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Bu calismada, SSR markirlar1 kullanilarak Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi Tuzcu Turunggil Koleksiyonunda bulunan Citrus tiir ve akrabalarina ait 88
adet genotip arasindaki molekiiler farkliliklar incelenmistir.

Kullanilan toplam 15 adet mikrosatellit primerlerinden ACO1 ve CT19
primerleri ile istenilen amplifikasyon gerceklesmemistir. Amplifiye olan 13 adet
primerden toplam 95 adet polimorfik bant elde edilmistir. Kullanilan primerlerden 84
no’lu primer 14 allel/lokus ile polimorfizm orant en yiiksek primer olarak
belirlenmistir. SSR analizleri sonucunda elde edilen veriler ile Citrus tiir ve
akrabalar1 arasindaki genetik benzerlikler ve buna dayali olarak dendogram
olusturulmustur.

Tez c¢alismast kapsaminda kullanilan mandarin, portakal, turung, altintop
tirleri ayni alt grublarda toplanmuslar, Eremocitrus, Poncirus, Microcitrus,

Fortunella cinslerine ait genotiplerin Citrus cinsi ile genetik iligkileri tartisilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Citrus, Poncirus, Fortunella, Microcitrus, Mikrosatellit
(SSR=Simple Sequence Repeat).




ABSTRACT
MSc THESIS

SOME SPECIES of AURANTIOIDEAE SUBFAMILY GENUS by USING SSR
MARKER MOLECULAR CHARACTERIZATION

Aslihan AGAR
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF CUKUROVA

Supervisor : Doc. Dr. Yildiz AKA-KACAR
Year : 2007, Pages: 104
Jury : Dog. Dr. Yildiz AKA-KACAR
Doc. Dr. Yesim YALCIN MENDI
Prof. Dr. Turgut YESILOGLU

In this research, fifteen Simple Sequence Repeat (SSR) markers were used
molecular polymorphism among 88 Citrus accessions from The Tuzcu Citrus Variety
Collection located at The University of Cukurova. Genetic diversity statistics were
calculated for each individual SSR marker , the entire population, and for individual
Citrus groups. The proportion of shared allels was utilized as a statistical measure for
determining genetic distance between all pairwise comparision. Phylogenetic
reletionships among the Citrus accessions were determined by constructing a

neighbor-joining tree by utilizing the genetic data.

Key Words: Citrus, Poncirus, Fortunella, Microcitrus, Microsatellite (SSR=Simple
Sequence Repeat).
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1.GIRIS

1960’1 yillardan sonra DNA’nin yap1 ve isleyisinin ortaya c¢ikarilmasiyla
hizla gelismeye baglayan molekiiler biyoloji ve molekiiler markir teknolojileri ile
bitkilerin genetik yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler karakterizasyon, filogenetik
caligmalar, gen haritalamalar1 ve markir destekli seleksiyon teknikleriyle, diger
alanlarda oldugu gibi tarimda da yeni bir donem baslatmistir. Ayrica canlilarin
genetik yapisinda, geleneksel 1slah metodlariyla ve dogal lireme-cogalma siirecleriyle
elde edilemeyen degisiklikler yapilmasi da miimkiin hale gelmistir.

Molekiiler biyoloji tekniklerinin sahip oldugu avantajlar, bircok DNA
markirmin ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynamistir. Morfolojik markirlar, genotipik
tanimlama amaciyla kullanilabilmektedir. Morfolojik markirlar, kolay elde
edilebilmeleri ve bazi durumlarda kullanimlarimin mutlak gerekli olmasina ragmen,
cevresel faktorlerden etkilenebilmektedir. Fenotipik 06zelliklerin genetik kontrol
mekanizmasinin tam bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve bitkilerde aranilan bazi
fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikisinin uzun zaman almasi, bitki 1slah¢ilarini daha hizli
ve dogru karar vermekte yardimci olan, DNA markir sistemlerine yonelten diger
smirlayicr etkenlerdir.

Turunggillerin ilk defa M.O 500’lii yillarda kiiltiire alindig1 samilmaktadir
(Anonim, 1975). Bugiine kadar gecen binlerce yillik siire igerisinde turunggil
tirlerinde seleksiyon, dogal hibritleme ve spontan mutasyonlar araciligi ile yeni
turuncgil tiir ve ¢esitler ortaya ¢ikmistir. Bu durum turunggillerde genis bir tat, asitlik,
renk, sekil, ve irilik ¢esitliligi saglamistir (Goksel, 1999).

Turunggillerin yayilimi ise toplumsal, ticari ve kiiltiirel gelismelerle olmustur.
M.O. 400-500 yillarinda Ortadogu’ya geldigi, sonra Fenikeliler ve Yunanlilar
vasitastyla Akdeniz’e ulastig bildirilmistir. Daha sonra cografi kesiflerle Amerika’ya
(Florida) gegmistir. Portekizliler vasitasiyla Brezilya; Ingilizler vasitasiyla
Avustralya’ya gotiirilmistiir. Bildigimiz anlamda turunggil yetistiriciligine 19. yy’da
baslanmustir. Anadolu’ya M.O. 3. yy’da geldigi sanilmaktadir. Turunggillere ait ilk

yazili eser 17. yy’a aittir. Ulkemize mandarin Rusya iizerinden gelerek Karadeniz’e
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gecmistir. Bu ¢esit Satsuma mandarinidir (Rize mandarini). Portakal ve limon

Italya’dan; Altintop ise Amerika’dan iilkemize giris yapmistir (Tuzcu, 2002).

Turunggillerin anavatani Arap yarimadasinin dogusundan, Filipinlerin
dogusuna kadar ve Himalayalar ile Hindistan’dan Avustralya’ya kadar olan bolgeyi
icine alan genis bir ¢ografya olmasina ragmen, asil anavatan1 Gilineydogu Asya’dir
(Davies ve Albrigo , 1994).

Turuncgillerin birinci derecede anavatani Cin kiyilari, Giineydogu Cin ile
Cin’in giiney kiyilar1 ve Sari irmak vadisi icleridir. Ikinci derecede anavatami ise
ozellikle Himalayalarin giiney etekleri, Endonezya, Avustralya’nin kuzeyi, Yeni Gine,
Timor Adas, Filipinler, Japonya ve Tayvan’ dir (Tuzcu, 2002).

Turunggil yetistiriciligi diinyada 40° kuzey enlemleri ile 40° giiney enlemi
arasinda yapilmaktadir. Bu anlamda {i¢ ana bolge vardir (Sekil 1.1.) ;

Tropik Bolge: 23° kuzey enlemi ile 23° giiney enlemi arasinda kalan alanlart
kapsamaktadir.

Semitropik Bolge: 23°— 30° kuzey enlemi ile 23°—30° giiney enlemi arasinda
kalan kisimlar1 kapsamaktadir.

Subtropik Bolgeler: 30° — 40° kuzey enlemi ile 30° — 40° giiney enlemi

arasinda kalan alanlar1 icermektedir.
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avatani olan bolgeler

-----

O 2. Anavatani olan boélgeler

Sekil 1.1. Turunggil Yetistiriciligi Yapilan Bolgeler

Ancak turunggil iiretiminin ¢ok biiyiik bir boliimii subtropik kusak igerisinde
kalan bolgelerde yapilmaktadir. Bu bolgeler taze tiikketime yonelik iiriin yetistiriciligi
icin yogunlagsmustir. Kalite diisiik oldugu icin semitropik ve tropik bolgelerde agirlikli
olarak sanayiye yoOnelik lretim yapilmaktadir. Semitropik ve tropik bolgelerde
yetistirilen meyvelerde i¢ ve dig renklenme yeterli olmaz, aroma zenginligi-koku
azdir, seker miktar1 yiiksek degildir. Bu durumda lezzetsiz ve aromasiz meyveler
olusur (Tuzcu, 2002).

Turunggil yetistiriciliginde; hastalik, zararli, yabanci otlar, iklim ve toprak
kosullar1 ve pazarlama gibi pek c¢ok sorunla karsilagilmaktadir. Turunggil genetik
kaynaklar1, hizli gelisen endiistri i¢in bu tiir sorunlarin ¢oziimiinde ¢ok dnemli bir yer
almaktadir.

Diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan meyve tiirlerinin basinda gelen

turuggillerde biyolojik ¢esitliligin bilinmesi, izlenmesi ve korunmasi gerekmektedir.
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Ozellikle molekiiler tekniklerin gelistirilmesi, turunggil akraba tiirlerinin dogal yayilis
alanlarinin ve genetiksel iliskinin belirlenmesi caligmalarinda biiyiik kolayliklar
saglamigtir.

Turunggil cesitleri arasindaki farkliligi tespit etmek icin DNA markirlari
yaygin olarak kullanilmaktadir. Degisik 1slah yontemleri ve dogal olarak bugiine
kadar elde edilmis tiir, cesit ve tiplerin ebeveynleri ile ilgili bilgiler elde
edilmektedir.

1.1. Turuncgillerin Diinya ve Tiirkiye Uretimi

Turunggiller diinyada ticari hacmi en fazla olan meyve tiiriidiir. En ¢ok
tiretilen, en ¢ok alinip-satilan meyve tiirleridir.

Tirkiye’de oldukca eski bir gecmise sahip olan turunggil yetistiriciligi,
Cumbhuriyetten sonra hizla gelismeye baslamis ve 1930 yilindan itibaren ise liretimde
onemli artiglar olmustur. Ulkemizde turunggil yetistiriciligi, ekolojik kosullar
acisindan son derece uygundur. Turuncggil alanlari Ege Bolgesinde marjinal tiretim
sinirina ulasilmis olmakla beraber, Akdeniz Bolgesinde turuncggil yetistirilebilecek
alanlar turizme agilmistir. Bunun sonucunda da ireticiler tarla bitkileri yetistiriciligi
yaptiklari alanlarda turunggil yetistirmeye baslamislardir (DPT, 2001).

Diinya  turunggil  iiretiminin %  22’si  Akdeniz = Havzasinda
gergeklestirilmektedir. Tiirkiye’nin toplam diinya turuncgil iiretimindeki payr %
2.3’diir. Diinyadaki en fazla turunggil iretici iilke 20,142,600.00 milyon ton ile
Brezilya olup bunu Cin takip etmektedir (Cizelge 1.1.). Tirkiye bu siralamada
2,587,650.00 milyon ton ile 12. sirada yer almaktadir (Anonim, 2005).
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Cizelge 1.1. Diinyadaki Onemli Turunggil Ureticisi Ulkeler ve Uretim Degerleri

(Anonim, 2005)
LiMON SADOK ve
_ PORTAKAL | MANDARIN LAVse(M ALTINTOP TOPLAM
DUNYA 60,188,121.20 | 23,593,194.00 | 12,749,167.00 | 4,000,388.00 | 107,145,186.20
1. Birezilya | 17,804,600.00 [ 1,270,000.00 | 1,000,000.00 | 68,000.00 | 20,142,600.00
2. Cin 2,412,000.00 | 11,395,000.00 | 634,500.00 | 443,000.00 | 14,884,500.00
3. ABD 8,393,276.00 | 303,907.00 789,251.00 | 923,514.00 | 10,436,251.00
4. Meksika | 4,112,711.00 | 402,537.00 [ 1,806,784.00 [ 350,199.00 | 6,735,231.00
5. Ispanya | 2,294,600.00 | 2,125,500.00 | 896,500.00 | 30,000.00 | 5,360,100.00
6. Hindistan | 3,100,000.00 B 1,420,000.00 | 142,000.00 | 4,750,000.00
7. Iran 1,900,000.00 | 720,000.00 | 1,100,000.00 | 37,000.00 | 3.825,000.00
8. Misir 1,789,000.00 | 665,000.00 338,000.00 3,100.00 | 2,797,600.00
12. TURKIYE | 1,250,000.00 | 585,000.00 600,000.00 | 150,000.00 | 2,587,650.00

Tiirkiye’de turunggil tiretiminin %99’dan fazlasinin saglandig1 Ege ve Akdeniz
kiyilar1 li¢ ana bolgeye ayrilmaktadir. Bu bolgelerde bazi turunggil tiirleri daha yogun
olarak yetistirilebilmektedir. Cukurova Bolgesinde Tiirkiye toplam turuncgil
tretiminin %76’s1 yapilmaktadir. Altintop ve limon’un %95°1, portakal %65°’1 ve
mandarin’in %61°1 bu boélgede iiretilir. Mersin, limon iiretiminde ilk sirada iken
Adana ve Hatay’da portakal en fazla iiretilen lriindiir. Ayrica Adana, altintop ve
mandarin iretiminde de ilk sirada yer almaktadir. Bati Akdeniz Boélgeleri, ikinci
bliylik turuncggil tiretim yoresidir. Tiirkiye’nin toplam turunggil iiretiminin %15’1 bu
bolgede yapilmaktadir. Bati Akdeniz Bolgesinde en fazla iiretilen turuncgil cesidi
portakaldir ve portakal liretiminin %30’ nu bu ydre saglamaktadir. Turunggil iiretimi
yapilan tigiincii bolge ise Ege bolgesidir ve diger iki bolgeden daha kiicilik bir alani

kapsar. Toplam turunggil liretiminin yaklasik %9’u buradan karsilanmaktadir. Ege
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bolgesinde en fazla iiretilen turunggil ¢cesidi mandarindir. Toplam mandarin {iretiminin
%32’si bu yoreden karsilanmaktadir (DIE, 2001).

Turunggil iiretimi yapilan Ege ve Akdeniz kiyilarmin iklim 6zellikleri hasat
zamanimin uzamasina yol agmaktadir. ilk hasat Mersin’de Eyliil ayinda enterdonat
limon ile baslayip, batiya Izmir’e kadar kiyr boyunca devam etmektedir (Tuzcu,

2002).

1.2. Aurantioideae Altfamilyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Aurantioideae alt familyasi bitkiler alemi ve 6zellikle meyve tiirleri igerisinde
Oonemli bir yeri olan portakal (Citrus sinensis), mandarin (Citrus reticulata), limon
(Citrus limon), altintop (Citrus paradisi) gibi ekonomik yonden biiyiik 6neme sahip
tiirlerle, bunlarin akraba cins ve tiirlerini i¢ine alan genis bir taksonomik gruptur.
Ancak, genetiksel oOzellikleri nedeniyle botanik bakimdan karmasik bir yapiya
sahiptir (Seker, 1999).

Aurantioideae altfamilyas1 Rutaceae (Sedefotugiller) familyas: iginde yer

alan yedi alt familyadan biridir.
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Cizelge 1.2. Aurantioideae Altfamilyasinin Sistematikteki Yeri

BOLUM Embryophyta
ALTBOLUM Angiospermae
SINIF Dicotyledoneae
ALTSINIF Archichlamydae
TAKIM Geraniales
ALTTAKIM Geraniineae
FAMILYA Rutaceae(Sedefotugiller)

Rutoideae
Dictyolomatoideae
Flindersioideae
Spathelioideae
Toddalioideae
Aurantioideae

Rhabdodendroideae

Bu alt familya Amerikali turunggil taksonomisti W.T. Swingle tarafindan 33
cins ve 203 tiir igeren Clauseneae ve Citreae olarak iki soya ayrilmig ve bunlarin
icerisinde yer alan altsoylar ile bunlar icerinde yer alan cinsler Cizelge 1.3.’de
verilmistir. Altfamilyanin ana 6zellikleri meyvelerinin derimsi veya siki bir kabuk ile
kapli olmasi, hesperidium adi verilen iiziimsii meyveler yapisina sahip olmasi ve
ozellikle Citrineae altsoyundaki tiirlerde usare tulumcuklarinin bulunmasidir.
Tohumlar1 endospermsiz ve bazen de iki yada daha fazla apomiktik olarak olugsmus
nuseller embriyo icermektedirler. Yapraklarinda ve kabukta yag kesecikleri
bulunmaktadir. Agaclan kiigiik ya da biiyiik hacimlidirler. Altfamilya igerisindeki
cins ve tiirlerden Poncirus, Aegle ve Feronia cinsleri ile Clausena cinsinden 3 ve
Murraya cinsinden 1 tiir disinda digerleri herdemyesil 6zellige sahiptir. Birgok cins
eterik yag kesecikleri ile bezenmis, yesil, sar1 ya da turuncu renkli meyve kabuguna

sahiptir. Citrus cinsi ve diger c¢ok az sayidaki cinsin meyveleri usare
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tulumcuklarindan olusmustur. Balsamocitrinae altsoyu igerisindeki tiirlere ait
meyveler portakal biiylikliiglinde meyveler olustururlar ancak, meyve kabuklar1 sert
ve odunsu yapidadir. Yapilan son taksonomik calismalar tiir sayisinin 220’nin
tizerinde oldugunu bildirmektedir. Altfamilya i¢inde yar alan cinsler iizerinde yapilan
taksonomik caligmalar genelde karsilagtirmali morfolojik yap1 dikkate alinarak
gerceklestirilmistir. Morfolojik yapiya dayali sonuclar daha sonra melezleme ve
asilamalar yapilarak uyusma durumlart ile desteklenmektedir (Davies ve Albrigo,

1994).
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Cizelge 1.3. Aurantioideae Altfamilyasi I¢inde Yer Alan Soy, Altsoy ve Cinsler

(Swingle, 1967; Davies ve Albrigo, 1994).

SOY
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CINS
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Severinia
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1.3. Citrus Cinsi ve Akrabalarmin Genel Ozellikleri

1.3.1. Uzak ve Yakin Turuncgil Akrabalar:

Aurantioideae altfamilyasinin i¢inde bulunan turunggil akraba cins ve
tiirlerine son 10 yil icerisinde artan bir ilgi vardir. Biyolojik yontemlerin 6zellikle
bitki 1slahina getirdigi yenilikler, akraba tiirlerinin {stiin  6zelliklerinin
degerlendirmeye calisilmasini saglamistir. Akraba cins ve tiirlerin {istlin 6zellikleri
ozellikle hastalik ve =zararlilara dayaniklilik ile iklim ve toprak kosullarina
adaptasyon yeteneklerinin gelistirilmesi konusunda 6nem tagimaktadir.

Turunggil akrabalarinin ¢ogu cok kiigiik meyveler olusturmaktadirlar. Akraba
cinslerin bir¢ogu Citrus cinsi ile as1 uyusmazligi gostermektedir. Aurantioideae
altfamilyas: i¢cinde yer alan 33 cinsten 28’1 Pakistan’in batisi, orta-kuzey Cin,
Hindistan’nin dogusu ve Avustralya orjinlidir. Diger 5 cins ise tropikal Afrika
orjinlidir. Sadece Clausena cinsi hem Giineydogu Asya hemde Afrika orjinlidir.
Turunggil akraba cinslerinin bazilar1 da siis bitkisi olarak éneme sahiptirler (Seker,
1999).

Bazi akraba cinslerin genel 6zellikleri kisaca verilmistir (Swingle, 1967):

a) Micromelum:

- Sert ve kuru kabuklu meyvelere sahiptir.

- 9-10 tiir icermekle birlikte tiirlerinin ayirt edilmesi son derece zordur.

- Pargali yapraklara sahiptir ve genelde Clausena ve Murayya cinslerinin
yapraklarina ¢ok benzer. Ancak ¢igekleri, yumurtalik ve tohumlar1 birbirlerinden ¢ok
farkhidir.

b) Glycosmis:

- Englerin (1931), calismalarinda 21 tiir belirtilmesine karsin, Tanaka bu cins
icerisinde 35 tiir oldugunu bildirmistir.

- Agaclar kii¢iik ya da ¢ali formunda olup dikensizdirler.

-Tiirlerin birlesik yapraklarinda bulunan yaprakc¢ik sayist 2, 3 ya da 5
olabilmektedir.

- Meyveleri kiiciik, etli ancak tohumlart iridir.

10



1.GiRIiS Ashihan AGAR

¢) Clausena:

-23 tiir bulunmaktadir.

-Clausena excavata ve Clausena anisata yaygin olarak bulunan tiirleridir.

- Orta biiyiikliikte agaglar olusturur.

- Yapraklan bilesiktir ve genellikle 3-7 bazen ise 19-32 yaprake¢iktan olusur.

- Cigekleri salkim seklinde ve kiictiktiir.

- Meyveleri kiigiik, 2-5 karpelli ve bazen 1 adet olgun tohum igerir.

- Clausena lansium Cin’de ticari olarak yetistirilmekte ve tiiketilmektedir.
Bununla birlikte yine ayn tiir Citrus cinsi ile asilanabilmektedir.

d) Murayya :

- 11 tiir igermektedir.

- Citrus cinsi ile bir¢ok farklilik tasimasina karsin, Murayya paniculata
tizerine Citrus cinsinin asilanabildigi, Cifrus cinsi ile yapilan melezlemelerde ise
bodur 6zelliklere sahip melezler elde edildigi bildirilmistir.

e) Merillia:

- Tipik 6zelligi 55 — 60 mm’ye ulasan iri ¢igeklere sahip olmasidir.

1.3.2 Gerg¢ek Turuncgiller

Bu grup igerisinde alt1 cins yer almaktadir. Bunlar Fortunella, Eremocitrus,
Poncirus, Clymenia, Microcitrus ve Citrus cinsleridir. Bu alt1 cinsin yapraklari
poncirus disinda basit yaprak ozelligine sahiptir. Citrus, Fortunella ve Poncirus

cinsleri ticari yetistiricilik bakimindan biiylik 6nem 6nem tagimaktadirlar.

1.3.3. Citrus Cinsi Disinda Kalan Diger Cinsler

Clymenia tizerindeki arastirmalar ¢ok kisithidir ancak diger cinsler iizerinde
yapilan arastirmalar bu cinsler arasinda yapilan asi ve melezlemelerin basari ile

sonuglandigini gdstermistir, ancak bu genelleme dogru degildir. Microcitrus ve

Poncirus melez tohumlarinin ¢imlenme giicline sahip olmadiklarimi; Fortunella X

11
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Poncirus melez tohumlarinin ¢imlendigini ancak yasama giiciiniin ¢ok zayif
oldugunu belirtilmektedir (Moore, 2001).

Bu alt1 cinsin anavatani kuzeydogu Hindistan, Orta-Kuzey Cin, Orta-Dogu
Avustralya, Yeni Kaledonya, Java adalar1 ve Filipinlerdir. Bazi cinsler dogal olarak
Giliney Japonya’da da bulunmaktadir. Citrus cinsinin dogal yayilim alaninin Orta-
Dogu Avustralya bolgesi disinda kalan diger yerler oldugu sanilmaktadir.
Microcitrus ve Eremocitrus’un dogal yayilim alani ise Orta-Dogu Avustralya’dir.
Poncirus cinsi Kuzey Cinde, Fortunella ise Citrus cinsi ile birlikte Giiney Cinde
dogal olarak bulunmustur. Cylemenia cinsi Citrus cinsinin bazi tiirleri ile birlikte
Bismark takim adalar1 boyunca yayilmistir. Clymenia cinsinin en ilkel turuncgil
oldugu diisiiniilmektedir ve bazi 6nemli taksonomik 6zellikler bakimindan Citrus
cinsi ile 6nemli farkliliklar sergilemektedir (Seker, 1999).

Fortunella cinsi Citrus tiirleri disinda ekonomik olarak 6éneme sahip olan tek
cinstir. Cekici dis gorliniisii meyvelerinin yenilebilir olmas1 nedeniyle Fortunella
margarita ve Fortunella japonica tiirleri basta Cin ve Japonya olmak tizere bir¢ok
subtropik bolgede simirlt da olsa yetistirilmektedir. Meyveleri genellikle kiiciik
olmakla birlikte kabugu ile yenilebilmektedir. Fortunella polyandra diger tiirler gibi
onemli bir tiir degildir. Fortunella hindsii ¢ok kiiciik meyvelere sahiptir ve dogal
olarak tetraploittir. Fortunella melezleri de yine belli Olgiilerde Oneme sahip
olmuglardir, bunlar igerisinde kalamondin (Citrus madurensis) ve Citrus mitis
mandarin X kamkat melezleri olarak diisiiniilmektedirler. Kalamondin’in meyvesi
Filipinler’de yogun olarak tiiketilmektedir (Moore, 2001).

Eromocitrus cinsi meyve Ozellikleri bakimindan Fortunella cinsi ile
benzerlikler tasimaktadir. Bu cins igerisinde tek tiir bulunmakta (Eromocitrus
galuca) ve bu tir kserofit yani kurak kosullara onemli Olgiilerde dayamiklilik
gostermektedir. Bu oOzellikleri nedeni ile yapraklari kiiciik ve rengi gri-yesildir.
Avustralya’da yapilan ¢aligmalarla bu cinsin soguk ve kurak kosullar ile tuz ve borun
fazla bulundugu ortamlarda dayaniklilik gdsterdigi saptanmistir (Swingle, 1967).

Microcitrus cinsi semi-kserofit bitki ozellikleri gostermekle birlikte stres
kosullarina yiiksek toleranslidir. Bu cins igerisinde 6 tiir bulunmaktadir. Cifrus cinsi

ile yapilan agilamalarda as1 noktasinin zayif kaldig: bildirilmistir. Phytophtora fungal

12
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hastalik etmenlerine ve oyucu nematod (Rodophulus simili) ile degisik stres
kosullarma yiiksek derecede dayanim gosterir. Ote yandan bu cins igerisinde yer alan
tiirlerin genglik kisirligi dénemleri son derece kisa olup, yeni turuncggil ¢esitlerinin
1slah1 caligmalari i¢in degerlidir.

Poncirus cinsi soguklara dayaniklililik bakimindan en 6nemli cinstir. Kig
aylarinda — 26°C ‘ye dayanim gosterdigi belirlenmistir. Yapraklar1 3 parcalidir ve
subtropik kosullarda kisin yapraklarini dokmektedir. Citrus cinsi i¢in ana¢ olarak
kullanilan en eski tiirdiir ve giiniimiizde de Japonya’daki en 6nemli turunggil anaci
durumundadir. Bununla birlikte ana¢ 6zelliklerinin iistiin olmasi nedeniyle yogun
olarak Citrus tiirleri ile melezlemeleri yapilmis ve {istiin anaglar elde edilmistir. Anag
ozellikleri arasinda Tristeza viriisiine, Phytophthora etmenlerine, nematodlara ve
soguklara dayaniklilik 6zellikleri en 6nemlileridir. Ayrica biiyiime giicti duisiik Citrus
bitkilerinin elde edilmesi amaciyla Flying Dragon {ii¢ yapraklisi da oOnemli
bulunmustur (Tuzcu, 2002).

Fortunella, Eremocitrus, Poncirus ve Microcitrus cinsleri onemli 6zellikleri

nedeniyle 1slah¢ilar bakimindan degerlendirilmeye ¢alisilmaktadir.

1.3.4. Citrus Cinsi

Citrus cinsi; yaprak, c¢icek ve meyve Ozellikleri yoniiyle kolaylikla
birbirlerinden ayirt edilebilen FEucitrus ve Papeda adli ¢ok belirgin 2 alt cinse
ayrilmaktadir. Eucitrus altcinsi yetistiricilik bakimindan 6nem tasiyan portakal,
mandarin, limon, laym, altintop, turung gibi tiim Onemli tiirleri igermekte olup
bunlarin hepsinin usare kesecikleri asidik, eksi ya da tatli meyve suyu ile doludur.
Buna karsin, Papeda altcinsinin tiirlerinde higbirisi yenilebilir meyvelere sahip
degildir ve usare tulumcuklar eterik yag damlaciklari icerdiginden tatlar1 ¢ok eksi ve

acimsidir (Tuzcu, 2002).

13
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2.ONCEKIi CALISMALAR

2.1. DNA Parmakizi Nedir?

Tim yiiksek yapili organizmalarin genomlarindaki bir veya daha fazla

ozelligin karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmas: ile olur. Farkh

biiyiikliikteki ve farkli sayidaki DNA bantlarinin ortaya koyulmasi ile her birey i¢in

DNA parmakizi elde edilmis olur.

DNA

profilinin ¢ikarilmast ve spesifik DNA parmakizlerinin elde

edilmesinde izlenen yollar agagidaki gibidir (Sekil 2.1).

¢

¢

¢

Bitkisel materyalin saglanmasi,

Bitkisel materyallerden DNA izolasyonu,

Kullanilacak yonteme gore, genetik materyalin ¢ogaltilmasi ve ortaya
koyulmasi (PCR),

Bireyler arasindaki polimorfizimin farklt molekiiler markir teknikleri
ile belirlenmesi (RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR),

DNA profillerinin spesifik bir programda analiz edilmesi.

14
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DNA izolasyonu Termal Cycler’da DNA

Bitkisel materyalin saglanmasi N
amplifikasyonu

WELLS FILLED
e WITHSAKPLE

=l 0§ I 0

) =

Elektroforez Elde edilen bantlar Verilerin bilgisayarda analizi L.
Cluster analizleri

Sekil 2.1. DNA Parmakizi Analiz Asamalari

2.1.1 Bitkisel Materyalin Saglanmasi ve DNA izolasyonu

Bitki dokularindan saf DNA izolasyonu oldukc¢a zordur. Turunggil bitki
dokular1 polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlarca zengindir ve bu maddeler
DNA izolasyonunu giclestirirler. DNA yeterince saf degilse PCR sonucunda
amplifikasyon gerceklesmez (Luro, 1992).

Bu sorunun istesinden gelmek icin alternatif ekstraksiyon buffer
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon bufferi’nin pH’s1 ve spesifik koruyucu maddeler veya
deterjanlar belirli tiirler icin optimize edilmelidir. Ozellikle DNA’y1 parcalayan
enzimler i¢in optimum olan pH diizeyinden kaginilmalidir. Ornegin DNazlar pH 7.0
civarinda bulunurlar (Dunham ve Bryant, 1983). Bu durumda bitki ekstraksiyon

buffer1 pH 8.0 hatta pH 9.0 civarinda olmalidir.

15
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Fenolik bilesiklerden tamamen temizlenmemis DNA’da kahverengilesme
meydana gelmektedir. Bunu Onlemek i¢in 5-10 mM B-mercaptoethanol (BME)
kullanilmaktadir (Deng ve ark., 1995).

Orjinal dokunun toplanmasi ve ekstraksiyondan 6nce korunmasi DNA’nin
kalite ve kantitesini ¢ok etkiler (Pyle ve Adams, 1989). Genel olarak en 1yi doku
taze olan dokudur. Taze olarak toplanan dokular soguk ve nemli bir ortamda
saklanmalidir. Bitkisel materyalin en iyi sekilde saklanmasi dondurularak ya da
kurutularak olur (Liston ve ark., 1990).

Bitkilerden DNA izolasyonunda basarida DNA‘nin miktari, kalitesi ve
kullanigliligit 6nemlidir. Bitki dokularindan DNA izole etmek i¢in ¢ok farkl
izolasyon yoOntemleri gelistirilmistir. Her yontemde kullanilan kimyasallar
birbirinden farklidir (Luro, 1992).

Turunggillerde  saf DNA  izolasyonu i¢in  farkli  yOntemler
kullanilabilmektedir. Ozellikle Doyle ve Doyle (1987), Dellaporta ve ark (1983),
Murray ve Thompson (1980)’in yontemlerinde yapilan kii¢iik modifikasyonlarla
DNA izolasyonu kolaylikla yapilabilmektedir

DNA hiicrede serbest bir molekiil halinde degildir. Baz1 proteinler (histonlar,
histon olmayan proteinler, HMG proteinleri) ve RNA ile bir kompleks halinde
bulunur. DNA izolasyonu degisik organizma grublarinda farklilik gosterse’de
temelde hepsinde ayn1 agamalarda meydana gelir (Goksel, 1999).

Basarili bir DNA izolasyonu i¢in asagidaki kosullarin gerceklesmesi
gerekmektedir (Aka-Kacar, 2001)

¢ Hiicresel organellerin agiga ¢ikmasi i¢in hiicre duvari kirilmalidir. Bu
genellikle dokunun sivi azot, kuru buz yada sicak ekstraksiyon buffer
icerisinde Ogiitiilmesi ile olur.

¢ Hiicre membran1 parcalanmalidir, bdylece DNA ekstraksiyon buffer
icinde serbest kalir. Bu genelde SDS gibi deterjanlarin kullanilmasiyla
olur.

¢ DNA niikleaz’lardan korunmalidir. EDTA (Etilendiamin tetra asetik
asit) gibi deterjanlar bu nedenle kullanilirlar. EDTA (Etilendiamin

tetra asetik asit) pek cok niikleaz i¢in kofaktor olarak gerekli olan
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Mg iyonlarma baglanarak selat olusturur. Ayrica buffer/doku
karisimina kloroform ve/veya fenol karisimi eklenerek DNA’dan
proteinlerin ayrilmasi saglanir.

DNA’nin kirilmasi en aza indirgenmelidir. Solusyon igerisindeki
DNA c¢alkalanarak bile kirilabilir.

Dondurulmus dokunun ogiitiilmesi ile ektraksiyon buffer1 ile
muamelesi arasindaki siire DNA‘nin niikleotik degregasyonunu

engellemek amaciyla en aza indirilmelidir.

2.1.2. PCR (Polmerase Chain Reaction=Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR fiizerine ilk makale 1985 yilinda Saiki ve ark., tarafindan yazilmis ve

yaymlanmistir (Block, 1989). PCR’ da genetik materyalin ¢ogaltilmas1 ve ortaya

koyulmas1 esastir. PCR’1n calisma prensibi oldukca basittir. Ozet olarak izole edilen

hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa oligoniikleotid

primerler ve 1stya dayanikli Taq polimeraz enzimi yardimi ile in vitro kosullarda

sayisal (amplifikasyonu) olarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Arda, 1995).

vV V VYV V

YV VvV

PCR Kiiciik hacimler halinde hazirlanir;

Hedef DNA sekanslari,

Iki tiir spesifik oligoniikleotoid primerleri,

Termostabil DNA polimeraz (Taq polimeraz veya digerleri),
Dort tiir ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bulunur.
Reaksiyon,

Hedef DNA’nin denatiirasyonu (95 °C)

Primer DNA’larinin baglanmasi ( 37-50 °C)

Polimerizasyon (70-72 °C) islemerini igermektedir .

Tip icinde bulunan karigim once 95 °C’ye 1sitilarak ¢ift iplikli DNA’nin

denatiirasyonu saglanir ve tek iplik¢ik haline getirilir. Bu islem sonucunda tiip 37-50

°C sicakliga distriilerek primerlerin tek iplik¢iklerin 3 uglarindaki niikleotidlere
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baglanmasi saglanir. Polimerizasyon igin 70 °C’de primerler tek iplik¢ikli DNA’y1
kalip olarak kullanarak sentezini yapar ve ¢ift iplik¢ikli DNA’lar meydana gelir.

Boylece birinci dongiiniin sonunda DNA iki katina ulasir. Bu 3 asamali
birinci dongii bittikten sonra 30-55 dongii devam ettirilirse milyonlarca DNA elde
edilebilir. Déngii sonucunda teorik olarak 2" miktarda ¢ift zincirli DNA molekiilii
elde edilir (Sekil 2.2.).

Kalip DNA

95°C Denatiirasyon

1 40°C -65°C
I — Annealing=Primerlerin Baglanmasi
primer
DNA polimeraz
70°C
\/
1 — Extension=Polimerizasyon
Yeni DNA

Sekil 2.2. PCR Reaksiyonu ve Asamalari
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2.1.3 Markir Tipleri

2.1.3.1. Morfolojik Markirlar

Morfolojik Ozellikler tek genle kontrol edilebilir ve genetik markir olarak
kullanilabilir. Gorsel olarak degerlendirilebilen kalitatif 6zelliklerdir. Bu markirlar
bitki dogasinda vardir ve mutasyon sonucu ortaya ¢ikmislardir (Aka-Kacar, 2001).

Morfolojik markirlarin kullanim potansiyelleri uzun bir suredir bilinmesine
ragmen sinirli sayida olmalari nedeniyle pratikte uygulanabilirligi kisith kalmistir

(Paterson, 1996).

2.1.3.2. Biyokimyasal Markirlar

Biyokimyasal markirlar genlerin iirettikleri proteinlerdir. izoenzimler farkli
olarak yiiklenmis proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca
ayrilabilirler. Enzimler spesifik biyokimyasal reaksiyonlar: katalizlerler. Belirli
enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel ilizerinde goriilmesi saglanir ve
enzimatik reaksiyonlarin iriinleri renkli olarak iiretilir. Renkli {riinler jel lizerinde
gortliir bantlar olusturur. Bu bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markir
olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore ¢ok daha
yaygin kullanilmakla birlikte izoenzim lokuslarinin azlig1 ve bazi enzim sistemlerinin

cevre kosullarindan etkileniyor olmasi kullanimlarini sinirlar (Aka-Kacar, 2001).

2.1.3.3. DNA Markirlari

Molekiiler markirlar DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir
genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizinlerinden gelistirilebilirler
(Yildirim ve ark., 2001).

Her biri dkaryotik DNA’daki 6zelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal
olarak izlenebilen molekiiler markirlar giinlimiizde bitki molekiiler biyolojisi
alaninda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler markirlarin bitki molekiiler

biyolojisinde kullanildig: alanlara 6rnek olarak bitki genom haritalanmasi, markirlar
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yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen klonlama, tohum saflig1 testleri ve
saflik tayini verilebilir (Brown ve ark., 1996; Ayres ve ark., 1997; Roder ve ark.,
1995).

DNA markirlari kullanilarak genetik gesitlilik arastirilabilir. Ornegin birbirine
cok yakin olan kiiltiir ¢esitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tirlerin taksonomik
tanimlanmas1 yapilabilir ve filogenetik akrabaliklari bulunabilir (Lowe ve ark.,
1996).

Genetik markirlarla ilgili 6nemli kriterler

Polimorfizm (Farkhilik Gosterme): Kullanilan bir markirin farkli genotipleri
ayirt edebilme yetenegidir. Markirlarin farklilik gdsterme oranlar1 markir tipine ve
bitki tiiriine gore biiyiik 6l¢iide degismektedir (Yildirim ve ark., 2001). Polimorfizm
oraninin yiiksek olmasi tercih edilen bir durumdur.

Giivenilirlik: Ayni genetik materyal {lizerinde yapilan bir markir analizinin her
zaman ve her kosulda ayni sonuglar1 vermesidir. Giivenilirlilik markir tipine gore
degismektedir (Yildirim ve ark., 2001).

Esbaskinlik (ko-dominanthk): Markirlarin esbaskin olmasi, yani her iki
allelininde ay1rt edilebilmesidir. Bu tercih edilen bir durumdur.

Ik DNA markir sisteminin uygulanmas1 RFLP (Restriction Fragment Lenght
polymorphizm markirlar1) analizleri ile olmus (Botstein ver ark., 1980), Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin ortaya koyulmasi ile RAPD (Randomly
Amplified Polymorfic DNA ), SSR (Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) markir sistemleri ortaya koyulmustur.

DNA markirlar ;

¢ DNA melezleme markirlar1 (RFLP),
e Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanimina dayali DNA c¢ogaltim markirlar

(RAPD, SSR, AFLP, ISSR) olmak iizere iki grup altinda incelenir.
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Molekiiler Markirlarin Uygulama Alanlar:

» Genotipik tanimlama,

= (esit tescili,

» Islah hatlarinin tanimlanmasi ve tohum saflik testleri,
= Hibrit gesit saflik testleri,

= Cinsiyet belirleme, Genetik cesitliligin belirlenmesi,

* Gen kaynaklarimin genetik kokeninin belirlenmesi,

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphizm)

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphizm markerlar1) (Bostein ve
ark., 1980), dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini
tantyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA
parcalarinin elektroforez’de ayrildiktan sonra naylon veya nitroselilloz membrana
transfer edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi esasina dayanir (Sekil 2.3.).

RFLP markirlar ile tiirler arasindaki ve i¢indeki farklilik kolayca belirlenir.
Giivenilir, esbaskin (co-dominant) 6zellikte olup polimorfizm orani orta diizeydedir
(Yildirim ve ark., 2001). En 6nemli dezavantaj1 ise analizlerinin pahali olmasi, fazla
zaman, isgicli gerektirmesi ile fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya
gereksinim duyulmasidir (Walton, 1993).
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DNA+Restriksiyon Engimi A Bogot Hav

membran

|
-
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Alkeali Solisyenu

0 DNA izolasyonu sonucu L garose jel fizerinde bulunan

Her bir DNA parcastnin

elde f:di;.’,en saf EIL-’\-'A '}.m: elektrofores yardumiyla bantlarin nitroseliiloz
restriksivon enzimleriyle v rilact membran tizerine transfert
kesilerek DNA - yapulr Transfer edilen DN.A
parcalartnin elde edilmesi bantlar: kurutulur ve alkali
cozelti ile muamele edilerek
denatiire edilir. Bu agamadan

sonra membran isiilarak tek
iplikeiklerin membran iizerine
Jikse edilmesi saglanir

Filureye Trasnfer
Oy DNA

Film

e _ :
_ ¥ - 1 NG N
Prab DNA'nn VI \ NN
Hibridizasyonu l\]ll — e R,

OBu asamada nitroseliilo; membran radyoaktif € Nitroseliiloz membran iizerinde prob'la
isaretlenmis prob iceren soliisyon icerisine
konularak ve komplementeri olan tek iplikcikli
DNA 'lara baglammast

isaretlenmis DNA parcalarinin gériintiilenmesi.

Sekil 2.3. RFLP Analiz Asamalari (Anonim, 2007)

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

PCR (Polymerase Chain Reaction)’in kesfi ile DNA polimirfizm arastiran
yeni markir sistemleri ortaya koyulmustur. Williams ve ark., (1990) tarafindan
gelistirilen RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa
oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bdlgelerinin
cogaltilmasidir (Sekil 2.4.).

Amplifikasyon iriinleri bir agaroz jel {izerinde elektroforeze tabi
tutulduktan sonra glimiis nitrat yada ethidium bromid boyamasi ile bandlar goériiniir

hale gelir, baz1 pargalarin bazi genotiplerde tiretilip bazilarinda tiretilmedigi gézlenir.
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RAPD markirlari, RFLP’nin tersine diisiik kalitede ve miktarda DNA’ya
gereksinim duyulmasi, zaman ve maliyet yoniinden olumlu olmasma ragmen
dominant markir (Corazza-Nunes ve ark., 2002) olmalar1 nedeni ile

yorumlanmasinin zor, giivenilirliginin ¢ok sinirli ve tekrarlanamamaktadir (Lavi ve

ark., 1994).

dNTP
DNAplimeraz
Taq polimeraz
enzimi

DNA
Primer

E—— Kalip DNA

Yeni DNA 1.Déngii:

Denatiirasyon, Denatiirasyon, Denatiirasyon,
Annealing ve Annealing ve Annealing ve
Polimerizasyon Polimerizasyon Polimerizasyon

Primer

Sekil 2.4. RAPD Analiz Asamalari
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AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) teknigi RAPD tekniginin
dezavantajlarin1 gidermek tizere gelistirilmistir (Yildirim ve ark., 2001).

I. DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi (EcoRI/Msel) ve
biyotinle isaretlenmis 2 adaptor kullanilarak  restriksiyon
fragmentlerinin uygun bir DNA ligaz ile birlestirilmesi,

2. Ligaz edilen bu adaptorlere uygun primer ile restriksiyon
fragmentlerinin preamplifikasyonu (Sekil 2.5.),

3. Bu fragmentlerin 06zel olusturulan ve radyoaktif isaretlenmis
primerlerle gercek amplifikasyonu ve PAGE (poliakrilamid jel
elektroforez) de kosulmasidir (Ergiil, 2000).

Polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. Uygulanabirligi, RAPD teknigine gore
kolay olmasa da RFLP teknigine gore ¢ok kolaydir. Kurulus asamasinda maliyet
gerektirir (Walton, 1993). Masraf, is giicli gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve
RFLP arasinda yer alir (Maughan ve ark., 1995).
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5" GAATTC TTAA 3
3’ CTTAAG AATT 5
+EcoR |
Msel
G AAT
+EcoR | adaptorii ‘ ‘
TTAA TA Mse I adaptérii
. 5: A \/
Primer +1 AATTCN NTTA ‘
TTAAGN NAAT : 5
EcoR I primer A
Mse I primer C ile
preamplifikasyon
S AAC
_ AATTCA GTTA I
Primer +3 o TTAAGT C AAT I
AAC 5

Primer +3 ile selektif

amplifikasyon
I AATTC AAC —Y—TrGTTA I
B TTAAGTTG AAC AAT I

\ 4 B EcoRl adaptor dizinleri

PAGE
B Vsel adaptor dizinleri

Sekil 2.5. AFLP Analiz Asamalari
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SSR (Simple Sequence Repeat)

SSR (Simple Sequence Repeat) markirlar1 6karyotik genomlar boyunca
dagilmis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan
olusmaktadir (Hamada ve ark., 1982; Weber, 1990). Citrus’larda iki, ic ve dort
niikleotidlik mikrosatellit dizileri bulunmustur (Kijas ve ark., 1995).

Mikrosatelitleri ¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri
arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde c¢akisan SSR’larin PCR
primerleri ile ¢ogaltilarak secimine izin vermektedir. Ardisik SSR tekrarlarin
sayisindaki farklilik PCR sonucunda farkli uzunlukta parc¢a ¢ogaltimiyla sonuglanir.
SSR’lar1 ¢gevreleyen korunmug DNA dizileri primer olarak kullanilarak PCR metodu
vasitastyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir (Yildirim ve ark., 2001).

Bitkiler aleminde ilk ¢aligsmalar tarla bitkileri ile olmus soya, piring, arpa ve
bugday gibi bitkiler ile olduk¢a yakin zamanda SSR’larin karakterizasyonu bahge
bitkileri tiirlerinde tiziim bitkisinde baslamistir (Aka-Kacar, 2001).

Mikrosatelitler kodominant kalitim o6zelligi gostermeleri, lokusa 06zgii
olmalar1, yiiksek bilgi igerigine sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca tespit
edilebilmeleri gibi bir¢ok oOzellikleri ile tercih edilen bir molekiiler belirleyici
grubudur. Mikrosatelitler ile ilgili en belirgin dezavantaj ise bir tiire ait yeni
mikrosatelitlerin elde edilmesidir. Bu islem ¢ogunlukla zaman alict olup fazla

miktarda emek gerektirir (Biiyiikiinal-Bal, 2003).
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Primer A
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Mlecresatellite

Sekil 2.6. SSR Analiz Asamalar1 (Anonim, 2005)

2.2. Aurantioideae Altfamilyasi ile ilgili Yapilan Taksonomik Cahsmalar

Citrus cinsi ve bu cinsin Aurantioideae alt familyasinda yer alan yakin akraba
cinslerinin taksonomik ayrimi uzun zamandir karmasa ve tartisma kaynagi olmustur.
Bu nedenle, uzun zamandan beri bu karmasik yapi1 giderilememis olup giliniimiizde
de tartismalar devam etmektedir. Bu taksonomik sorun sadece tiirlerarasi
melezlemelerde degil ayn1 zamanda cinsler arast melezlemelerle ¢cok daha fazla
karmagik bir yap1 kazanmstir.

Citrus cinsi igerisinde tiirlerin ayrimin1 gliclestiren belli bagl etkenler
sunlardir (Esen ve Geraci, 1976) :

» Tir ic¢i ve tirler aras1 melezleme durumunda etkin bir yeniden iireme
mekanizmasinin bulunmamasi,

» Adventif niiseller embriyoni yoluyla melezleme, agilma ve mutasyondan
dogan degisikligin korunmasi,

Bu tartismayr ¢ozmek ic¢in yapilan girisimler Linneaus 1753’e kadar

uzanmaktadir. Linneaus o zamanlarda Avrupa’da bilinen Citrus tiir ve gesitlerine
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dayali olarak yaptig1 taksonomik ¢alismasinda, Citrus cinsi icin 3 tiir C.medica (agag
kavunu, limon ve laymlar), C.aurantium (portakal ve turunclar) ve C.grandis
(sadoklar) 6nermistir (Swingle, 1967).

Risso (1813), 8 turunggil tiiriinii kabul etmis, 1818-1822 yillar1 arasinda
yaptig1 bir ¢alismada bu sayiy1 42’°ye yiikseltmistir. Hooker (1875), turunggilleri 13
cins - 43 tir icinde smiflamis; Bonavia (1888), turuncgil tiir ve c¢esitlerinin
cizimlerini yaparak taksonomik gelismelere katkida bulunmustur. Engler (1896),
onceleri tiim diinyadaki turuncgil tiirlerinin sayisin1 6 olarak belirlerken, 1931 yilinda
bu sayiyt 11°e c¢ikarmistir. Lushington (1910), citrus cinsine giren tim kiiltiire
alinmis varyeteler i¢in 21 farkli bilimsel isim koymustur (Swingle, 1967).

Yakin zamanlarda, turuncgil taksonomisinde 2 ana sistem gelismistir. Bunlar,
Swingle ve Tanaka’nin gelistirdigi sistemlerdir. Her iki taksonomik c¢alisma uzun
yillar boyunca yapilan arastirmalara dayanmaktadir. Her iki arastirict da her ne kadar
1915-1930 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya’da degisik
zamanlarda bir araya gelerek isbirligi yapmuslarsa da taksonomik agidan farkli
goriiglere sahip olmuglardir. Swingle (1943), Citrus cinsi i¢in 2 altcins (Eucitrus ve
Papeda) ve bunlara ait 16 tiir 6nerirken; Tanaka (1969), 2 alt cins (Archicitrus ve
Metacitrus) ve bunlara ait 159 tiiriin varoldugunu belirtmektedir (Swingle, 1967 ;
Davies and Albrigo, 1994).

Swingle, bilinen tiirlerin morfolojik 6zelliklerini gdsteren formlarin tiir olarak
tanimlanmadan 6nce melez olmadiklarinin dogrulanmasi gerektigini belirtmektedir.
Bu gortis, bir taksonomik sistem igerisinde olas1 degisimleri en aza indirmek gibi bir
avantaja sahiptir. Hodgson (1965), Swingle tarafindan kabul edilen 16 tiirii

gelistirerek bunu 36 tiire ¢ikarmis ve bu tiirler Cizelge 2.1. de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Swingle ve Hodgson Tarafindan Kabul Edilen Turunggil Sistematigi
(Davies and Albrigo, 1994).

Cins : CITRUS

Altcins : EUCITRUS

Citrus medica (Agag kavunu)
Citrus limon(Limon)

Citrus aurantifolia (Laym)
Citrus sinensis (Turung)
Citrus reticulata (Mandarin)
Citrus grandis (Sadok)
Citrus paradisi (Altintop)
Citrus indica

Citrus tachibana

Altcins : PAPEDA

Citrus ichangensis
Citrus micrantha
Citrus latipes
Citrus macroptera
Citrus hystrix
Citrus celebica

EUCITRUS ALT CINSINE GIREN EK 20 TUR

Citrus limettoides (Filistin tath laym1)
Citrus latifolia (Tahiti laymi1)
Citrus bergamia (Bergamot)
Citrus jambhiri (Kaba limon)
Citrus limetta (Akdeniz tatli laymi)
Citrus myrifolia (Cin turuncu)
Citrus junos (Yuzu)

Citrus nobilis (King mandarini)
Citrus unshiu (Satsuma mandarini)
Citrus deliciosa (Yerli mandarin)
Citrus tangerina (Tangerin)

Citrus reshni (Cleopatra mandarin)
Citrus madurensis (Kalamondin)
Citrus sunki (sunki mandarini)
Citrus natsudaidai

Citrus maderaspatana

Citrus karna

Citrus pennivesiculata

Citrus macrophylla

Citrus limonia (Rangpur laymi)
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Tanaka temelde, Swingle gibi ayn1 tiirleri benimsemekle beraber, her bir tiirii
daha dar bir kavramla ele alarak bunlarla iligkili tiplere, melez olarak bilinseler de ek
0zel adlar vermistir. Tanaka botanik ¢esit yada melez olarak bilinen bir¢cok formlara
tir statiistinii vermektedir. Tiir sayisinin bu gibi iiretkenliginin dogrulanmasi
tartismali ise de Citrus cinsi i¢indeki tiir kavraminin net bir tanimi1 eksik kalmaktadir.
Tanaka’nin sistemi bir ¢ok turunggil tirli bakimindan morfolojik tanimlamalar
saglamaktadir (Seker, 1999). Tanaka sistematiginde yer alan tiirler Cizelge 2.2 de

yer almaktadir.

Cizelge 2.2. Tanaka Tarafindan Kabul Edilen Turuncgil Sistematigi (Swingle, 1967)

Cins: CITRUS

I. Altcins ARCHICITRUS
Papeda — Acutifolia (6 tiir)

Citrus macroptera
Citrus celebica
Citrus southwickii
Citrus micrantha
Citrus boholensis
Citrus vitiensis

Papeda — Obtusifolia (3 tiir)

Citrus hystrix
Citrus balincolong
Citrus westeri

Papeda — Longipetiola (3 tiir)

Citrus latipes
Citrus kerrii
Citrus combara

Limonellus — Eulimonellus (4 tiir)

Citrus aurantifolia
Citrus latifolia
Citrus limettoides
Citrus webberi

Limonellus — Megacarpa (12 tiir)

Citrus bergamia
Citrus davaoensis
Citrus javanica
Citrus papaya
Citrus ovata
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Citrus observa

Citrus pseudolimonum
Citrus macrophylla
Citrus longispina
Citrus hyalopulpa
Citrus pennivesiculata
Citrus semperflorens

Limonellus — Pseudopapeda (2 tiir)

Citrus excelsa
Citrus montana

Citrophorum — Citrioides (5 tiir)

Citrus medica
Citrus limonimedica
Citrus odorata
Citrus nana

Citrus alata

Citrophorum — Limonioides (6 tiir)

Citrus limon

Citrus limonia
Citrus limetta
Citrus jambhiri
Citrus longilimon
Citrus pseudolimon

Citrophorum — Decumanoides (13 tiir)

Citrus aurata
Citrus pyriformis
Citrus balotina
Citrus megaloxycarpa
Citrus karna
Citrus lumia
Citrus mellarosa
Citrus peratta
Citrus rissoi
Citrus assamensis
Citrus duttae
Citrus macrolimon
Citrus sarbati

Cephalocitrus — Decumana (6 tiir)

Citrus grandis

Citrus truncata
Citrus pseudograndis
Citrus pseudogulgul
Citrus suizabon
Citrus panuban

Cephalocitrus — Intermedia — Flavicarpa (9 tiir)
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Citrus paradisi

Citrus glaberrima
Citrus aurantiaca
Citrus hiroshimana
Citrus mitsuharu
Citrus omikanto
Citrus pseudoparadisi
Citrus tosa — asahi
Citrus flavicarpa

Cephalocitrus — Intermedia — Aureocarpa (6 tiir)

Citrus intermedia
Citrus asahikan
Citrus kotokan
Citrus hassaku
Citrus iwaikan
Citrus tengu

Aurantium — Medioglobosa (16 tiir)

Citrus medioglobosa
Citrus natsudaidai
Citrus obovoidea
Citrus otachibana
Citrus ampullacea
Citrus yuge — hyokan
Citrus yamabuki
Citrus sulcata

Citrus himekitsu
Citrus anonyma
Citrus taiwanica
Citrus iriomotensis
Citrus rugulosa
Citrus miaray

Citrus papillaris
Citrus pseudo — papillaris

Aurantium — Aurantioides — Racemosa (6 tiir)

Citrus autantium
Citrus myrifolia

Citrus rokugatsu
Citrus maderaspatana
Citrus yanbarusensis
Citrus neo — autantium

Aurantium — Aurantioides — Contracta (1 tiir)

Citrus canaliculata

Aurantium — Sinensioides (7 tiir)

Citrus sinensis Citrus sinograndis
Citrus funadoko
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Citrus tankan
Citrus temple
Citrus iyo
Citrus oblonga

Aurantium — Osmocitrioides — Tenuicarpa (3 tiir)

Citrus tamurana
Citrus ujukitsu
Citrus luteo — turgida

Aurantium — Osmocitrioides — Compacta (1 tiir)

Citrus aurea

Aurantium — Osmocitrioides — Paranobilis (1 tiir)

Citrus shunkokan

I1. Altcins METACITRUS

Osmocitrus — Protosmocitrus (1 tiir)

Citrus ichangensis

Osmocitrus — Euosmocitrus (9 tiir)

Citrus junos Citrus hanaju
Citrus sudachi

Citrus inflata

Citrus yuko

Citrus takuma — sudachi
Citrus pseudo — aurantium
Citrus wilsonii

Citrus sphaerocarpa

Osmocitrus — Pseudoacrumen (1 tiir)

Citrus nippokorenna

Acrumen — Euacrumen (3 tiir)

Citrus nobilis
Citrus unshiu
Citrus yatsushiro

Acrumen — Microacrumen — Anisodora (4 tiir)

Citrus keraji

Citrus oto

Citrus tarogayo

Citrus inflato — rugosa

Acrumen — Microacrumen — Citriodora — Megacarpa (13 tiir)

Citrus reticulata
Citrus clementina
Citrus tangerina
Citrus delicoisa
Citrus genshokan
Citrus benikoji
Citrus succosa
Citrus platymamma
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Citrus paratangerina
Citrus crenatifolia
Citrus suhuiensis
Citrus tardiferax
Citrus suavissima

Acrumen — Microacrumen — Citriodora — Microcarpa — Angustifolia (10 tiir)

Citrus tachibana
Citrus sunki

Citrus reshni

Citrus tardiva

Citrus indica

Citrus erythrosa
Citrus kinokuni
Citrus ponki

Citrus oleocarpa
Citrus pseudo — sunki

Acrumen — Microacrumen — Citriodora — Microcarpa — Latifolia (6 tiir)

Citrus depressa

Citrus leiocarpa

Citrus tumida

Citrus lycopersicaeformis
Citrus amblycarpa

Citrus hainanensis

Pseudofortunella (1 tiir)

Citrus madurensis

3. biiyiik grup ise Barret ve Rhodes (1976) , Scora (1975) 146 sayisal
fenotipik Ozellik ve izoenzim analizlerine dayanarak turuncgilleri iki ana gruba

ayirmaktadir.

1.Grup

o Turung (Citrus aurantium)

e Sadok (Citrus grandis)

o Altintop (Citrus paradisi)

e Mandarin (Citrus reticulata)

e Portakal (Citrus sinensis) olmak tizere 5 tiiri,
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2.Grup

o Laym (Citrus aurantifolia)
e Limon (Citrus lemon)
e Agac kavunu (Citrus medica) olmak tizere 3 tiir’li kapsamaktadir.

Bu arastiricilar ayrica Aga¢ kavunu (Citrus medica), Sadok (Citrus
grandis),ve Mandarin (Citrus reticulata) tiirlerini gercek tiir, digerlerini ise melez
olarak kabul etmektedirler (Green ve ark., 1986; Torres ve ark., 1978; Luro ve

ark., 1992; Yamamota ve ark., 1993).

Cesitli taksonomistler bu iki ana sistemi yani Swingle’in tutucu ve
Tanaka’nin asir1 ayrimci goriislerini elestirerek kendi sistemlerini de olusturmaya
calismislardir. Hangi siniflandirmanin Citrus cinsi igerisindeki tiirlerin kdkenini
kesinlikle yansittig1 konusunda bir anlasma saglanamamaistir.

Son yillarda turunggil taksonomisi igerisindeki karigikligi gidermek ig¢in

molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

2.3. Turuncgillerde Yapilan Molekiiler Calismalar

Scora (1975), olasilikla portakalin mandarin x sadok; altintopun portakal x
sadok; limonun aga¢ kavunu x kaba limon veya sadok; laymin ise aga¢ kavunu x
sadok x Microcitrus melezi oldugunu bildirmislerdir.

Luro ve ark., (1992), RAPD yontemiyle 3 turunggil cinsine (Citrus,
Fortunella, Poncirus) ait 18 tiir ve ¢esidinde filogenetik caligmalar yapmislardir.
Citrus aurantifolia Barret ve Rhodes (1976)’a gore Citrus medica, Citrus grandis,
ve Microcitrus’un tglii melezi oldugunu ileri siirmiislerdir. Ancak Citrus medica’ya
yakin bulunmustur. Turuncun (Citrus aurantium) bazi genlerini sadok’tan (Citrus
grandis) alan bir mandarinden (Citrus reticulata) olustugu kabul edilmistir.

Yamomota ve ark., (1993), Citrus, Fortunella ve Poncirus cinsinde yer alan
28 tiir ve ¢esidi RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemiyle
tanimlamislardir. Bunlar, Mitokondrial DNA analizlerine gore, Citrus agac¢ kavunu,

sadok ve mandarin olmak {izere baslica 3 gruba; ayrica sadok grubu sadok ve yuzu

35



2.ONCEKi CALISMALAR Ashihan AGAR

olmak iizere 2 alt gruba ayrilmistir. Sadok alt grubu sadok, altintop, limon, turung,
portakal, Citrus reticulata, C.natsudaidai, C. hassaku, C. sudachi, C. hyuganatsu ve
C. iyo‘yu kapsamistir. Yuzu alt grubu, Yuzu (Citrus junos) ve Meksika laymini
(Citrus aurantifolia); mandarin grubu ise mandarin (Citrus reticulata) ve portakal X
mandarin melezlerini kapsamistir. Poncirus cinsi, Citrus ve Fortunella’dan uzak
bulunmus; bununla beraber, Fortunella cinsinin mitokondrial genomu Yuzu ve
layma benzer oldugu i¢in Citrus’dan ayrilamamistir. Kloroplast DNA analizlerinde
ise, 2 grup olusmustur. Poncirus, Fortunella, Microcitrus, aga¢ kavunu, Yuzu,
Kalamodin ve mandarin grubuna dahil edilen cesitler benzer fragment O6rnegini
gosterirken, sadok alt grubundakiler ve laym diger fragment drnegini gostermistir.

Deng ve ark., (1995), RAPD markirlari ile limon mutantlar1 arasinda yaptigi
tanimlamada Interdonato limon c¢esidinin genetik olarak diger limonlardan uzak
oldugunu, diger limonlar arasinda ise yiiksek diizeyde benzerlik bulundugunu
saptamislardir. Ayrica arastiricilar, yeni turunggil c¢esitlerin elde edilmesi icin
tanimlanmas1 gerektigini vurgulamiglardir.

Machado ve ark., (1996), 39 Akdeniz (yerli) mandarini genotipinde
polimorfizm ve genetik benzerligi RAPD markirlariyla arastirmiglar ve genotipler
arasinda diisiik genetik varyasyon olsa dahi RAPD markirlartyla genetik
polimorfizmin saptanabilecegini ortaya koymuglardir.

Fang ve Roose (1997), 22 primerle ISSR markirlari kullanilarak 68 turunggil
cesidini ayirt etmeye ¢alismiglardir. Farkli turunggil tiirleri ¢ok farkli parmak izi
ornekleri vermistir. Mutasyon sonucunda secilmis olan 33 portakaldan 14 ve 7
altintoptan 1 tanesi ayirt edilebilmistir. 6 limon ¢esidinden 5 tanesi ISSR yontemiyle
ayirt edilmistir. Mandarin cesitleri arasinda birgok farklilik bulunmakla birlikte,
analizi yapilan 5 Satsuma ¢esidi arasinda farklilik saptanamamistir. Bu yontemle 5
sitranj cesidi ayirt edilebilmis, fakat Carrizo sitranji1 ile Troyer arasindaki farklilik
belirlenememistir.

Federici ve ark., (1998a), 6 cins ve 45 tiir ve yapay melezinden olusan 88
turunggil genotipi arasindaki iliskileri RFLP yontemini, 32 Citrus ve Microcitrus ise
RAPD yontemi kullanilarak saptamislardir. Arastiricilar, iki ydntemin benzer

sonuclar verdigini ve ayrica, Sadok (Citrus maxima) ile Citrus hongheensis ve Citrus
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latipes arasinda yakin akrabalik bulundugunu saptamislardir. Yalnizca melez
olmayan genotip sinandiginda Citrus medica ve Citrus indica aym salkimda yer
almig; biitiin tiirler dikkate alindiginda ise, Citrus medica limon, laym ve akrabalari
arasinda yer almigtir. Mandarinler hem kendi igerisinde hemde diger tiirler arasinda
giclii bir gruplandirma gostermemis; fakat birka¢ cesit farkli tiirlerin bulundugu
gruba girmistir.

Federici ve ark., (1998b), 45 Citrus tiiriinden 73 ve akraba turunggil’den 12
tir ve ¢esitte RFLPs yontemini kullanarak turunggiller icerisinde yer alan tiirlerin
kokenlerini bulmaya calismiglardir. Arastiricilar, bergamotun (Citrus bergamia)
turung (Citrus aurantium) x Akdeniz tath laymi (Citrus [limetta) tirlerinin
melezlemesinden olustugunu, Rangpur laymimin (Citrus limonia) ise 6 mandarin
tirtiniin herhangi birisi ile Meksika laymi (Citrus aurantifolia) veya Makrofilla
(Citrus macrophylla) tiirlerinin melezi oldugunu belirtmislerdir.

Novelli ve ark., (1998), 31 portakal ¢esidinde Mikrosatellite markirlar
kullanarak 18 primerle ¢esitleri degerlendirmeye calismislar; ancak turunggil tiir ve
akrabalarinda basarili sonuglar veren bu yontemle cesitler arasinda polimorfizm
saptamalar1 olanagi bulunmamugstir. Arastiricilar, portakalda gorildiigi gibi diisiik
oranda polimorfizm gosteren vejatatif ¢ogaltilan tiirlerdeki calisma i¢in bu molekiiler
marker tiplerinin uygun olmadigin1 ve portakalda yeni mikrosatellite primerlerinin
gelistirilmekte oldugunu bildirmislerdir.

Targon ve ark., (1998), RAPD yonteminin ¢esitler arasindaki farkliliklari
belirlemek icin bir¢ok bitkide kullanildigini, fakat kendilerinin 122 portakal
cesidinde yaptiklar1 calismada bunu saglayamadiklarint ve daha duyarli baska
tekniklere de gereksinim oldugunu belirtmiglerdir.

Coletta ve ark., (2000), 35 mandarin grubunda genetik benzerligi belirlemek
icin RAPD markirlarin1 kullanmiglardir. 23 adet RAPD primeri kullanarak 109 bant
elde edilmistir. Elde edilen bu bantlarin 45 tanesinin polimorfik oldugunu tespit
etmisglerdir. Arastiricilar mandarin grubunda genetik benzerligin yiiksek oldugunu
oldugunu ileri stirmiiglerdir. Mandarin diger gergek turnuncgil tiirleriyle arasindaki
genetik benzerlik orani aga¢ kavunu (Citrus medica L.) ve sadok (Citrus grandis

Osbeck) c¢ok daha diisiik bulunmustur. Arastiricilar aslinda bazi taksonomik
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calismalarda oOnerildigi gibi, bir ¢ok tiirden ziyade, genetik olarak farkli bireyler ve
bircok melezden olusan tek tiir oldugunu (Citrus reticulata Blanco) kabul
etmislerdir.

Nicolosi ve ark., (1999), Citrus cinsine ait 36 ve Poncirus, Fortunella,
Microcitrus ve Eremocitrus cinslerine ait birer tirde RAPD, SCAR ve cpDNA
markirlartyla turunggillerin filogenisini arastirmislardir. Fortunella nin  Citrus
cinsine yakin, digerlerinin Citrus cinsinden ve birbirlerinden uzak oldugu
saptanmistir. Aragtiricilar Swingle sistematiginde oldugu gibi, Citrus cinsinde
Eucitrus ve Papeda olmak tizere 2 altgrup olustugunu, fakat Citrus celebica ve
Citrus indica’nin bu gruplarda yer almadigini belirtmislerdir. Citrus cinslerinde yer
alan hemen hemen biitiin tiirler 3 alt gruba dagilmistir. Gergek Turunggil Grubu’nda
yer alan her genotip ve tiir kendi cinsi igerisinde yer almistir. Farkli filogenetik
iligkiler cpDNA verileriyle ayrica ortaya konmustur. Eucitrus ve Papeda alt cinsine
ayrim ortadan kaldirilarak, Citrus cinsi Tanaka taratindan Archicitrus ve Metacitrus
olmak iizere 2 alt cinse ayrilmistir. Citrus medica ve Citrus indica diger
Citrus’lardan oldukca uzak bulunmustur. Limon ve Filistin tath laym1 Citrus latipes
salkiminda liderlik eden Sadok salkiminda yer almistir. Citrus aurantifolia ise
Micrantha salkimia yerlesmistir. Ayrica, genetik koklerine gore 17 tiir ve ¢esidin
genetik orijini aragtirtlmistir. Limonunun aga¢ kavunu x turung; Rangpur laymi ve
kaba limonun ise aga¢ kavunu x mandarin melezi oldugu varsayilmistir. Diger
yandan, elde edilen verilere gore Meksika laymi i¢in Citrus micrantha’nin ana ve
Citrus medica 'nin baba oldugu bildirilmistir.

Ruiz ve ark., (2000), izoenzim ve SSR yontemi ile 46’ s1 Poncirus trifoliata
(L.) Raf. var ‘Flaying Dragon’ X Ortanique (Tangor) [(C. reticulata (Blanco) X C.
sinensis (L.)] melezi ve 106’ s1 Fortunella crassifolia Swing. genotipi olmak {iizere
toplam 152 genotipte niiseller ve zigotik embriyo tanimlamasimi yapmislardir.
Sonuglar  degerlendirildiginde izoenzim analizlerinde yeterli polimorfizm
goriilmesine ragmen, SSR ydnteminin izoenzim yontemine gore daha hizli ve etkili
oldugunu belirtmislerdir.

Coletta ve ark., (2000), 25 RAPD primeri kullanarak 19 Ponkan mandarin
cesidinde genetik cesitliligi arastirdiklar1 bu calismada, 25 RAPD primerinin 112

38



2.ONCEKi CALISMALAR Ashihan AGAR

bant iirettigini ve bunun 32 tanesinin 5 ¢esit icinde polimorfik oldugunu, diger 14
cesitte ise genetik farkliligin bulunamadigini, bununda 14 c¢esidin ya farkli lokal
isimlerle klonal ¢ogaltildigin1 yada nokta mutasyonlar1 gibi 6zellikleri saptamada
yetersiz olan RAPD ydnteminin genetik ¢esitliligi saptayamadigini bildirmislerdir.

Giilsen ve ark., (2001a), Seksen-li¢ limon c¢esidi, baz1 akraba tiirler ve bazi
ebeveyn oldugu sdylenen sadok (C. maxima), aga¢ kavunu (C. medica) ve mandarin
(C. reticulata) arasindaki genetik cesitlilik ve bunlar arasindaki genetik iliskileri
saptamak amaci ile izoenzimleri, ISSR (inter-simple sequence repeats) ve SSR
(microsatellite) markirlarini kullanmislardir. Calisilan limonlar arasinda izoenzimler
cok az varyasyon gosterirken 8 ISSR primeri toplam 103 polimorfik fragment
tiretmistir. Benzerlik katsayilart hesaplanmis ve tartilmamis cift grup aritmetik
ortalama metodu ve gruplandirma analiziyle (UPGMA) genetik iliskileri gdsteren
filojenik aga¢ olusturulmustur. Biitiin limonlar, kaba limonlar, tatli limonlar ve hibrit
oldugu diisiiniilen bazi tipler aga¢ kavunlariyla aym grupta yer almistir. Altmis-iki
limondan 48 tanesi genetik olarak ayni bulunmustur. Arastiricilar bu nedenle 48
limonun ¢ok fazla genetik degisiklikleri igermeyen klonal ebeveynlerden
mutasyonlar sonucu olustugunu savunmuslardir. Agac¢ kavunlarinin limon, kaba
limon, tathh laym ve tatli limonlarin ¢ekirdek DNA’larmin biiyiik bolimiini
olusturdugu, ISSR markirlart kullanilarak tespit edilmistir. Limonlardan baz1 C.
reticulata ve C. maxima spesifik ISSR markirlart tespit edilmistir. ISSR
markirlarinda oldugu gibi, calisilan SSR markirlart da limonlar arasinda genetik
varyasyon gostermemistir, fakat taksonomik olarak nispeten birbirinden uzak gruplar
arasinda 6nemli varyasyon saptanmistir.

Yesiloglu T., (2002), Turuncgil cins, tiir ve akrabalarindan olusan 30 adet
tiiriin RAPD yOntemiyle tanimlanarak turunggil sistematigindeki yerinin belirlenmesi
ve tiirlerin birbirlerine genetik uzaklifinin saptanmasi amaciyla yaptiklart bu
calismada 10 RAPD primeri kullanmislardir. Caligma sonucunda ; Turunggil cins, tiir
ve akrabalar1 arasindaki polimorfizm oran1 0.26-0.85 arasinda degistigini
bildirmislerdir. ‘Ilkel Turuncgil Grubu'nda yer alan Pleiospermium alatum ve
Severinia buxifolia ile ‘Gergek Turunggil Grubu’nda yer alan Citrus, Fortunella ve

Microcitrus cinslerine ait tiirler arasindaki polimorfizmin genel olarak yiiksek
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bulundugunu, ‘ilkel Turunggil Grubu’nda yer alan Pleiospermium alatum ile ‘Gergek
Turunggil Grubu’nda yer alan Citrus micrantha tiirleri arasindaki polimorfizm
oraninin denemeye alinan tiirler igerisinde en yiiksek diizeyde oldugunu
belirtmislerdir. Pleiospermium alatum ile Yakin Turunggil Grubu igerisinde yer alan
Citropsis gilletiana arasindaki polimorfizminde yliksek oldugu saptamislardir. En
diisiik polimorfizm orani ise ‘Ger¢ek Turunggil Grubu’nda yer alan Citrus limonia ve
Citrus pennivesiculata tiirleri arasinda oldugunu belirlemislerdir.

Corazza-Nunes ve ark., (2002), RAPD ve SSR yontemleri ile 38 altintop (C.
paradisi Macf.) ve 3 sadok (C. maxima (Burm.) Merr.) cesitlerinin genetik
farkliliklarin1 ortaya koymak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 21 RAPD ve 5 SSR
primeri kullanarak 41 ¢esidi 2 temel grupta toplamislardir.

Oliveira ve ark., (2002), Yaprak ucu morfolojisi (LAM; Leaf Apex
Morphology) ve SSR yontemleri ile Murcot [(C. reticulata (Blanco) X C. sinensis
(L.) Osb.] X Pera [C. sinensis (L.) Osb.]’ nin kontrollii melezlenmesi ile elde edilen
melezlerin niiseller bitkileri tespit etmislerdir. Melezler oncelikle LAM yontemi
kullanilarak gozlemsel olarak siniflanmigtir. Daha sonra genotipleri SSR yontemi ile
analiz etmislerdir. LAM yontemi ile elde edilen ytiksek hibrit orani, SSR analizleri
sonucunda diigsmiistiir. Elde edilen sonuclara bagli olarak; sadece LAM go6zlemsel
sonuglarinin genotip tanimlamada yetersiz oldugu ve tanilama caligmalarinda
molekiiler markir sistemleriyle birlikte kullanilmas1 gerektigini 6nermislerdir.

Pang ve ark., (2003), SSR DNA markirlar1 kullanarak, Citrus, Poncirus,
Fortunella, Microcitrus, Eromocitrus, Atlantia cinslerine ait 29 genotipte genetik
akrabalig1 saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, 7 SSR primeri kullanmislardir.
Calisma sonucunda 16,3 allel/primer olmak {izere toplam 114 polimorfik allel
saptanmis ve ‘Neighbour-joinging’ yontemi ile yapilan kiimeleme analizi sonucunda
Microcitrus’un Citrus’a yakin, Poncirus’un ise Citrus’a uzak oldugunu, bundan
dolay1 da Poncirus’un Citrus’tan tiirememis olabilecegini bildirmislerdir.

Koehler-Santos ve ark., (2003), 37 mandarin ¢esidini morfolojik ve
molekiiller markirlar kullanarak karekterize etmislerdir. Arastiricilar yaptiklar

calismada 9 SSR primeri kullanmiglar ve bunlarin 8’inde polimorfik bant elde
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etmisler. Mandarin genotiplerini morfolojik olarak 4 ana grupta, SSR markirlar
kullanarak ise 3 ana grup’ta toplamislardir.

Mariniello ve ark., (2004), 44 RAPD primeri kullanarak, Giiney italya’nmn
Campania bolgesinde yetistirilen 10 limon g¢esidini tanimlamak icin yaptiklari
arastirmada, 4 limon c¢esidinin (Sorrento, Procida, Amalfi ve Gloria d’Amalfi) test
edilen 44 RAPD primer igersindeki 5 RAPD primerin kullanilmasiyla birbirlerinden
basaril1 bir sekilde kolaylikla ayirt edilebildigini rapor ederek, RAPD teknolojisinin
cesitlerin tanimlanmasinda basarili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmisler.

Aka-Kacar ve ark., (2005), RAPD yontemi ile u¢ kurutan (Phoma
tracheiphila) hastaligina dayanikli veya tolerant olarak belirlenmis olan toplam 16
limon genotipin molekiiler tanilamasimni yapmislardir. Calismada kullanilan 100
primer icerisinden 48 tanesi polimorfik olarak belirlenmistir. Calismada tiim
genotiplerin birbirinden farkliliklar1 ortaya konulmustur. Ancak Tuzcu 896 ve Tuzcu

897 genotiplert RAPD yontemi ile birbirinden ayrilamadigi gozlenmistir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. Bitkisel Materyal

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Béliimiine ait “Tuzcu
Turunggiller Koleksiyonu” igerisinde yer alan 88 turunggil ve akrabalarina ait cins,
tiir, ¢esit ve tipler’den belirlenmis ve detaylari verilmis olan bitkisel materyaller

kullanilmastir.

Cizelge 3.1. Calismada Kullanilacak Bitkisel Materyal

SOY ALTSOY CINS TUR
Micromelinae Micromelum -
Glycosmis Glycosmis pentaphylla
Clausenede Clauseninge Clausena Clausena lansium
Clausena excavata
Murraya Murraya paniculata
Merrillinae Merrillia -
Citreae Wenzelia -
Monanthocitrus -
Oxanthera -
. . Merope -
Triphasiinae - -
Triphasia
Pamburus Pamburus missionis
Luvunga -
Paramignya -
Swinglea
Aegle Aegle marmelos
Afraegle
Balsamocitrinae Aeglopsis Aeglopsis chevalieri
Balsamocitrus Balsamocitrus dawei
Feronia -
Feroniella -
Citrinae Severinia Severinia buxifolia
(ilkel Turunggiller) Pleiospermium Pleiospermium alatum
Burkillanthus -
Limnocitrus
Hesperethusa Hesperethusa crenulata
Citrinae Citropsis
(Yakin Turunggiller) Atalantia Atalantia ceylanica
Citrinae Fortunella Fortunella japonica
(Gergek Turunggiller) Fortunella margarita
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SOY ALTSOY CINS TUR
Eremocitrus Eremocitrus glauca
Poncirus Poncirus trifoliata var “Benecke”
Clymenia -
Microcitrus Microcitrus australasica

Citrus amblycarpa
Citrus ampullacea
Citrus assamensis
Citrus aurantium
Citrus benikoji
Citrus bergamia
Citrus canaliculata
Citrus celebica
Citrus davaoensis
Citrus depressa
Citrus excelsa
Citrus hassaku
Citrus hanaju
Citrus Citrus hiroshima
Citrus intermedia
Citrus indica
Citrinae Citrus iyo
Citreae (Gergek Turunggiller) Citrus junos

Citrus karna
Citrus keraji
Citrus konejime
Citrus latipes
Citrus leiocarpa
Citrus limon var. “Kiitdiken”
Citrus lumia
Citrus maderaspatana
Citrus maxima var “ Reinking”
Citrus meyeri
Citrus miaray
Citrus micrantha
Citrus montana
Citrus moi
Citrus myrtifolia
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SOY ALTSOY CIiNS TUR

Citrus natsudaidai

Citrus nextour

Citrus nobilis

Citrus nippokorenna

Citrus obovoidea

Citrus paradisi var. “Marsh seedless”
Citrus clementina

Citrus reticulata var.”Fremont”
Citrus reshni

Citrus rokugatsu

Citrus rugulosa

Citrus succosa

Citrus shunkokan

Citrus sinensis var. “‘Hamlin”
Citrus sinograndis

Citrus sulcata

Citrus sunki

Citrus sudachi

Citrus tachibana

Citrus taiwanica

Citreae Citrinae . Citrus Citrus tamurana

(Gergek Turunggiller) Citrus tardiva

Citrus tosu

Citrus unshiu

Citrus ujukitsu

Citrus webberii

Citrus winter

Citrus yatsushiro

Citrus yuko

C-32

C-35

Kobasu

Casimiriroa tetrameria
Citrus sinensis var.’’Yafa’’
Citrus sinensis var.”’Navelina’’
Ortanique

Citrus aurantifaloia var. ”West
indian’’

Citrus jambhiri

Rough Lemon

Clausena lansium; Dogal yayilis alan1 Cin’in giineydogusudur. Meyve eti
hafif asitli, marmelat gibi hos bir aromatik tadi vardir. Genellikle taze olarak ayrica
tatl, recel ve icecek olarak da tiiketilir. Soguga kars1 olduk¢a dayaniklidir. Subtropik
bolgelerde yetisir.

Clausena excavata; Genellikle ince uzun agaclardir. Dallar1 ince ve tiiyliidiir.
Yapraklar sivri uclu 3.5-7 cm uzunlugunda koyu yesil renklidir. Yapraklar
ezildiginde karekteristik baharata benzer bir koku yayilir. Kiiclik beyaz ¢icekler ug
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kisimlarda meydana gelir. Bunu 7-10 mm ¢apli pembe {liziimsii yenilebilir seffaf
meyveler takip eder, her biri 1-2 tohum igerir.

Glycosmis pentaphylla; Pink lime, jamaica mandarini gibi isimlerlede
yaygindir. Yaprak ve cicek durumlar ¢ok c¢esitlidir.Yapraklar 1-2 ¢ift yada teklidir.
Uzun mizraksi, kiit yada sivri u¢ludur. Tam olarak Filipin’lerin kuzeyi ve kuzeydogu
Australia’nin timor bolgesi, Malay yarimadalarinin i¢ bolgeleri ve Hindistan
bolgelerinde yayilmaktadir.

Murraya paniculata; Kiigiik agaclardir. Yapraklari, eskenar dortgen seklinde
2.75 cm uzunlugunda ve parlaktir. Glizel kokulu beyaz ciceklere sahiptir. Meyve
kirmizimsi oval ve 1/2 cm uzunlugunda yada daha azdir.

Aegle marmelos; Kiiclik yada orta boylu aromatik ve yapragmi belirli
mevsimlerde doken agaclardir. Agac govdesi ve dallar agik kahverengidir. Dallarda
saglam koltukalt1 dikenleri mevcuttur. Yapraklar karsilikli, soluk yesil renkli ve
tiiyliidiir. Meyveler sarimsi yesildir. Yiizeyinde dikdortgen seklinde benekler vardir.
Tohumlar etin i¢ine gomiilmiis ve ¢ok sayidadir.

Aeglopsis chevalieri; Bodur yada kiigiik agaclardir. Dallar1 ¢ok sayidadir.
Dikenleri tekli ve sivri uglu’dur. Yapraklar tekli ve orta boyutludur. Yaprak saplari
kanatsizdir. Cigekler kiiciik ve bilesik salkim seklinde, tiiysiiz ve beyazdir. Armut
seklinde meyveler verir. Meyve kabugu sert, parlak turuncu-kahverengidir.

Pamburus missionis; Yapraklar tekli, dikdortgen seklindedir. Cok cicekli ve
cicekler kivrimli bir sekildedir. Kiiciik bir agactir. Tepesi c¢ok giirdiir. Dallar
yuvarlak, diizgiin, parlak yesildir. Yaslhlarda gii¢lii keskin dikenler vardir. Bu dikkate
deger bitkilerin yapraklar farklidir. Soluk-gri yesil renklidirler, kadifemsi dis ylizeyi
ve dokulu bir yapist vardir. Pamburus missionis’lerin odunlar1 Hindistan’da mobilya
yapiminda kullanilir.

Severinia buxifolia; Dikenli bodur yada kiiciik bir agactir. Yapraklar1 koyu
yesil renklidir. Her bir yaprakta tek dikenler vardir.

Pleiospermium alatum; Bu tirler Hindistan’in gliney kismindaki kurak
bolgelerde oldukca yaygindir. Meyvelerinin ¢ok act oldugu soylenir. Kabuk kisimlar1

cok sert ve sarimsidir. Yapraklar: ezildiginde limon kokusu yayilir.
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Hesperethusa crenulata; Hesperethusa crenulata yesil yaprakli, tiiylerle
kapli olmas1 ve giizelliginden dolayr siis bitkisi olarak kullanilir. Bu tiir kiiciik
agaclardir. Yaygin olarak balta girmemis ormanlarda yetisir. Dikenler bazen cifttir.
Yapraklar ¢ok kisa ve ¢ikintilidir.

Fortunella margarita; Fortunella margarita’nin meyveleri kiiclik oval
seklinde, sulu, hafif tatlidir. Meyveleri soyulmadan kabuguyla birlikte yenir. Kabugu
tatli ve ince’dir. Japonca ismi “Nagami” dir. Herdem yesildir. F. margarita’nin en
onemli Ozelliklerinden birisi yapraklarin dala baglantisinin  sapsizmis — gibi
goriilmesidir. Dolayistyla eklem yokmus gibi bir izlenim verir. Yapraklar tek parcali
ve yapraklarin alt ile {ist renkleri birbirinden farklidir. Alt taraf acgik yesil renklidir.
Cicgekleri kiigtiktiir.

Fortunella Japonica: Meyveleri yuvarlak sekilli ve hafif soluk renklidir
Japonca ismi “Marumi”dir. Tad oval kamkatlara gore tadi biraz daha azdir.

Uc¢ Yaprakh (Poncirus trifoliata) : Temel  ozelligi  yaparaklarimin g
parcadan olugmasidir. Agaglar1 4-5 m biiyiliyen kiiciik agaclardir. Meyveleri kiigiik,
tizerleri piirtizlii ve ince tiiylerle kaplidir. Soguk havalara dayaniklidir. Meyveleri
once gri renkli olgunlasinca agik sar1 renklidir. Meyve eti aci-eksidir. Bol miktarda
cekirdeklere sahiptir. Kalin, sivri dikenleri vardir. Cigekleri beyaz, hos kokuludur.
Cesitli hasatliklara kars1 dayanikli olmasi bakimindan daha c¢ok anag¢ olarak
kullanilir. Citrus cinsi igin anag olarak kullanilan en eski tiir’diir.

Kiitdiken; Tiirkiye'de iiretimi ve depolanmasi en fazla yapilan ¢ok {istiin
meyve kalitesine sahip bir ¢esittir. Meyve kabuk rengi agik sar1 veya limon sarisidir.
Kabuk diizgiin ve parlak, meyve etine sik1 baglidir. Meyve elips seklinde’dir. Meyve
basia 10.65 adet ¢ekirdek diismektedir. Yiiksek verimlidir ve diizenli meyve verir.
Agaclar orta kuvvette biiyiir. Meyvelerin aga¢ iizerinde dagilimi diizgiindiir. Orta
mevsim ¢esididir. Meyveler depolamaya ¢ok elverisli olmasi nedeniyle, Kasim
baslarinda ilk yagmurlardan sonra hasat edilir. Ancak hasat Subat ayma kadar devam
eder. Uygun kosullarda hasat edilen, paketlenen ve depolanan limonlar 9 ay siire ile
depolanabilir. Bu 6zellik Kiitdiken limonuna olan istemi artirmaktadir. Ayrica iistiin
meyve kalitesi ihracata elverisliligini artirir. Bu cesit, Akdeniz bolgesinde 6zellikle

Icel ve Hatay illerinde yayginlik gdsterir.
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West Indian Lime; Birkag tane yaygin isim iceren West Indian Lime Meksika
lime yada key lime olarakta bilinir. Meyveler yuvarlak ve sulu’dur. Meksika Laymi
turunggiller icerisinde en eksi tada sahip ¢esittir. Orta biylikliikte taghi agaclar
olustururlar. Yapraklart kiigiik, kanat¢ik belirgindir. Keskin sivri dikenleri vardir.
Olgunluk zamani gec¢ince meyveler dokiiliir. Tiiketiciler laym1 yesil olarak tiikketmek
ister. Soguklara c¢ok duyarli cesitlerdir. Tiirkiye’de yetistirilmez. Meyveyi hasat
ettikten sonra muhafazasi sonrasinda kabuk rengi sartya doniisiiyor. Meksika laymi
en ¢ok Ortadogu’da kullanilir. Buralarda meyveler kurutulur ve o sekilde tiiketilir.
Cok 6zel ve belirgin bir kokusu vardir.

Citrus aurantium; (Tuzcu 33-9 turuncu); Akdeniz basta olmak {izere
turuncgil treticisi lilkelerde en ¢ok kullanilan anagtir. Turung iizerine asili agaglarin
meyvelerinin kalitesi miikemmel olmaktadir. Kiregli topraklara dayanikli olan bu
ana¢ bazi limonlar, Satsuma mandarini ve Kamkatlar haricindeki diger cesitlerle
genellikle 1y1 bir uyusma gosterir. Bu 6zelliklerinin yaninda en biliyiik dezavantaji
Tristeza viriis hastaligmma c¢ok duyarli olmasidir. Turung, Phytophthora ssp (Kok
bogazi ¢lirtikliigli) hastaligina genelde direncli olarak tanimlanmasina ragmen, bazi
arastiricilar bunun her zaman gercegi yansitmadigini belirtmektedirler.

Citrus unshiu; 1900'1i yillarin baslarinda Japonya'dan Batum yoluyla Rize'ye
gelmistir. Meyve kabugu hasat doneminde portakal renginde ve hafif piiriizlidiir,
meyve etine baglilifi gevsektir. Olgunlasma doéneminden sonra kabugun etten
ayrilmasi kolaylagir.

Depolamaya ve tasimaya elveriglidir. Meyveleri basik sekillidir. Meyve eti
koyu portakal rengindedir. Tat, koku ve kalitesi yiiksek bir ¢esittir. Cekirdeksiz bir
cesit’tir. Genelde diizenli {irlin veren bir mandarin ¢esidi’dir. Partenokarpiye egilimi
oldukca yiiksektir. Agaglar1 yayvan tagli olup diisiik sicaklara ¢ok dayaniklidir.

Erkenci bir ¢esittir. Meyveleri Ekim ay1 ortasindan itibaren olgunlasir ve
olgunluktan sonra aga¢ lizerinde fazla kalmaz. Tiirkiye'de iiretimi en ¢ok yapilan

mandarin ¢esididir. Ozellikle Ege bolgesinde iiretilir.

Citrus clementina; Yerli bir mandarin ile turun¢ arasinda dogal bir melez
oldugu sanilan erkenci bir ¢esittir. Orta boylu, sik tagh agaclar meydana getirir ve

yapraklart mizrak seklindedir. Meyvedeki tohum sayisi tozlanmaya bagli olarak
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degisim gosterir. Meyve iriligi kiicilik ile orta; meyve sekli ise hafif basik ile yuvarlak
arasinda degisim gosterir. Meyve kabugu koyu portakal ile kirmizimsi portakal
renginde, orta kalinlikta, yiizeyi diizglin ve parlaktir. Dilim sayist 8 - 12 adettir.
Meyve eti koyu portakal renginde ve suludur.

Citrsu reshni; Kiregli ve kumlu topraklara orta derecede, 1slak topraklara ise

zayif derecede dayaniklidir. Soguklara ve 6zellikle tuzlu topraklara dayanikli’dir

Fremont; Ponkan X Klemantin yapay melezidir. Dik biiyliyen, orta boyda
agaclar olusturan bir cesittir. Meyveleri orta biiyiikliikte, yuvarlak parlak kabuklu ve
mandarinler igerisinde en koyu portakal renkli bir ¢esittir. Ancak oldukca zor
soyulur. Meyvesi sulu, tath, cekirdekli (ortalama 13 c¢ekirdek) bir gesittir. Agac
tizerinde daha ¢ok kalabilir (diger mandarinlere gore). Cok iyi bir tozlayicidir.
Tiirkiye’de ¢ok fazla yetistirilir. Orta dogu iilkelerine bu c¢esitle Onemli bir

ithracatimiz vardir.

Citrus sunki; Cin orjinli, kiiciik meyveli ve eksi bir mandarindir. Giineydogu
¢in bolgesinde ana¢ olarak yaygin sekilde yetistirilmektedir. Tristezaya ve tuza
toleranshidir. Soguklara orta derece dayaniklidir. Kiregli topraklara iyi adapte

olmaktadir.

Citrus nobilis; (King mandarini) Orjini bilinmeyen eski bir g¢esittir.
Meyvelerin dis goriiniimii karakteristiktir. Birgogu portakallarda oldugu gibi
boyutlar1 biiytiktiir. D1g kabuk rengi olgunlarda turuncu yada sarims1 turuncudur ve

kolaylikla soyulur. Fakat asir1 derecede yaglhdir. Oldukca geg olgunlagir.
Reinking Sadok; Biiyiik sar1 kabuklu meyveleri tatli, beyaz ve ¢ok suludur.
Kabuklar1 ¢ok incedir. Kis yada ilkbaharda hasat edilir.

Marsh Seedless; Bu altintop biiyiikk agaclar meydana getirir. Meyveleri
yuvarlak basik ve iridir. Orta kalinlikta olan meyve kabugu sar1 renkte olup olgunluk
ilerledikce kirli saridir. Ticari anlamda ¢ekirdeksiz, yola ve muhafazaya son derece

elverigli, sofralik ve sanayilik bir gesittir.
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Citrus latipes; Citrus ichangensis gibi soguga dayaniklidir. Fakat ¢ok cesitli
yapraklart ve daha ince kabuklari vardir. Tanaka bu tiiri Papeda boliimiine
yerlestirmistir.

Citrus micrantha var. Microcarpa; C. micrantha var. Microcarpa
Citrus larda en kiigiik meyve ve ¢iceklere sahiptir.

Citrus celebica; Swingle’e gore Papeda alt cinsi igerisinde yer almaktadir.

Citrus amblycarpa; Tasli dis kabugu ve acik turuncu rengiyle bir turung
benzerdir. Meyve eti acik saridir ve 21 segmente ayrilmistir. Herbir segmentte 1
tohum vardir.

Citrus depressa; Kiicik meyveli mandarin grubunda yer almaktadir.
Meyveleri ¢ok kiiclik, turuncu renklidir.

Citrus myrtifolia; Bir turung tiiriidir fakat, dekoratif goriinimii vardir.
Yavas biiylime 6zelligine sahiptir ve dikensizdir. Bogum aralar1 kisadir ve genelde
lizerine asili ¢esitlerde kiiciik ta¢ olusumuna neden olur. Bodur anag¢ olarak
kullanilmaktadir.

Tayvan Turuncu (Citrus taiwanica); Bir turun¢ melezi oldugu

diistiniilmektedir. Turungtan iistiin yan1 77isteza’ya daha tolerant olmasidir.

Citrus bergamia; Agaglar1 orta kuvvetli, yaygin biiylime Ozelligindedir.
Meyveleri yuvarlak, sar1 renkli, meyvesi ¢ok asidik ve ¢ok ¢ekirdeklidir. Bergamot
yag1 ¢ay ve parflimlerde ¢ok kullanilmaktadir.

Citrus natsudaidai (Natsudaidai ); Japonya’da 17.yy’ da bulunmustur.
Japonyada ya altintop yada portakal olarak adlandirilmaktadir.

Citrus junos (Yuzu CRC); C.ichangensis swing ile Citrus reticulata melezi
oldugu bildirilmektedir. Bu ana¢ Phytophthora ssp.’ye direncliligi, lizerine asili
agaglarin uzun omiirlii olusu, soguklara dayaniklilig1 ve {i¢ yapraklidan daha etkili
bir sekilde besin elementlerini absorbe etmesi nedeni ile ilgiyi {izerine ¢ekmistir.
Kazik kokii topragin derinliklerine gittiginden kurakliliga kars1 dayanikliligr yiiksek
bulunmustur. Fidan déneminde biiylimesi yavagstir ve iizerine asili agaclarin meyveye

yatmasi geg olur.
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Citrus meyeri; Ticari anlamda ¢ekirdeksiz bir limon ¢esididir. Cok sulu, ince
ve parlak kabuklu, limon seklinde bir ¢esittir. Erken yaslarda meyveye yatar. Bu
limon Kasim ayindan itibaren kabuk rengini portakal rengine (turuncuya) gevirmeye
baslar. Meyve eti de portakal rengine ¢evrilmeye baglar. Bu ¢esit ince kabuklu

olmasi nedeniyle yola ve muhafazaya dayanikli degildir.

Yafa; Yerli portakallardan bir tanesinde meydana gelen g6z (tomurcuk)
mutasyonu sonucu ortaya cikmistir. Turunggil g¢esitlerinin %95°1 dogal goz
mutasyonu sonucu ortaya ¢cikmistir. Yafa agaclarinin tact daginiktir. Dallar1 diger
portakallara gore gevsektir. Yafa agaclari biliylik agaclardir. Yapraklar iri ve diger
portakallara gore daha acgik renklidir. Meyveleri orta iri ve/veya iridir. Meyve sekli
oval sekillidir. Meyveleri piirtizliidiir. Yafa ticari anlamda cekirdeksiz bir cesittir.
Meyve suyu orta diizeydedir. Meyveleri kalin kabukludur. Dilimler kolay soyulur.

Dilim zar1 incedir. Meyve eti gevsektir.

Navelina; En erkenci gdbekli portakaldir. Ihracat agisindan ¢ok Snemlidir.
Agaglar giiclii bir yapiya sahiptir. Meyve agirligi 200 — 250 gramdir. Cekirdeksizdir
(Tuzcu, 2002).
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Sekil 3.1. Severinia buxifolia SRA (1), Citrus natsudaidai (2), Aegle marmelos (3),
Balsamocitrus dawei (4), Citrus sunki (5), Citrus amblycarpa (6), Citrus
aurantium (7), Citrus benikoji (8), Citrus bergamia(9).

Sekil 3.2. Citrus canaliculata (10), Citrus depressa (11), Citrus excelsa (12), Citrus
hanaju (13), Citrus hassaku (14), Citrus hiroshima (15), Citrus
intermedia (16), Citrus iyo (17), Citrus keraji (18).
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Sekil 3.3. Citrus lumia (19), Citrus macrophylla (20), Citrus moi (21), Citrus
myrtifolia (22), Citrus natsudaidai (23), Citrus sudachi (24), Citrus
sulcata (25), Citrus tachibana (26), Citrus tamurana (27).

Sekil 3.4. Citrus winter (28), Citrus leiocarpa (29), Citrus meyer (30), Clausena
lansium (31), Clausena excavata (32), Citrus clementina (33),
Eremocitrus glauca (34), Citrus junos (Yuzu)(35),
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Sekil 3.5. Fortunella margarita (36), Fortunella obovata (37), Citrus reticulata
var.Fremont (38), Glycosmis pentaphllya (39), Citrus sinensis var.
Hamlin (40), Hesperethusa crenulata (41), Citrus limon var. Kiitdiken
(42), Microcitrus australasica (43), Citrus paradisi var. Marsh seedless

(44),

Sekil 3.6. Murayya paniculata (45), Citrus sinensis var. Navelina (46), Citrus
reticulata var Ortanique (47), Poncirus trifoliata var. Beneke (48),
Citrus jambhir (49), Citrus sudachi (50), Citrus taiwanica (51).
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3.2. Metod

3.2.1 Mikroatellit (SSR) Analizleri

Arastirmada mikrosatellit analizleri Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimii Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.2.1.1 DNA izolasyonu

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Béliimiine ait
“Tuzcu Turunggiller Koleksiyonun’dan saglanan bitkisel materyallerden DNA
izolasyonu, C.U.Z.F. Bahge Bitkileri Boliimii Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

DNA parmakizlerini belirlemek amaciyla DNA ekstraksiyonu yapilacak

cesit/tiplerin yar1 agilmis geng yapraklari ilkbahar doneminde alinmaistir.

Sekil 3.7. DNA Izolasyonu Yapilan Yaprak Ornekleri
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Bunun en biiyiilk nedeni, DNA ile birlikte ekstrakte edilen bilesiklerden
ozellikle fenoller ve onlarin oksidasyon iirlinleri ile orta lamel ve hiicre duvarindan
sentezlenen polimerik karbonhidratlarin DNA’ya baglanarak DNA’nin safligim
bozmalaridir. Dolayisiyla, 06zellikle fenollerin ve polimerik karbonhidratlarin
nispeten daha az bulundugu siirgiin uglarindaki 2-3 yaprakeik alinmistir. DNA
izolasyon yontemi olarak daha once turunggillerde basar1 ile uygulanmis olan
Dellaporta ve ark (1985), kullandiklar1 yontem modifiye edilerek kullanilmistir
(Aka-Kagar, 2001).

» 3 g geng yaprak alinarak, havan igerisinde sivi azot ile iyice ogitiiliir (Sekil

3.8.),
> Ogiitiilen yaprak &rnekleri 50 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilir,

» Tipler oda sicakliginda birkag dakika bekletildikten sonra 15 ml
ekstraksiyon buffer A eklenerek 65 °C’de 30 dk. Inkiibe edilir,

» 2 dk. buz iizerinde bekletilir,
» 6 ml 5M KAc eklenerek 5 dk. buz lizerinde bekletilir,

> 13.475 rpm’de 4 °C’de 20 dk. santrifiij edilerek (Suprafuge 22, Heracus-
Sepatech), silipernatant temiz bir santrifiij tiipiine aktarilir ve 15 ml

isopropanol (-20 °C) eklenir,
» 15-30 dk. oda sicakliginda bekletilerek, 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij yapilir,
» Sivi kisim tiipten uzaklastirilir ve tiipler 1 dk. ters ¢evrilerek bekletilir,

» 5 ml 76% ETOH+NH4Ac (10mM) soliisyonu c¢okelen (pellet) kisma
eklenerek yikama yapilir ve oda sicakliginda 20 dk. bekletilir,

> 4 °C’de 10 dk. 5000 rpm’de santrifiij edilerek ve iist kisim (siipernatant)

tiipten uzaklastirilir,
» 1.5mlT 50Ejgeklenerek 1 sa. 37°C °de calkalanarak inkiibe edilir,

» 150:1 NaAc (3M) eklenerek, buz tizerinde 20 dk. bekletilir,
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>

12.000 rpm hizda 15 dk. santrifiij edilerek sivi faz temiz bir santifiij tiipline
almarak Ttizerine 15 ml isopropanol eklenir ve DNA iplik¢iklerinin

coktiirlilmesi saglanur,

30-60 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 6000 rpm’de 10 dk. tekrar
santrifiij edilir,

Sivi kisim tiipten uzaklastirilarak ¢okelti 37 °C’de 30 dk. inkiibe edilir,

5 ml 76% ETOH+NH4Ac (10mM) soliisyonu c¢okelen (pellet) kisma

eklenerek yikama yapilir ve oda sicakliginda bekletilir,
10.000 rpm’de 10 dk. santrifiij yapilir, sivi kisim tiipten uzaklastirilir,
Tiip icerisindeki ¢okelti (DNA=pellet) 37 °C’de 30 dk. kurutulur,

Kurutulan ¢okelti (DNA) 500:1 TE+RNAse soliisyonunda ¢ozdiiriilerek -20

°C>de saklanir.

Sekil 3.8. DNA Izolasyonunda Yapraklarin Ogiitiilmesi
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3.2.1.2. Mikrosatellit (SSR) Analizleri PCR kosullar

Bitkisel materyallerden izole edilen DNA’lar seyreltilerek sentetik olarak
hazirlanmis mikrosatellit primerleri ve tiim reaksiyon komponentleri eklenerek
thermal cycler (model) icerisine yerlestirilmistir. Reaksiyon ve PCR kosullar

asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Reaksiyon Kosullari:

= (.5 ml eppendorf tiipte:

» 25 ng genomik DNA

* 1X PCR reaksiyon buffer (10Mm Tris-HCI pH: 9.0, 50mM KCl, %
0.1 Triton x100, %0.01 (w/v gelatin)

= 2.0 mM MgCl,
= 2.5 pM primer (forward ve reverse)

= (.6 Uinite Taq polimerase

Toplam hacim:10ul olacak sekilde asagida verilen kosullarda reaksiyon

gergeklestirilmistir.
PCR Dongii Program
94 °C 5 dk on “’denaturation”’
94 °C 1 dk DNA’nin ¢ift ipliginin ayrilmasi‘’denaturation”’

55"-60 °C 30 sn  primerlerin baglanmasi “annealing”’

72°C 1 dk yeni iplik¢igin yazilimi “’extention”’
72°C 4 dk son yazilim
4°C o
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LiCor DNA analiz sistemi i¢in hazirlanan primerlerle yapilacak analizler igin

farkli PCR kosullar1 kullanilmistir. PCR kosullart asagidaki sekilde gergeklesmistir.

LiCor PCR Reaksivonlari

Kullanilan Kimyasallar Her 6rnek i¢in kullanilan miktar (ul)

ddH,O 5.00
PCR Master Mix 2X 8.00
MgCl, 0.50
Taq DNA polimeraz 0.05
M13 primer (Forward) 0.50
F + R primer 1.00
DNA (5ng) 5.00
Toplam Hacim 10 ul

DNA’lar, sentetik olarak hazirlanmis floresan etiketli mikrosatellit primerleri
ve tiim reaksiyon komponentleri eklenerek “termal cycler” igerisine yerlestirilmistir

Sekil 3.9. PCR dongii programinda herhangi bir degisiklik yapilmamuigtir.

Sekil 3.9. Thermal Cycler
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Mikrosatellit Analizlerinde Kullanilan Primerler

Mikrosatellit analizlerinde toplam 15 adet primer ¢ifti kullanilmistir. Bu
primerler Roose ve ark., (yayinlanmamis) tarafindan karakterize edilmistir.
Arastirmada kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5 de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Mikrosatellit Analiz Asamalarinda Kullanilan Forward Primerler

No. | Primer Tekrarlanan | Forward Primer Forward
Numarasi | Motif {}rziﬁiﬁflgu
1 54 (CAT), AACACCTTAAGGCTGCAGGA 20
2 83 (AC), CCAAAAGTTCTTGATTTCGTTG 2
3 84 (CA), CTGCCCTACAGAGAGCGTAGA 11
4 105 (AC), TTGGACCCGAGAGTACAAGC 20
5 139 (TG)n CATGTGGATGCGAAGAGGTA 20
6 161 (AC), AGAGTTCAAGCGCCTTGGTA 20
7 171 (CA), TGCACACACACATACACATGC 71
8 173 (CA), GCATAGAATAAGAAATGACAGCAAA 75
9 174 (CA), AAAACAACTTCACGAGTCACAA 2
10 178 (AC)y TTCCATGATTGACCATTTGC 20
11 415 (ATG), GTACACGATGAGGGGAGCAA 20
12 432 (ATG), CGAACGGGGTGACTTAAAAA 20
13 559 (TG)n AACCATTACGCTCACCGAAG 20
14 562 (CAT), GCAACGTTGTGGACTGTGAT 20
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Cizelge 3.3. Mikrosatellit Analiz Asamalarinda Kullanilan Reverse Primerler

No. | Primer Tekrarlanan | Reverse Primer Reverse
Numarasi Motif Primer
Uzunlugu

1 54 (CAT), CGTTGTTGATGATTCTTGATGA 22
2 83 (AC), TCGTCAACCTCCATGCTGTA 20
3 84 (CA), GTGCCGCATCTGATTTCAA 19
4 105 (AC), CCAGTGTGCTTGGCATTTTT 20
5 139 (TG), GGCTTTTCAAACATGTCAAACA 22
6 161 (AC), ACATGCATATTGCTCCTCCA 20
7 171 (CA), GACGGTGCAAAGAAAGCACT 20
8 173 (CA), ATGCCTGCACCTTTGGTAAG 20
9 174 (CA), GATGGGCAGCATGTAGTTCA 20
10 178 (AC), GTTCCTGCCAGCAGCATAGT 20
11 415 (ATG), CTCCCTCACAGCTTCACCA 19
12 432 (ATG), CTTGAGGGTGAGGCAGTGAC 20
13 559 (TG)n CCCTAATTGCATCTTCCCAAT 21
14 562 (CAT), TTCGTTAATTATGCTTCCATGA 22

Cizelge 3.4. Floresan Etiketli Forward Primerlerin Baz Dizinleri

Primer Forward Primer
161 CACGACGTTGTAAAACGACAGAGTTCAAGCGCCTTGGTA
174 CACGACGTTGTAAAACGAC

AAAACAACTTCACGAGTCACAA
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Cizelge 3.5. Floresan Etiketli Reverse Primerlerin Baz Dizinleri

Primer Reverse Primer
161 ACATGCATATTGCTCCTCCA
174 GATGGGCAGCATGTAGTTCA

3.2.1.3. Mikrosatellit Elektroforez Kosullari

Elde edilen PCR fiiriinlerinden 5 ul ¢ekilerek + 2ul yiikleme buffer: eklenmis
ve % 0.9°lik agaroz jelde Sekil 3.10., 1X TAE (Trizma Base, Glacial Asetic Asid,
EDTA(Na,.EDTA.H,0) buffer eklenerek kosulmustur. Jel % 0.1 oranindaki
ethidium bromide solusyonu ile boyanmis ve UV altinda fotograflar1 ¢ekilerek

amplifikasyon irlinlerinin varligi belirlendikten sonra Polyacrilamide Gel

Elektroforezde (PAGE) kosma islemine gecilmistir.

Sekil 3.10. Agarose Jel Elektroforez
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Polyacrilamide Jel Elektroforez

% 6 konsantrasyonda poliakrilamid jel hazirlamak igin;

100 ml’lik

43 g iire,

10 ml 10X TBE buffer,(Tris-Base, Boric asit, EDTA(Na,.EDTA.H,0))

15 ml % 40’lik Acrylamide (19:1Acrylamide,N,N’ methylene bis-acrylamide)
500 pl amonium persulfate (0.1g/1ml),

100 pl TEMED,

75 ml ddH20 igeren soliisyon hazirlanir.

Hazirlanan soliisyon siringa yardimi ile elektroforez aparatina enjekte

edilerek Sekil 3.11., polimerize olmasi beklenir Sekil 3.12.

LiCor icin Poliakrilamide Jel hazirhg:

Elde edilen PCR firiinlerini kosmak amaciyla % 6.5 poliakrilamide jel hazirlanmistir.

Poliakrilamide jel hazirlamak amaciyla;

Ure 8.4¢g
%350 Long Ranger Akrilamide 2.6 ml
10X TBE Buffer 2.0 ml
TEMED 15 ul

Amonyum Persulfat (APS-%10) 150 pl

Solusyonlar1 karistirilip elekroforez aparatina dokiilerek, yaklasik 2 saat polimerize

olmasi1 beklenmistir.
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LiCor Elektroforez kosullar:

Jel polimerizasyonu tamamlandiktan sonra aparat cihaza yerlestirilerek 1000
V, 35 mA, 25 W 45°C’de yaklasik 30 dk. 6n 1sitma yapilarak ardindan esit miktarda
formamide yiikleme buffer1 eklenmis ve 95°C de 2 dk denatiire edilmis érneklerden
0.5ul elektroforeze yiiklenerek 1500 V, 35 mA, 50 W 48°C’de elektroforez
kosullarinda 1.5 saat kosulmustur. Amplifiye edilmis iirlinler 50-350 bp
uzunlugundaki DNA marker (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) kullanilarak

hesaplanmustir.

Sekil 3.11. Polyacrlyamide Jelin Enjektor Yardimiyla Dokiilmesi
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Sekil 3.12. Polyacrlyamide Jelin Bekletilmesi

PCR reaksiyon firiinlerini yiiklemeden once 700 ml 1X TBE buffer
elektroforeze eklenerek 90 W’da 1-1.5 saat 6n 1sitma (preheating) yapilmistir Sekil
3.13. Bu asamada jelin sicakliginin 40-50 °C olmasi gereklidir. Her 20 ul’lik PCR
reaksiyonu i¢in 8 pul loading buffer eklenerek 95 °C’de denatiire edilmistir.
Denatiirasyon igsleminden sonra her bir 6rnek i¢in 4 ul ylikleme yapilarak ve 80 W,~
1900-2100 V’da 2.5-3 saat elektroforezde kosulmustur. Elektoforez aleti olarak,
Sequi-Gen® GT Nucleic Acid Elektrophresis Cell (BIO RAD) kullanilmistir.
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Sekil 3.13. Polyacrlyamide Jelde On Iisitma Yapilmasi

Sekil 3.14. PCR Uriinlerinin Jelde Ilerlemesi
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Giimiis Nitrat Boyama

Elektroforezde kogsma islemi tamamlandiktan sonra jel oncelikle fiksatif
solusyon (% 10’luk glacial asetik asit) icerisine koyularak 20 dk. ¢alkalanmis, daha
sonra 3 kez ddH,O ile calkalanarak, 20-30 sn kurumaya birakilmistir. Jel boyama
solusyonuna (1 paket AgNO; + 3ml %37°lik Formaldehite 2 L saf suda ¢oziiliir)
transfer edilerek 30 dk. bu solusyonda bekletilmis ve daha sonra developing
solusyonuna (10 g Na,CO; 2L saf suda ¢oziiniir ve 10 C’ ye sogutulduktan sonra
tizerine 3 ml Formaldehite ve 400 pl Sodyum Thiosiilfate eklenir) aktarilarak bantlar
goriilene kadar calkalanmistir. Bantlar goriilmeye baglayinca 2-3 dk tekrar
developing solusyonuna koyulmustur. Bu solusyon iizerine fix/stop solusyon direkt
olarak eklenerek bantlarin daha iyi goériinmesi ve kalict olmasi saglanmistir. Son
olarak jel 2 kez ddH,0 ile ¢alkalanarak kurumaya birakilmis ve 6zel tarayici aracilig

ile goriintiilenmistir.

3.2.2. Sonuglarin Degerlendirilmesi

3.2.2.1. DNA Kalitesi ve Kantitesinin Belirlenmesi

DNA izolasyonlar1 sonucu elde edilen DNA’lar TE c¢ozeltisi igerisinde 1:50
oraninda sulandirilarak DNA’larin konsantrasyonlari ve safliklar1 spektrofotometrede

(Nanodrop) Sekil 3.15 de 260 ve 280 nm’de okuma yapilarak belirlenmistir.\

Sekil 3.15. DNA Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesinde Kullanilan

Spektrofotometre
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3.2.2.2. Benzerlik indeksleri ve Dendogramlarin Olusturulmasi

Mikrosatellit analizlerinde PAGE sonucu elde edilen bantlar, bant olma veya
olmama durumlarina gore “1” veya “0” seklinde ve amplifikasyon bulunmayan
durumlarda ‘9>’ olarak degerlendirilerek benzerlik indeksleri olusturulmustur (Nei
ve Li, 1979). Bantlarin degerlendirilmesinde 25 bp DNA markir kullanilmistir..
Benzerlik indeksleri Nei ve Li, 1979 tarafindan gelistirilen ve asagida verilen

“’Benzerlik indeksi’’ formiiliine gore hesaplanmistir.

Sekil 3.16. % 6’lik PAGE’de Kosularak Elde Edilmis 25 bp Biiytikliigiinde DNA
Markiri

Cinsler, tiirler ve ¢esitler arasindaki genetik benzerlikler ve bu benzerliklere
dayali dendogramlarin olusturulmasi Rolf (1992) tarafindan gelistirilen NTSYS
(Numerical Taksonomy and Multivariarte Analysis System, Version 2.0) adh

bilgisayar paket programi kullanilarak yapilmstir.
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Benzerlik indeksi=2 Nij
Ni+Nj
Nij: iki ¢esitteki homolog (ortak) bant sayist
Ni+Nj:iki ¢asitteki toplam bant say1s1

3.2.3.3 Lokus Basina Diisen Allel Sayis1

Lokus Basina Diisen Allel Sayisi= Elde edilen toplam allel sayisi

Lokus sayis1
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Turunggil akrabalarina ait cins, tiir, ¢esit ve tiplerin arasindaki genetik
iligkileri ortaya koymak ve turunggil taksonomisine 1sik tutmak i¢in yapilan bu
calismada Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Béliimiine ait
“Tuzcu Turunggiller Koleksiyonu” igerisinde yer alan turuncgil ve akrabalarina ait
cins, tiir, cesit ve tipler’den belirlenmis 88 genotip ve 15 adet SSR primeri

kullanilmastir.

4.1. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.1. Mikrosatellite (SSR) Analizi Sonuglar

Bu c¢alismada kullanilan 15 SSR primerinden 13 tanesinde istenilen
amplifikasyon gergeklesmistir. Istenilen amplifikasyon ger¢eklesmeyen ACO1 ve
CT19 primeri degerlendirmeye alinmamustir.

Primer #54: (CAT), tekrar1 igeren #54 no’lu primerin tekrar uzunlugu 20 bp
ve 150, 163, 166, 169, 172, 175 bp olmak iizere toplam 6 adet polimorfik bant elde
edilmistir. Tezde belirtilmis olan SSR protokolii ile istenilen amplifikasyon elde
edilmis, karakterizasyon ¢aligmalar1 icin kaliteli bantlar elde edilmistir. Her genotip
i¢in en az bir en fazla ii¢ adet bant elde edilmistir. Clausena lansium, Kobasu ve
Casimiroa tetrameria bu primerle PCR sonucu amplifikasyon gergeklesmedigi icin
jel gorlintlisiinde bant olusturmamislardir. Eremocitrus glauca 163 ve 169 bp,
Fortunella margarita ve Fortunella japonica’da 163 bp, Poncirus trifoliata var.
Beneke 163 bp, C-32 163 bp, Citrus unshiu 163 bp, Citrus sinensis var. Yafa ve
Citrus sinensis var. Navelina 163 ve 169 bp biiylikliiglinde bant olusturmuslardir.
Ayrica bu primerle yapilan analiz sonucunda digerlerinden farkli olarak Citrus
assamensis 163-166 ve 169 bp olmak lizere li¢ adet bant meydana gelmistir. 54 no’lu
primerle elde edilen bantlardan 175 bp biyiikliigiindeki bant Citrus moi ve Citrus

ujukitsu genotiplerinde 150 bp’lik bant yalnmzca Microcitrus australasica ve Citrus
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sinograndis genotiplerinde elde edilmistir. Bu primere ait jel goriintiileri Sekil 4.1.
ve Sekil 4.2°de goriilmektedir.

Primer #84: (CA), tekrari igeren 21 bp uzunlugundaki #84 no’lu primer 127,
145, 150, 157, 160, 171, 173, 175, 178, 183, 193, 197, 204, 207 bp olmak iizere
toplam 14 adet polimorfik bant elde edilmistir.Tezde belirtilmis olan standart SSR
protokolii ile istenilen kalitede bantlar elde edilmis ve turunggil akraba ve tiirlerinin
karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmas1 uygun bulunmustur. Bu primerle yapilan
PCR analizi sonucunda yalnizca Citrus clementina amplifikasyon gerceklesmemistir.
Clausena lansium 178 ve 193 bp, Eremocitrus glauca 193 bp, Poncirus trifoliata
var.Beneke 178-193 ve 204 bp, Citrus sunki 183 ve 193 bp, Fortunella margarita ve
Fortunella japonica 193 bp, Citrus sinensis var. Yafa ve Citrus sinensis var.
Navelina 193 ve 204 bp biyiikliiglinde bant olusturmuslardir. 127 bp
bliytikliglindeki bant yanlizca Clausena excavata’da, 207 bp biiyiikliigiindeki bant
ise yalmzca Citrus shunkokan‘da meydana gelmistir. Bu primere ait jel goriintiileri
Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’de goriilmektedir.

Primer #415: (ATQG), tekrar1 iceren 20 bp uzunlugundaki #415 no’lu primer
121, 125, 127, 134 bp biiyiikliiglinde olmak tizere toplam 4 adet polimorfik bant elde
edilmistir. Tezde belirtilen SSR protokolii ile ¢cok kaliteli bantlar meydana gelmistir.
Citrus myrtifolia’da amplifikasyon gerceklesmemis, 121 bp biiyiikliigiindeki bant
yalnmzca Clausena lansium genotipinde olusmustur. Poncirus trifoliata var.Beneke
127 bp, C-35 ve C-32 127 bp, Fortunella margarita, Fortunella japonica tiirlerinde
125 bp, Citrus limon var.Kiitdiken 125 bp, Citrus sinensis var. Yafa ve Citrus
sinensis var. Navelina 125 ve 127 bp biyiikliigiinde bant olusturmuslardir. Bu
primere ait jel goriintiileri Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da goriilmektedir.

Primer #432: (ATQG), tekrar1 igeren 20 bp uzunlugundaki 432 no’lu
primerden 215bp-350bp arasinda toplam 8 adet polimorfik bant elde edilmistir. Her
genotip i¢in en az bir bant en fazla ii¢ adet bant elde edilmistir. Yapmis oldugumuz
SSR protoklolii ile ¢ok kaliteli ve ayirt edilebilir bantlar elde edilmistir. Pamburus
missionis ve Citrus celebica tiirlerinde amplifikasyon ger¢eklesmemistir. Citrus
sinensis var. Yafa, Citrus sinensis var. Navelina ve Citrus reticulata var. Ortanique

239 bp biiyiikliiglinde bir adet, Citrus intermedia 215-229 ve 239 bp olmak iizere ii¢
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adet polimorfik bant elde edilmistir. Bu primere ait jel goriintiileri Sekil 4.7. ve Sekil
4.8.’de goriilmektedir.

Primer #559: (TG), tekrar1 igeren #559 no’lu primer 214, 260, 268, 270, 275,
278 bp biiyiikliiglinde toplam 6 adet polimorfik bant elde edilmistir. Her genotip i¢in
en az bir en fazla iki adet bant olugsmustur. Ayrica bu primerle elde edilen jel
gorlntiilerinde kaliteli ve ayirt edilebilir bantlar meydana gelmistir. Citrus
assamensis ve Casimiroa tetrameria genotiplerinde PCR sonucu amplifikasyon
gerceklesmemistir. Clausena lansium 260 bp biylikliglinde bir adet, Clausena
excavata 270 bp blylkliglinde bir adet, Murraya paniculata 260 ve 270 bp
blytikliginde iki adet, Poncirus trifoliata var.Beneke, C-35 ve C-32 260 bp
biiyiikliigiinde bir adet, Citrus sinensis var. Hamlin 260 bp ve 278 bp biiyiikliiglinde
toplam iki adet bant elde edilmistir. 214 bp biiyiikliigiindeki bant yalnizca
Eremocitrus glauca genotipinde elde edilmistir. Ayrica Citrus sinensis var. Yafa,
Citrus sinensis var. Navelina ve Citrus reticulata var. Ortanique 260 bp
biiyiikliigiinde bir adet bant olusturmuslardir. Bu primere ait jel goriintiileri Sekil 4.9.
ve Sekil 4.10.’da goriilmektedir.

Primer #173: (CA), tekrar1 igeren #173 no’lu primer 177, 181, 183, 185, 198,
212 bp biiyiikliigiinde toplam 6 adet polimorfik bant elde edilmistir. Her genotip i¢in
en az bir en fazla ii¢ adet bant olusmustur. Citrus micrantha var. Microcarpa, Citrus
honaju, Citrus moi, Citrus excelsa, Citrus myrtifolia, Citrus winter genotiplerinde
amplifikasyon gerceklesmemistir. Citrus hassaku 185-198-212 bp olmak iizere {i¢
adet bant elde edilmistir. Ayrica 212 bp biiyiikliiglindeki bant yalnizca Citrus
hassaku genotipinde meydana gelmistir. Clausena lansium 181 bp biiyiikliiglinde bir
adet, Clausena excavata 183 bp biiyiikliiglinde bir adet, Murraya paniculata 181 ve
183 bp biyiikliginde iki adet, Poncirus trifoliata var.Beneke, C-35, C-32,
Fortunella margarita ve Fortunella japonica genotiplerinde, 185 ve 198 bp olmak
tizere iki adet bant elde edilmistir. Bu primere ait jel goriintiileri Sekil 4.11. ve Sekil
4.12.’de goriilmektedir.

Primer #171: (CA), tekrar1 i¢ceren 21 bp uzunlugundaki #171 no’lu primer
138, 140, 142, 146, 150, 152, 159, 162, 175, 180, 235 bp biiyiikligiinde toplam 11

adet bant elde edilmistir. Her genotip i¢in en az bir en fazla dort adet bant meydana
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gelmistir. Severinia buxifolia, Citrus aurantium (Tuzcu 33-9), Citrus assamensis,
Citrus davaoensis genotiplerinde amplifikasyon gerceklesmemistir. 180 bp
biiyiikliigiindeki bant yalnizca Citrus benikoji genotipinde, 175 bp biiyiikliigiindeki
bant Citrus micrantha ve Citrus lumia genotiplerinde meydana gelmistir. Citrus
sinensis var. Yafa, Citrus sinensis var. Navelina ve Citrus reticulata var. Ortanique
146 ve 159 bp biiyiikliigiinde iki adet, Citrus aurantifoli var. West Indian 150 ve 159
bp biiytikliiglinde iki adet, Citrus clementina 138 ve 140 bp biiyiikliiglinde iki adet,
Citrus reticulata var. Fremont 138 ve 146 bp biiyiikliiglinde iki adet bant elde
edilmistir. Ayrica Citrus sinensis var. Hamlin ve Citrus unshiu genotiplerinde 146-
150-159 ve 162 bp biiytikliiglinde dort adet bant elde edilmistir.

Primer #178: (AC), tekrar1 igceren 20 bp uzunlugundaki #178 no’lu primer
167, 197, 200, 206, 211, 215, 223 bp biiyiikliigiinde toplam 7 adet bant elde
edilmistir. Clausena excavata, Murraya paniculata, Citrus celebica, Citrus keraji,
Citrus tamurana, Citrus taiwanica, Citrus myrtifolia, Citrus meyeri ve Citrus tardiva
genotiplerinde amplifikasyon ger¢eklesmemistir. Her genotip i¢in en az bir en fazla
lic adet bant elde edilmistir. 223 bp biiyiikliigiindeki bant yalnizca Calusena lansium
genotipinde meydana gelmistir. Glycosmis pentaphylla 197-206 ve 211 bp,
Hesperethusa crenulata 200-206 ve 211 bp, Eremocitrus glauca 200-206 ve 211 bp,
Poncirus trifoliata var. Beneke 167-206 ve 211 bp, Citrus davaoensis 197-206 ve
211 bp, Citrus webberii 197-200 ve 211 bp, Citrus excelsa 197-206 ve 211 bp, Citrus
sunki 197-200 ve 211 bp biiyiikliigiinde toplam ii¢ adet bant olusmustur. Citrus
sinensis var. Yafa, Citrus sinensis var. Navelina genotiplerinde 206 ve 211 bp
biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir. Bu primere ait jel goriintiileri Sekil 4.13.’de
goriilmektedir.

Primer #83: (AC), tekrar1 iceren 22 bp uzunlugundaki #83 no’lu primer SSR
protokolii kullanilarak yapilan ¢alismada istenilen kalitede ve ayirt edilebilir bantlar
elde edilmistir. Bu primerle yapilan analiz sonucunda 189, 191, 193, 195, 197, 200,
203, 205, 207, 210, 212 bp biiyiikliigiinde toplam 11 adet polimorfik bant elde
edilmistir. Her genotip i¢in en az bir en fazla ii¢ adet bant olusmustur. Aeglopsis
chevalieri, Hesperethusa crenulata, Atalantia ceylanica, Citrus intermedia

genotiplerinde amlifikasyon meydana gelmemistir. Clausena lansium, Clausena
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excavata, Glycosmis pentaphylla 197 ve 205 bp, Eremocitrus glauca 195 bp, Citrus
aurantifolia var. West Indian 203 ve 210 bp, Citrus limon var. Kiitdiken 203 ve 207
bp, Citrus clementina 193 bp, Citrus celebica 193 ve 212 bp, Citrus sinensis var.
Hamlin 210 bp biiyiikliigiinde bant olusturmuslardir. Bu primere ait jel goriintiileri
Sekil 4.14.’de goriilmektedir.

Primer #562: (CAT), tekrar1 igeren 20 bp uzunlugundaki #562 no’lu primer
209, 215, 222, 257, 271 bp biylikliiglinde toplam 5 adet polimorfik bant elde
edilmigtir. Tez’de belirtilmis olan SSR protokolii kullanilarak yapilan calismada
istenilen kalitede ve beklenen biiyiikliikte bantlar elde edilmistir. Her genotip i¢in en
az bir en fazla ii¢ adet bant olusmustur. Clausena lansium, Murraya paniculata,
Aeglopsis chevalieri, Pamburus missionis, Severinia buxifolia, Pleiospermium
alatum, Citrus aurantium (Tuzcu 33-9), Citrus celebica, Citrus webberii, Citrus
indica, Citrus tachibana, Citrus junos, Casimiroa tetrameria genotiplerinde
amplifikasyon gerceklesmemistir. Citrus sinensis var. Yafa, Citrus sinensis var.
Navelina genotiplerinde 215 ve 222 bp Citrus reticulata var.Ortanique 215 ve 257 bp,
Citrus meyeri 215 ve 222 bp, Citrus grandis var. Reinking Sadok, Citrus miaray 222
bp, Eremocitrus glauca 209 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir.

Primer #139 bp: (TG), tekrar1 i¢ceren 22 bp uzunlugundaki #139 no’lu primer
173, 178, 186, 193, 198, 200, 225 bp uzunlugunda toplam 7 adet polimorfik bant
elde edilmistir. Her genotip i¢in en az bir en fazla {i¢ adet bant olusmustur. Clausena
excavata, Murraya paniculata, Aegle marmelos, Aeglopsis chevalieri, Pamburus
missionis, Severinia buxifolia, Pleiospermium alatum, Poncirus trifoliata var.Beneke,
C-35, Fortunella margarita, Fortunella japonica, Citrus excelsa, Citrus myrtifolia,
Citrus bergamia, Citrus junos, Citrus leiocarpa, Citrus miaray, Casimiroa
tetrameria genotiplerinde amplifiksayon ger¢ceklesmemistir. Calusena lansium 193
bp, Glycosmis pentaphylla 186 bp, Balsamocitrus dawei 186 ve 198 bp, Citrus limon
var.Kiitdiken 186 ve 198 bp, Citrus nobilis 186 bp, Citrus canaliculata 186 bp,
Citrus sinensis var. Yafa, Citrus sinensis var. Navelina genotiplerinde Citrus
reticulata var.Ortanique 215 ve 257 bp, Citrus meyeri 215 ve 222 bp, Citrus grandis
193 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir.
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Primer #174: (CA), tekrar1 igceren ve 22 bp uzunlugundaki #174 no’lu primer
156, 158, 161, 162, 180, 185, 189, 210 213, 280 bp biiyiikliigiinde toplam 10 bant
elde edilmistir. Elektoforez aleti olarak, Sequi-Gen® GT Nucleic Acid
Elektrophresis Cell (BIO RAD) kullanilarak yapilan analizde kaliteli bantlar elde
edilememis, bu nedenle fluerasan etiketli primerlerin kullanildig1 Li-Cor elektroforez
aleti kullanilmistir. Her genotip icin en az bir en fazla {i¢ adet bant olusmustur. Citrus
sinensis var. Yafa 158 ve 280 bp, Citrus excelsa 158 bp, Citrus latipes 158 bp, Citrus
celebica 156 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir. Citrus sinensis var. Navelina da

amplifikasyon gerceklesmemistir.

Primer #161: (AC), tekrar1 igeren 20 bp uzunlugundaki #161 no’lu primer
standart SSR protokolii ile istenilen kalitede bantlar elde edilememistir. 154, 156,
160, 166, 168, 172, 174, 176, 180, 182, 185 bp uzunlugunda toplam 11 adet
polimorfik bant olusmustur. Elektoforez aleti olarak, Sequi-Gen® GT Nucleic Acid
Elektrophresis Cell (BIO RAD) kullanilarak yapilan analizde kaliteli bantlar elde
edilememis, bu nedenle fluerasan etiketli primerlerin kullanildig1 Li-Cor elektroforez
aleti kullanilmistir. Clausena excavata, Glycosmis pentaphylla, Pamburus missionis,
Eremocitrus  glauca, Microcitrus australasica, Citrus canaliculata, Citrus
intermedia, Citrus webberii, Citrus myrtifolia, Citrus tachibana, Citrus karna, Citrus
sudachi, Citrus sinograndis, Citrus rogatsu, Casimiroa tetrameria genotipleri
amplifikasyon vermemistir. Clausena lansium 156 bp, Aegle marmelos 174 ve 176
bp bant elde edilmistir. Bu primer turunggillerde yapilan karakterizasyon

calismalarinda kullanilmasi uygun bulunmustur.
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4.1.2. SSR Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendogramin Degerlendirilmesi

Analizler sonucunda elde edilen dendogram Sekil 4.15.’de goriilmektedir.
Dendogram once iki ana gruba ayrilmistir. 2 no’lu ana grupta Clauseneae soyu
Clauseninae alt soyunda yer alan ve turunggillere uzak akraba olan Clausena
lansium yer almaktadir. Bu genotip diger biitlin turuncgil tiir ve akrabalarina 0.69
oraninda uzak bulunmustur. Bu genotipe yakin olmasi gereken ve A.1. ve C.1.1. alt
grubunda yer alan uzak akrabalarla ayni grupta yer almamistir. Dendogramdaki 1
no’lu ana grup 1.1 ve 1.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. 1.2 no’lu alt grupta
bulunan ve Citreae soyunda ilkel turunggil grubunda yer alan Severinia buxifolia ve
turunggillere uzak akraba olan Pamburus missionis 0.75 oraninda birbirine yakin
bulunurken bu iki genotip yakin turunggiller grubunda yer alan Atalantia
ceylanica’ya 0.56 oraninda benzer bulunmustur.

1.1 no’lu alt grup kendi arasinda 1.1.1 ve 1.1.2 olmak iizere tekrar iki alt
gruba ayrilmistir. 1.1.2 no’lu alt grupta papeda alt cinsinde yar alan Citrus latipes ve
Citrus clementina yer almaktadir. Bu iki genotip 0.44 oraninda yakin bulunmustur.

1.1.1 no’lu alt grup 1.1.1.1 ve 1.1.1.2 olmak {lizere iki alt gruba ayrilmistir.
1.1.1.2 no’lu alt grupta papeda alt cinsinde yer alan Citrus celebica ve Citrus
assamensis 0.77 oraninda yakin bulunmustur.

1.1.1.1 no’lu alt grup tekrar 1.1.1.1.1 ve 1.1.1.1.2 olmak iizere iki alt gruba
ayrilmigtir. 1.1.1.1.2 no’lu alt grupta yer alan Citrus mantana ve Kobasu birbirlerine
0.67 oraninda benzer bulunmustur.

1.1.1.1.1 no’lu alt grup 1.1.1.1.1.1 ve 1.1.1.1.1.2 olmak {izere tekrar iki alt
gruba ayrilmistir. 1.1.1.1.1.2 no’lu alt grupta papeda alt cinsinde yer alan Citrus
micrantha ve Citrus benikoji 0.56 oraninda benzer bulunmustur.

1.1.1.1.1.1 no’lu alt grup A ve B olmak iizere tekrar iki alt gruba ayrilmistir.
B alt grubu B.1 ve B.2 olmak iizere alt gruplara ayrilmistir. B.1 alt grubunda gercek
turunggil grubunda yer alan Microcitrus australasica (Australia finger lime) ve
Citrus nippokorenna genotipleri 0.73 oraninda benzer bulunmustur. Bu alt grupta yer
alan birbirine 0.70 oraninda yakin bulunan Fortunella margarita (Nagami kamkati)

ve Fortunella Japonica (Marumi kamkati)’ya benzerlik orami 0.62 olarak
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belirlenmistir. B.2 alt grubunda yer alan Citrus indica ve Citrus tachibana 0.84
oraninda benzer bulunmustur.

A grubu A.1 ve A.2 olmak ilizere 2 alt gruba ayrilmistir. A.1 alt grubunda
turunggillere uzak akraba olan 4 tiir yer almaktadir. Clausena excavata ve Murayya
paniculata 0.72 oraninda benzer bulunmustur. Bu grupta yer alan Balsamocitrus
dawei ve Pleiospermium alatum 0.69 oraninda benzer bulunmustur.

A.2 alt grubu A.2.1 ve A.2.2 olmak lizere iki alt gruba ayrilmistir. A.2.2 alt
grubunda toplam 4 genotip yer almaktadir. C-32 ve Citrus limon var. Kiitdiken
birbirlerine 0.78 oraninda yakin bulunurken C-35°e¢ 0.70 oraninda, ayrica bu lig
genotip Poncirus trifoliata var. Beneke’ye 0.60 oraninda yakin bulunmustur.

A.2.1 alt grubu A.2.1.1 ve A.2.1.2 olmak iizere tekrar iki alt gruba ayrilmistir.
A.2.1.2 alt grubunda bir tane genotip yer almaktadir. Citrus lumia A.2.1.1 alt
grubundaki genotiplere 0.55 oraninda yakin bulunmustur.

A.2.1.2 alt grubu A.2.1.1.1 ve A.2.1.1.2 olmak iizere tekrar iki alt gruba
ayrilmustir. A.2.1.1.2 no’lu bu alt grupta Citrus aurantium (Turung), Citrus reticulata
(Mandarin) ve Citrus sinensis (Portakal) genotipleri yer almaktadir. Citrus aurantium
(Turung) ve Citrus sunki (sunki mandarini) 0.74 oraninda birbirlerine yakin
bulunmustur. Citrus reticulata var. Fremont bu iki genotipe 0.63 oraninda, Citrus
amblycarpa (nasnaran mandarini) ve Citrus ujukitsu 0.70 benzer bulunurken biitiin
bu alt gruptaki benzerlik orani 0.60 olarak belirlenmistir.

A.2.1.1.1 alt grubu C.1 ve C.2 olmak flizere iki alt gruba ayrilmistir. C.2 alt
grubunda bulunan Citrus grandis var. Reinking Sadok ve Citrus ampullacea 0.63,
Citrus canaliculata ve Citrus hassaku 0.70 oraninda benzer bulunmustur. Bu alt
grubun benzerlik orani 0.62 olarak belirlenmistir.

C.1 alt grubu C.1.1 ve C.1.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. C.1.1 alt
grubu C.1.1.1 ve C.1.1.2 olmak iizere tekrar iki alt gruba ayrilmistir. C.1.1.2 alt
grubunda bulunan Aeglopsis chevalieri C.1.1.1 alt grubundaki genotiplere 0.62
oraninda yakin bulunmustur.

C.1.1.1 alt grubu C.1.1.1.1 ve C.1.1.1.2 olmak iizere tekrar iki alt gruba
ayrilmigtir. C.1.1.1.1 alt grubunda turunggillere uzak akraba olan Glycosmis
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pentaphylla ve Aegle marmelos 0.85 oraninda birbirine yakin bulunurken, Citrus
jambhiri bu iki genotipe 0.75 oraninda yakin bulunmustur.

C.1.1.1.2 alt grubunda yer alan Hesperethusa crenulata ve Eremocitrus
glaula 0.82, bu alt grubun diger dalinda yer alan Citrus aurantifolia var.West indian
ve Citrus sinensis var. Hamlin 0.81 oraninda benzer bulunurken bu iki dal birbirine
0.71 oraninda yakin bulunmustur.

C.1.2 alt grubu C.1.2.1 ve C.1.2.2 olmak {izere iki alt gruba ayrilmistir.
C.1.2.1 alt grubu C.1.2.1.1 ve C.1.2.1.2 no’lu alt grublara ayrilmigtir. C.1.2.1.1 alt
grubunda yer alan Citrus unshiu ve Citrus davoensis 0.70 oraninda benzer
bulunurken bu alt grubun C.1.2.1.2 alt grubuna benzerlik orani 0.65 olarak
belirlenmistir.

C.1.2.1.2 alt grubunda yer alan Citrus reshni ve Citrus sunki (sunki mandarini)
0.80, Citrus iyo ve Citrus moi 0.78 oraninda benzer bulunmustur. Citrus depressa ise
bu alt gruptaki genotiplerin tamamina olan benzerlik oran1 0.66 olarak belirlenmistir.

C.1.2.2 alt grubu C.1.2.2.1 ve C.1.2.2.2 olmak lizere iki alt gruba ayrilmistir.
C.1.2.2.1 alt grubu D.1 ve D.2 olmak tizere tekrar iki alt gruba ayrilmistir. D.1 alt
grubu D.1.1 ve D.1.2 olmak {izere iki alt gruba ayrilmistir. D.1.1 alt grubunda toplam
bes genotip yer almaktadir. Citrus intermedia ve Citrus leiocarpa 0.88 oraninda
yakin bulunurken Citrus sudachi bu 2 genotipe 0.80 oraninda yakin bulunmustur.
Citrus junos’un bu ii¢ genotipe benzerlik orani 0.78 olarak belirlenmistir.

D.1.2 alt grubu D.1.2.1 ve D.1.2.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir.
D.1.2.1 alt grubunda alt1 adet genotip yer almaktadir. Citrus meyeri ve Citrus miaray
0.88 oraninda, Citrus saccosa ve Citrus winter 0.85 oraninda benzer bulunmustur.
Citrus tardiva bu grupta yer alan genotiplerin tamamina 0.73 oraninda yakin
bulunmustur.

D.1.2.2 alt grubunda 4 adet genotip bulunmaktadir. Citrus karna ve Citrus
madereapatana 0.93 oraninda benzer bulunmustur. Bu alt grupta yer alan Citrus
bergamia (Bergamot) ve Citrus natsudaidai bu iki genotipe 0.77 oraninda yakin

bulunmustur.
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D.2. alt grubunda yer alan Citrus obovoidea ve Citrus excelsa 0.82 oraninda
yakin bulunurken Citrus paradiasi var.Marsh seedless bu iki genotipe 0.80 oraninda
yakin bulunmustur. Citrus sulcata, Citrus shunkokan genotipleri 0.78 oraninda,
Citrus tamurana, Citrus webberii 0.85 genotipleri ise oraninda yakin bulunmugtur.

C.1.2.2.2 alt grubu E.1 ve E.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. E.1 alt
grubu E.1.1 ve E.1.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. E.1.1 alt grubu E.1.1.1 ve
E.1.1.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. E.1.1.2 grubunda yer alan Citrus yuko,
Casimiriroa tetrameria genotipleri 0.92 oraninda yakin bulunurken Citrus rugulosa
bu iki genotipe 0.82 oraninda yakin bulunmustur. Citrus hiroshima ise bu g
genotipe 0.77 oraninda yakin bulunmustur.

E.1.1.1 alt grubunda bes genotip yer almaktadir. Citrus myrtifolia ve Citrus
nextour 0.88 yakin bulunmustur. Bu alt grubda yer alan Citrus sinensis var.Yafa ve
Navelina % 100 oraninda benzer bulunmustur. Benzer bulunan bu iki genotip Citrus
reticulata var. Ortanique mandarinine 0.77 oraninda benzer bulunmustur. E.1.2 alt
grubunda yer alan Citrus sinograndis ve Citrus tosu 0.80 oraninda yakin

bulunmustur.
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Sekil 4.16. Turuncgil akrabalarina ait cins, tiir, ¢esit ve tiplerin mikrosatellit analizi sonucu elde edilen benzerlik indeksi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ashihan AGAR

4.2. TARTISMA

Turunggil taksonomisi ve filogenisi ¢ok komplike ve karmagiktir. Bunun en
biiyiik nedeni turunggillere yakin akrabalar arasinda eseysel uyusmanin olmast géz
mutasyonlarindaki yiiksek oran, kiiltivasyonda eski bir tarih ve genis alana
yayilmasidir.

Gecmiste tiirler, cinsler arasindaki akrabaliklar morfolojik karakterlere
dayandiriliyordu. Bu giine kadar en ¢ok kabul goren sistematik Swingle ve Tanaka
sistematigidir.

Tez kapsaminda calisilan SSR primerleri ile elde edilen verilerin NTSYS
programinda yapilan analizler sonucunda olusturulan dendogramda Clauseneae soyu,
Clauseninae alt soyunda yer alan ve turunggillere uzak akraba olan Clausena
lansium, analizi gergeklestirilen tiim genotiplere 0.31 oraninda benzer veya yaklasik
%70 oraninda uzak bulunmustur. Elde edilen sonug turunggillere uzak akraba olan
bu tiir i¢in beklenen bir sonu¢ olmakla beraber yine ayni tiir igerisinde yer alan
Clausena excavata, Murraya cinsi igerisinde yer alan Murraya paniculata ile ayni
kolda yer almistir. Bunun en Onemli nedeni turunggillere uzak akraba olan
genotiplerin  kullamilan SSR  markirlar1 ile istenilen kalitede amplifikasyon
vermemesinden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Genom icinde dagilan SSR
bolgeleri yakin tiirlerde istenilen amplifikasyonu saglamasina ragmen uzak tiirlerde
istenilen kalitede amplifiye olmayan genotiplerde yapilan 9 puanlamasi ile
dendogramda beklenenden farkli bir dagilim gézlenmektedir.

SSR analizlerine gore yapilan bu calismada Eremocitrus ve Microcitrus
Citrus’dan genel olarak farkli oldugu tesbit edilmesine ragmen Citrus aurantifolia
var. West Indian ve Citrus sinensis var. Hamlin 0.71 oraninda yakin bulurken diger
Citrus gruplarina 0.45 oraninda uzak bulunmaktadir. Herrero ve ark (1996),
Federici ve ark (1998a), yaptiklar1 calismada Eremocitrus ve Microcitrus un
Citrus 'dan farkli oldugunu belirtmislerdir. Bu sonu¢ Onceki yapilan caligmalari
tamamen destekler nitelikte degildir. Microcitrus ve Eremocitrus’un Citrus’lardan
tamamen uzak olmadigi tespit edilmistir. Herrero ve ark (1996), Federici ve ark

(1998), Barkley ve ark (2006), Poncirus “un Citrus’lardan farkl fakat kamkatlarin
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Citrus’lara yakin oldugunu ayrica bu iki grubun en az karisima sahip oldugunu
belirtmislerdir.

SSR analizlerine dayanarak yapilan bu calismada kullanilan Fortunella
Jjaponica ( Marumi kamkat1) ve Fortunella margarita (Nagami kamkati)’nin birbirine
yakin ve bir karisimin olmadig1 ayrica kamkatlarin Citrus’lara yakin oldugu tespit
edilmis ve yapilan onceki caligmalar1 destekler nitelikte olmustur. Yalniz, Pang ve
ark (2007), Turunggil ve akrabalar1 arasindaki filogenetik iliskileri ortaya koymak
amactyla yapmis olduklar calismada AFLP markirlart kullanmislar ve Fortunella
hindsii nin Citrus’lardan uzak oldugunu bulmuslardir. Arastiricilar bu iki cinsin
morfolojik olarak da ¢ok farkli oldugunu vurgulamislardir. Bununla beraber bazi
arastiricilar Fortunella’nin Citrus’larla i¢ ice gectigini belirtmislerdir. Herrero ve
ark (1996), ve Federici ve ark (1998b), izoenzim markirlar1 ile Nicolisi ve ark
(2000), RAPD ve SCAR markirlar1 ile Pang ve ark (2003), SSR analizleri ile bu iki
cinsin morfolojik olarak gozlenenden molekiiler olarak daha az farkli oldugunu
belirtmislerdir. Arastiricilarin bildirisleri tez kapsaminda elde edilen bulgularla
uyumludur.

Calismada kullanilan Poncirus trifoliata var. Beneke Citrus’lara genel olarak
0.46 oraninda uzak bulunmasina ragmen Citrus cinsi igerisinde yer alan Citrus limon
var. Kiitdiken ile ayni alt grup igerinde yer almistir. Ortaya ¢ikan bu sonug diger
yapilan c¢alismalarla tam olarak uyusmamaktadir.

Citrus sinensis (Portakal) en yaygin citrus tiirii olarak bilinmektedir. Portakal
tiirii gesit 6zelliklerine gore 4 ana gruba ayrilmistir. Bu ana gruplar arasinda fenotipik
olarak farklilik bulunmasina ragmen yapilan bir¢ok calismada bu farklilik tespit
edilememistir. Herrero ve ark (1996), Izoenzim analizleri ile 58 portakal cesidi
arasindaki genetiksel farklilig1 belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada portakal cesitleri
arasinda genetik farkliligin olmadigini tespit etmislerdir. Luisa ve ark (1998),
portakal cesitleri arasinda genetik farklilig1 belirlemek amaciyla RAPD analizlerini
gerceklestirmis. Elde edilen sonuglara gore cesitler arasinda fenotipik farklilik
bulunmasina ragmen genetik olarak farklilik olmadigr sonucuna ulasmislardir.
Novelli ve ark (1998), Mikrosatellit primeri kullanilarak yaptig1 analizlerde portakal

cesitleri arasindaki polimorfizmi belirlemeye ¢aligmislar fakat polimorfizim
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gozlememislerdir. Luro ve ark (1995), portakallarin genetik olarak bir “’biotip™’
oldugunu istenilen klonlarin seleksiyonu ve somatik mutasyonu sonucu oldugunu
bildirmislerdir.

Citrus sinensis’in (Portakal) Citrus reticulata (Mandarin) ve Citrus grandis
(Pummelo) ‘in dogal hibridi oldugu fakat baskin olarak mandarin 6zelligi gosterdigi
belirtmislerdir (Green ve ark., 1986). Diger yandan Portakal’in %50 mandarin ve %
50 pummelo 6zelligi tagidigini bildirmislerdir (Barret ve Rhodes 1976., Barkley ve
ark., 2006, Nicolosi ve ark., 2000).

SSR analizlerine dayali olarak yapilan bu caligmada kullanilan portakal
cesitleri mandarin ve pummelo’nun yer aldigi alt gruplar icerinde kiimelenmistir.
Fakat mandarine daha yakin oldugu tesbit edilmistir. Bu sonucta bize diger
calismalar1 destekler nitelikte olmustur. Ayrica kullanilan Citrus sinensis var. Yafa
ve Citrus sinensis var. Navelina portakal genotipleri arasinda higbir genetik
farkliligin olmadig tesbit edilmistir. Bu iki genotip Citrus reticulata var. Ortanique
mandariniyle ayn1 kiimede yer almistir. Bu sonug¢ bize portakalin mandarin hibridi
oldugunu gostermektedir.

Citrus reticulata (mandarin) cesitlerinden olusan grup genellikle Citrus
unshiu, Citrus nobilis ve bunlarin melezlerinden olugsmaktadir. Mandarin turuncgil
tirleri igerisinde en yiiksek cesitliligin gorildiigli gruptur. Cesitler arasinda
morfolojik olarak benzerlik olmasina ragmen genetiksel olarak biiytlik farkliliklar
vardir (Koehler-Santos ve ark., 2003 ).

Luro ve ark (1995), Mandarin tiir ve ¢esidinde minisatellit analizi kullanarak
yapmis oldugu calismada mandarinler arasinda genetiksel olarak biiylik bir
cesitliligin oldugunu bildirmislerdir. Koehler-Santos ve ark (2003), mikrosatellit
analizleriyle yaptiklar1 ¢alismada Citrus sunki ve Citrus reticulata var.Ortanique ayri
alt gruplarda yer almistir. Mandarinlerde yapilan kloroplast DNA c¢alismalarinda
mandarinlerin tek bir bant verdigi belirlenmistir. Bu da mandarinlerin tiir statiisiinii
desteklemektedir (Moore, 2001).

Bizim yaptigimiz bu ¢aligmada kullanilan bir mandarin olan Citrus sunki ve
Citrus reticulata var.Ortanique birbirlerine uzak oldugu tespit edilmis ve iki

mandarin genotipi ayr1 alt gruplarda yer almistir. Onceki yapilan calismalari
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destekler nitelikte olmustur. Citrus reshni ve Citrus nobilis (King mandarini)
birbirlerine yakin oldugu tesbit edilmistir. Citrus clementina mandarini diger tim
mandarinlere uzak bulunmustur. Yapilan bu ¢aligmada mandarin genotipleri arasinda
polimorfizm tesbit edilmistir. Mandarinlerin turun¢ hibridi oldugu belirtilmektedir
(Koehler-Santos ve ark., 2003 , Barkley ve ark., 2006). Bu ¢alismada ulasilan
sonu¢ mandarinlerin turung hibridi oldugunu desteklemektedir. Citrus aurantium ve
Citrus sunki (sunki mandarini) 0.75, Citrus miaray, Citrus succosa, Citrus tardiva
arasindaki benzerlik orani 0.77 olarak belirlenmistir. Bu benzerlikler sonucumuzu
dogrulamaktadir.

Citrus indica Kuzeydogu Asya’da yetisen yabani ve endemik bir tiirdiir.
Citrus indicanin kiiltire alinmis pek c¢ok Citrus tlriiniin atas1 oldugu
diisiiniilmektedir (Malik ve ark., 2006). Swingle ve Reece (1967), tarafindan bir
mandarin olarak smifladirilmasina karsin Tanaka (1977), ayr1 bir tiir olarak
siniflamistir. Federici ve ark (1998b), Swingle’in aksine Citrus indica’yr Agag
kavunu (Citrus medica) grubuna dahil etmistir. Barkley ve ark (2006), Citrus
indicayr Aga¢ kavunu, kamkat, papeda ve diislik oranda mandarin karigimi
olabilecegini belirtmistir.

Yapilan bu c¢alismada Citrus indica kamkat, mandarin, laym-limon ve
portakal ile ayni1 grup igerinde yer almig ve bir ¢ok tiiriin karisimi olabilecegini
gostermektedir.

Moore (2001), Limonlarin lime’lar gibi kompleks bir hibrit oldugunu fakat
daha fazla citron (Agag¢ kavunu) genlerini tasidigini bildirmektedir. Molekiiler veriler
limonun citron ve turung hibriti oldugunu ve turuncun ana ebeveyn oldugunu

gostermistir.
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. mucrantha

Sekil 4.17. Onemli Turuncgil Tiirleri (Anonim, 2001).

Bu calisgmada kullanilan limon cesitleri arasinda genetik olarak farklilik
polimorfim goézlemlenmistir. Kullanilan biitiin limonlar genellikle turung
genotipleriyle yakin bulunmus bu sonucglarda limonun atasinin aga¢ kavunu ve
turung oldugu sonucunu desteklemektedir (Giilsen ve Roose, 2001a). Citrus meyeri
(meyeri limonu), Citrus miaray’ a yakin bulunmustur. Citrus meyeri Citrus lumia’ya
oldukca uzak bulunmustur. Citrus assemensis ise papeda alt cinsinde yer alan Citrus
celebica’ya 0.77 oraninda yakin bulunmustur. Sonug olarak limon genotipleri ayr alt
gruplarda yer almistir. Aka-Kacar ve ark (2005), RAPD yontemiyle yaptiklar
calismada kullanilan limon genotiplerinin birbirinden farkli oldugunu belirtmislerdir.

Citrus bergamia (Bergamot) bazi arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda
farkli gruplar igerisinde yer almistir. Barkley ve ark (2006), turung hibridi
olabilecegini ayrica limon ve agac¢ kavunu karekterlerine sahip oldugunu belirtirken
Nicolosi ve ark (2000), Bergamotu aga¢ kavunu grubuna dahil etmislerdir. Federici

ve ark (1998a), turung ve citronun (Agac¢ kavunu) melezlemesi sonucu oldugunu
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belirtmislerdir. Bu ¢alismada ise Citrus bergamia nin turung hibridi oldugu ayrica
limon karakterlerine sahip olabilecegi sonucuna varilmistir. Ciinkii Citrus bergamia
Citrus maderaspatana’ya 0.77 oraninda yakin bulunmus ayrica Citrus bergamia nin
bulundugu alt grup icerisinde mandarin genotipleri yer almaktadir.

Scora (1975), Rough lemon (Citrus jambhiri) mandarin ve aga¢ kavunun
dogal hibridi oldugunu belirtmistir. Federici ve ark (1998a), Nicolosi ve ark (2000),
mandarin grubunun aksine aga¢ kavunu grubunda kiimelemistir.

Bu calismanin sonuglarina gore Citrus jambhiri’nin yer aldigi kiimede
turuncgillere uzak akrabalar bulunmaktadir. Fakat mandarin gruplarina 0.67 oraninda
yakin bulunmustur. Bu sonug bize mandarine daha yakin oldugu belirtmistir. Onceki
yapilan c¢alismalarla tam olarak uyum gostermemistir.

Citrus miaray ve Citrus maderaspatana turung hibridleridir. Bunlar mandarin
gruplarina dahil edilmislerdir. Caligmadan ¢ikan bu sonug¢ Barkley ve ark (2006),
SSR analizleriyle yaptig1 ¢calismayla bu sonug desteklenmistir.

Limon ve limelarin atasi ile ilgili yapilan bir¢cok ¢aligmada benzer ve farkli
sonuglar vardir. Federici ve ark (1998b), limon ve lime’larin hepsini aga¢ kavunu
igcerisinde gruplamislardir. Barret ve Rhodes (1976), ve Scora (1975), limonlarin
lime ve aga¢ kavununun dogal hibridi oldugu belirtmistir. Giilsen ve Roose (2001b),
limonun aga¢ kavunu ve turun¢’un dogal hibridi oldugunu belirtmislerdir. Bizim
calismamizda kullanilan limon genotipleri farkli alt dallarda yer almistir. Citrus
meyeri (meyeri limonu) ve Citrus lumia mandarin’lerin bulundugu alt kiime igerinde
yer alirken Citrus limon var Kiitdiken portakal ve ii¢ yaprakli melezi olan C-32 ve C-
35 ile ayni altgrub igerinde yer almustir. Citrus assamensis ise papeda alt cinsinde yer
alan Citrus celebicia’la ayn1 grupta yer alarak 0.78 oraninda benzer bulunmustir. Bu
caligmada limonlar arasinda polimorfizm tesbit edilmistir. Limonlarin mandarin
hibridi olabilecegini gostermektedir.

Citrus maxima (pummelo) gercek Citrus tlirii olarak kabul edilmektedir ve
turung ve altintopun dogal hibridi olarak ortaya ¢ikmistir (Scora 1975 , Barret ve
Rhodes 1976). Bizim ¢alismamizda kullanilan Reinking sadok altintop ve turunclarla
ayni1 alt grup icinde yer almigtir.
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Bu calismada kullanilan ¢ yaprakli ve portakal melezi oldugu bilinen C-32
ve C-35 Citrange‘leri bu ¢alisma sonucunda olusan dendogramda ti¢ yaprakliyla aym

alt kiime igerisinde yer almistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirmada Aurantioideae alt familyasinda yer alan turunggil ve akrabalarina
ait cins, tiir, ¢esit’ler arasindaki genetik uzaklig1 belirlemek amaciyla SSR teknigi ve
bu teknikte 20 ve 22 bp biiytikliigiinde 15 adet SSR primeri kullanilmistir. Kullanilan
ACO1, CT19 ve 105 no’lu primerler’de amplifikasyon ger¢eklesmemistir. Turunggil
cins, tiir ve akrabalarinin benzerlik indeksleri 0.31 ve 0.98 arasinda degisim
gostermistir. Primer basina diisen bant sayis1 4-14 arasinda degismistir. Bantlarin
uzunlugu 150 bp-300 bp arasinda degisim gostermistir.

Turuggil cins, tiir ve g¢esitler arasindaki genetik iliskiler tartisilmistir. Elde
edilen bulgularin bazilart uyumlu bulunurken bazi sonuglar daha once yapilan
taksonomik siniflandirmadan farkli bulunmustur.

Bu farkliliklarin nedenini bulmak i¢in daha fazla SSR primeri ile ¢alismanin
devam etmesi ve/veya farklt markir sistemleri ile tez kapsaminda calisilan
primerlerle genomun farkli bolgelerinin taranmasi 6nerilebilir.

Citrus maxima genomik kiitiiphanesinden izole bu primerler bazi turunggil
uzak akrabalar ile istenilen amplifikasyonu vermemistir. Bunun en biiyiik nedeni
genomda benzer SSR boélgelerinin bulunmamasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle bu
tirlerle calisilircken genom bilgisi gerektirmeyen farkli markir sistemleriyle
caligilmas1 Onerilebilir veya bu akrabalara ait genomik kiitiiphanelerden primer
karakterizasyonu gerceklestirilebilir

Sonug¢ olarak; bu tez kapsaminda bu giine kadar kullanilmamig SSR
primerleri ile ilk kez turunggil genotiplerinin karakterizasyonu yapilmis ve tiirlere

0zgl spesifik bantlar bulunmustur.
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