir.
Ancak AFLP belitegleri kullanildiginda tiim 'Sarilop'
klonlar1 birbirinden belirgin gekilde ayirt
edilebilmistir. Galderisi et al. (1999) ve De Masi et al.
(2003) RAPD belirtegleri ile italyan incir gesitlerinin
klonlar1 arasinda polimorfizm bulabilmislerdir.

Bazi Erkek Incirleri Arasindaki Genetik
Yakinhigin RAPD Belirtegleri fle Belirlenmesi

Cesitler arasindaki genetik yakinlik, 30 adet 10
baz dizilimli RAPD primeri yardimiyla benzerlik
matrisi olusturulmus (Cizelge 4) ve dendrogrami
cikartilmistir (Sekil 2). Benzerlik matrisine gore
"Yanako-1,, ile 'Yanako-1,,' klonlar1 birbirine genetik
olarak %98.0 oraninda en yakin olarak bulunmustur.
'Seytan-1,, . ;' ile 'Seytan-1,/ ve 'Yanako-2,,' ile
'Yanako-2,,' klonlar1 birbirine %98.0 oraninda
benzerlik gdstermistir. Birbirine en uzak gesitler
%62.2 oraninda 'Karaerkek' ile 'Yanako-2,,'dir.
Dendrogramda gesitler 2 ana gruba ayrilmislardir.
'Yanako-1' ve 'Yanako-2' ¢esitleri birinci grubu
olustururken diger ¢esitler ikinci grubu olusturmustur.
Ikinci grup da kendi icinde 2 alt gruba ayrilmistir.
'Karaerkek' bu alt gruplardan birini olusturmus, diger
cesitler oteki grupta yer almustir.

Dendrogramda benzerlik katsayisi yiiksek olan
'‘Seytan-1' ile 'Seytan-2' ¢esitlerinin orijinlerinin
Kuyucak, 'Yanako-1' ile 'Yanako-2' g¢esitlerinin
orijinlerinin Giimiigkdy-Ortaklar'dir. Ayn1 ydreden
gelen bu g¢esitlerin birbirine yiliksek derecede
benzerlik gostermeleri, bu ¢esitlerin ayni disi veya
erkek orijinal agacin tohumlarindan olusan kardes
¢ogiirler olmalar1 ihtimalini disiindiirmektedir. Ayni
ebeveyne sahip iki bireyin genetik olarak birbirine
yakin olmasi beklenen bir sonuctur. Buna benzer
olarak Papadopoulou et al. (2002), kullandiklar erkek
incir bireylerinin, olusturulan dendrogramda disi
bireylerden farkli bir grupta birlikte yer almasim
beklenmeyen bir sonu¢ olarak yorumlamislardir.
Ciinkii ayn1 yoreden toplansa dahi tohumdan gelisen
erkek incirler dogal melez olduklart igin farkli
genotipik yap1 gostermeleri beklenmektedir. Bu
konudaki bir diger yaklasim, zaman igerisinde orijinal
agactan, dogal mutasyonlar sonucu olusan klonal
varyasyon gostererek yeni tiplerinin ortaya c¢ikma
olasiligidir. Buna karsilik Kuyucak ydresinden
'Cakin-1'ile 'Cakin-2' (%86.7) gesitlerinin ve Odemis

yoresinden 'Akerkek-1' ile 'Akerkek-2' (%87.9)
cesitlerinin hem isimlerinin benzemesi hem de ayni
yoreden gelmesine ragmen bu cesitler arasinda ayni
yorum yapilamamaktadir.

1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70

Seytan-1(35)
Seytan-1(37)
Seytan-1(34)
Seytan-1(36)
Seytan-2
Akerkek-2
Kizilay-1 |
Kizilay-2
Cakin-2 | ‘
Karaerkek-2

Akerkek-1 ‘
Cakin-1
Karaerkek

Yanako-1(19) T
Yanako-1(20)

Yanako-2(73)
Yanako-2(74) :l—

Yanako-2(72)

Sekil 2. Bazi erkek incir gesitleri ve klonlar1 arasindaki
genetik iligki soy agaci (SPSS)

Incirdeki RAPD calismalarinin baslangicindan
giliniimiiz kadar yabanci (Khadari et al. 1995) ve yerli
(Aka-Kagar vd. 2003) gesitlerden olusan
populasyonlar incelenmis ve dendrogramlar
olusturulmustur. Elisiario et al. (1998), Portekiz disi
incir gesitlerinin benzerlik derecelerini yaprak
isoenzim analizi sonucunda yapilan dendrogram ile
ortaya koymuslardir. 'Sarilop' ile 'Sar1 Zeybek'
¢esitleri, RAPD ve AFLP belirtegleri kullanilarak
dendrogramlari ¢ikartilmis, sonugta bu gesitler farkli
gruplarda yer almiglardir (Cabrita etal. 2001).

SONUC VE ONERILER

Calismanin basinda hedeflenen ii¢ amaca
ulagtlmistir. Birincisi bazi erkek incir cesitlerinin
RAPD belirtegleri ile DNA parmak izleri belirlenerek
ceside Ozgli belirtecler bulunmustur. OPALS ve
OPA17 'Yanako-1' ve 'Yanako-2' igin, OPAIS
'Akerkek-1 ve 'Akerkek-2' i¢in, OPA20 'Kizilay-1' ve
'Kizilay-2' i¢in, OPB04 'Karaerkek' i¢in, OPB05
'Kizilay-1' i¢in, OPB15 'Yanako-1' ve Yanako-2' i¢in,
OPB20 'Cakin-1'i¢in ve OPC07 'Karaerkek' i¢in ayirt
edici belirtegler veren primerler olmustur.

Ikincisi RAPD belirtegleri ile klonlar arasindaki
farki tespit edebilmek oldukca zor olmasina ragmen
bazi primerlerle (OPA11, OPCO01, OPCO07) 'Seytan-1',
'Yanako-1' ile 'Yanako-2' klonlar1 arasinda fark
bularak bunu bagarmak miimkiin olmustur.

Ugiinciisii yiizde olarak hesaplanan polimorfizm
oranlartyla genotipler arasindaki genetik yakinlik
dereceleri yorumlanmistir. Caligma sonunda cesitler
arasindaki genetik DNA diizeyindeki benzerlik
derecesine gore ¢ikartilan dendrogramin avantajlari;
cesitlerin yakimligini tespit edebilmek, yapilabilecek
melezleme 1slaht g¢alismalarinda segilecek olan
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ebeveynlerin birbirine olan yakiligin1 belirlemek,
gen kaynagi korunmasi konularinda gelecekteki
caligmalara 151k tutmak ve arastiricilara teorik olarak
genetik bilgi veri tabani olugturmaktir.

Incir ticari olarak vejetatif yolla cogaltildig1 igin
gen kaynagi simirli kalmaktadir. Diger taraftan da
dollenme biyolojisinin ginodioik olmasi yabanci
tozlanmay1 zorunlu hale getirmektedir (Kabasakal
1990). Boylece tohumdan elde edilen her bitkinin bir
digerinden farkli olmasi sonucu genis bir gen
yelpazesi olugmaktadir. Genellikle erkek incirler
tohumla kendiliginden olustugu igin ¢ok farkli tip ve
¢esitler meydana gelmistir. Bu bireyler arasindan
cicek tozu sayist ve g¢imlenme giicii yiksek,
ciceklenme zamani disi gesitler ile uyusan, biyotik ve
abiyotik stres etmenlerine dayaniklt yeni tipler
seleksiyon sonucunda ortaya ¢ikartilabilir.

RAPD yonteminin, dominant belirtegler ortaya
¢ikarmakla birlikte diger bazi baska yontemlere gore
kismen daha ucuz olmasi, ¢cabuk sonu¢ vermesi ve
radyoaktif madde kullanilmamasi gibi olumlu
yonlerinin bulundugu bir kez daha gdzlenmistir.
Stiphelenilen durumun aksine sonuglarin tekrar
edilebilirligi degisik zamanlarda yapilan PCR
testlerinde ortaya konmustur.

RAPD yodnteminin polimorfizm orani diger PCR
tabanli yontemlere gore daha diisiiktiir. Heterozigot
dominantt homozigot dominanttan ayirt edemedigi
icin AFLP, CAPS, ISSR ve SSR gibi diger belirteg
sistemlerinin bu tiir caligmalara dahil edilmesi ve incir
gen haritalama projesinin baslatilmasi gerekmektedir.
Yapilacak ¢alismalarla morfolojik, fenolojik ve
pomolojik 6zellikleri kontrol eden belirtegler
belirlenerek istenen 6zelliklere sahip yeni gesitlerin
elde edilmesi i¢in gen aktarimina taban olusturulabilir.

Bu ¢aligmanin pratige yanstyacak olan yonii; bu
gibi belirtegler kullanilarak fidan iiretimi, fidan satigt
ve bahge tesisi konularinda ismine dogru fidan
kullanilmas: konusundaki hata payir en aza
indirilebilecektir. Cesit ismi konusunda siipheye
disiilen bireylerin RAPD yontemiyle c¢eside 06zel
primerlerle ¢esit tanimlamasi yapilabilir. Ayrica
biiyiik plantasyonlar kurulmadan once fidanlarin,
belirlenmis primerlerle test edilmesi ile cesitlerin
gercekten o ¢esit oldugu kanitlanabilecek, iireticiyi yil
kayb1 ve maddi kayiplardan kurtarabilecektir. Bu da
tilke ekonomisine bilyiik katki saglayacaktir.
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Diizeltme / Erratum

BAZI ERKEK INCIR CESITLERININ RAPD BELIRTECLERI ILE TANIMLANMASI, ADU Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 2007, 4(1-2):49-58.
H.Osman Mestav, Zeynel Dalkilig

Yukarida ad1 gegen makalede sayfa 53'te yer alan Cizelge 2'de kullanilan uygun miktar 7ag DNA polimeraz i¢in 1.0
plyerine 0.2 pl (1 {inite), Genomik DNA i¢in 1.0 pl (50 ng/ul), ddH,O bileseni i¢in denenen miktar 8.0 yerine 8.8 pul
olarak diizeltilmesi yazarlar tarafindan bildirilmis ve uygun bulunmustur. Bu diizeltmeden dolay1
okuyucularimizdan &ziir dileriz.

Haziran/2009
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