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Bazi portakal gesitlerinde genetik farkliliklarin belirlenmesi amaciyla yapilan
bu tez calismasinda SSCP analizleri gerceklestirilmistir. Calismada C.U. Tuzcu
turuncgil koleksiyonundan segilen bazi portakal cesitleri ile diger turuncgil gruplarin
temsil eden Satsuma mandarin (Citrus unshiu), sadok (Citrus maxima c.v reinking) ve
Marsh seedless altintop (Citrus paradisi) genotipleri kullamlmistir. SSCP analizlerini
gerceklestirmek amaciyla 19 cift SSCP primeri ve DNA materyalleri kullamlarak
PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. PCR 0Ortnleri  Origins electrophoreses
(Elchrom Scientific USA) cihazi kullamlarak, hazir olarak temin ettigimiz GMA
(Genetic Mutation Analysis) jelinde kosturulmustur. Elde edilen DNA bant
profillerinin cluster analizleri DARWIN 5.0.158 (Dissimilarity Analysis and
Representation for Windows) bilgisayar paket programi ile Neighbor-Joining
metoduna goére yapilarak dendrogramlar olusturulmustur. Y apilan PCR reaksiyonulari
sonucunda sadece 14 SSCP primerin amplifikasyonu saglanmistir. Dendrogram
sonuglar: incelendiginde; portakallar ile diger turunggil gruplarini temsil eden gesitler
arasinda yuksek oranda polimorfizm goézlenirken, portakallarin kendi icerisindeki
polimorfizm oram distk ¢gikmistir. Ayrica, portakal gesitleri igerisinde Sanguinello B
2/10 16-7 ve Kozan yerlisi 17-10 genotipleri 0.1 benzerlik diizeyi oramyla birbirine
cok yakin ¢ikarken, tim portakal cesitleri ile en farkl ¢esitliligi gbstermiglerdir.

Anahtar Kelimeler: Portakal, Citrus sinensis, SSCP, Genetik Farklilik.
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IDENTIFICATION OF GENETIC VARIABILITY IN SOME SWEET
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SSCP (Single Strand Confirmation) analyses were performed in order to
determind genetic relationship among 40 sweet orange genotypes and 3 other Citrus
cultivars (Satsuma (Citrus unshiu), Pummelo (Citrus maxima reiking) and Marsh
seedless (Citrus paradise)) selected from C.U, Tuzcu Citrus Collection. Totaly 19
SSCP primer pairs and DNA of plant materials were used for PCR amplification.
Fourteen SSCP primers successfully amplified in PCR reactions. PCR products were
seperated using GMA (Genetic Mutation Analysis) gels. Data obtained from the gel
results were scored as 1 presence of DNA bands, as 0 absence of DNA bands. cluster
analysis were performed by using DARWIN 5.0.158 (Dissimilarity Analysis and
Representation for Windows) program. Dendrogram was constructed based on
Neighbor-Joining method. According to the dendrogram high genetic polymorphism
was detected between sweet orange and the other cultures used in this thesis. On the
other hand low polymorphism level was detected among sweet orange genotypes.
However Sanguinello B 2/10 16-7 and Kozan yerlisi 17-10 genotypes seperated from
the other sweet orange genotypes in the dendrogram.

K eywords. Sweet orange, Citrus sinenss, |dentification, SSCP.
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1. GIRIS Hojjat MAHMOUDZADEH

1. GIRIS

1.1. Turuncgiller

Turuncgillerin anavatam Arap Yarimadasi' nin dogusundan Filipinler’ in
dogusuna kadar ve Himalayalar ile Hindistan’dan Avustralya' ya kadar olan bolgeyi
icine alan genis bir cografya olmasina ragmen, asil anavatani Guineydogu Asya dir.
Diger bitki gruplarina gore geng bir grup olan turuncgillerin yaklasik 20 milyon
yillik bir gegcmisi vardir ve evrimi devam etmektedir. Turuncgillerin diinyanin diger
bolgelerine yayilmaya baslamasi milattan 6ncesine uzanmaktadir (Kafa ve Canihos,
2010).

Turuncgillerin ilk defa M.O 500'lii yillarda kiltire alindigi samilmaktadir
(Anonim, 1975) ve Turuncgillere ait ilk yazili eser 17. yy' a aittir. Dlnyaya yayilimi
toplumsal, ticari ve kultirel gelismelerle olmustur. M.O. 400-500 yillarinda
Ortadogu’ya geldigi, sonra Fenikeliler ve Yunanhlar araciligiyla Akdeniz' e ulastigi
bildirilmistir. Daha sonra cografi kesiflerle Amerika'ya (Florida) gegmistir.
Portekizliler vastasiyla Brezilya; Ingilizler vastasiyla Avustralya ya gotirilmiistdr.
Anadolu’ya M.O. 3. yy’ da geldigi samImaktadir. Portakal ve limon italya dan;
altintop ise Amerika’ dan Turkiye' ye giris yapmustir. Bildigimiz anlamda turuncgil
yetistiriciligine ise 19. yy’ da baslanmustir. (Tuzcu, 2002).

2010 yili verilerine gore turuncgiller yaklasik 124 milyon ton Uretim ile
dunyada en fazla Uretilen meyve grubudur. Turunggil yetistiriciliginde diinyada en
blydk uUretici Ulke yaklasik 24 milyon tonluk dretim ile Cin olup, onu sirasiyla
Brezilya ve Hindistan izlemektedir. Turkiye ise Dinya siralamasinda 7. sirada yer
amaktadir (Cizelge 1.1). Dinya Uretiminin % 56.12'sini portakal, % 17.23 Unu
mandarin, % 11.52’sini limon ve laym, % 5.62’ sini altintop ve sadok olustururken, %
9.51'ini diger turunggiller olusturmaktadir (FAO, 2012).
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Cizelge 1.1. Dinya turuncgil GUretiminin Ulkeler bazinda dagilimi (2010)(FAO,

2012). ) ]
No Ulke Uretim (ton)
1 Cin 23.938.044
2 Brezilya 21.327.480
3 Hindistan 10.391.600
4 AmerikaBirlesik Devletleri | 9.985.530
5 Meksika 6.857.006
6 Ispanya 5.456.400
7 Turkiye 3.572.376
8 Misir 3.522.958
9 Nijerya 3.488.400
10 Italya 3.190.790
11 Iran 2.619.258
12 Arjantin 2.559.423
13 Pakistan 2.203.000
14 Guney Afrika 2.127.750
15 Endonezya 2.032.670
16 Fas 1.359.729
17 Cezayir 998.640
18 Y unanistan 982.700
19 Japonya 934.100
20 [srail 563.532
21 Avustralya 523.245
22 Tunus 393.900
23 Portekiz 244.700
24 G. Kibris 120.980
25 KKTC 119.965
TOPLAM 123.694.474
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Tiarkiye'de oldukga eski bir gegcmise sahip olan turunggil yetistiriciligi,
Cumhuriyetten sonra hizla gelismeye baslamis ve 1930 yilindan itibaren ise Uretimde
onemli artiglar olmustur. Turkiye, turuncgil vyetistiriciligine ekolojik kosullar
acisindan son derece uygundur. TUrkiye toplam turuncgil Gretimi 3.557.493 tondur.
Bunun 1.706.504 tonunu portakal, 853.722 tonunu mandarin, 786.580 tonunu limon,
213.988 tonunu altintop ve 2.346 tonunu diger turuncgiller olusturmaktadir. En ¢ok
turuncgil yetistiriciliginin yapildigi bdlge Akdeniz Bolgesi’dir. Bu bdlgede en fazla
uretim 1 milyon ton ile Mersin ilinde yapilmakta olup ardindan Adana, Hatay ve
Antalya illeri gelmektedir. Akdeniz Boélgesinden sonra en c¢ok Uretim Ege
Bolgesi'nde yapilmakta olup en fazla Uretim sirasiyla izmir, Aydin ve Mugla
illerinde yapilmaktadir. Cok az miktarda Dogu Karadeniz bolgesinde de turuncgil
yetistiriciligi yapilmaktadir (Y esiloglu, 2012).

Bugiine kadar gegen binlerce yillik siire igerisinde turuncgil tdrlerinde
seleksiyon, dogal hibritleme ve spontan mutasyonlar aracilig: ile yeni turunggil tir ve
cesitler ortaya ¢ikmustir. Bu durum turuncgillerde genis bir tat, asitlik, renk, sekil ve
irilik gesitliligi saglamustir (Goksel, 1999).

Turuncgil grubunun sahip oldugu tir ve cesit zenginligi, meyvelerinin
olgunlasmasi ve olgunlasan meyvelerin agag Uzerinde bekletilebilmesi turunggillerin
Onemini arttirmaktadir. Turuncggiller, yiksek oranda C vitamini ve insan sagligi igin
gerekli olan A vitamini icermesi ile stratgjik Uriin gruplar1 arasinda degerlendirilip
yetistirilmektedir (Burry ve ark., 2011). Ayni zamanda insan beslenmesindeki 6nemi,
kendine has renk ve kokusu, kozmetik sanayi hammaddeleri arasinda yer almasi
diinya pazarlarinda turuncgil ihtiyacint arttirmistir (Karahocagil, 2003).

Turuncgiller icerisinde portakallar en yaygin sekilde Uretilen ve tiketilen
turdir. Kokeni Portekiz’ den gelmektedir. Dinyada yetistiriciligi yapilan 1000 -
1100 cesit portakal bulunmaktadir. Turunca benzemekte ancak taci yuvarlaktir.
Dikenlidir, yapraklarinda ve meyvelerinde kendine 0zgu kokusu vardir. Meyve
blyUklGgl kigukten orta blyikltge kadar degisim gosterir. Kabuk rengi cok degisik
renkte olup agik saridan koyu kirmiziya degisiklik gosterir. Ayn zamanda meyve
kabugu purizlt veya parlak purtzsiz olabilir. Meyve eti agik saridan koyu sarap
rengine kadar degisir ve tathidir. Baz1 ¢esitlerde yalanci gbbek bulunur ve puflasmaz
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Hudgson' nin sistematigine gore portakallar 4 grupta toplanmistir. Bunlar; normal
portakallar, gobekli portakallar, kan portakallar: ve seker portakallaridir. Portakalin
tam bir tlr olmadig: ve sadok ile mandarin hibriti oldugu gorist de vardir. Ancak bu
durum tam olarak kesinlik kazanmamstir (Y esiloglu, 2012).

Turuncggil vyetistiriciligi dinyada cok hizli gelisme gostermektedir. Bu
gelismede en blyik katki anaglardan saglanmaktadir. Anaglarin degisik ve farkl
ozellikleri nedeniyle yetistiricilikte karsilasilan sinirlayici ve engelleyici faktorlerin
(toprak, iklim, hastaliklar vb.) ¢ozimlenmesinde ve gerek yetistirici, gerekse pazar
isteklerinin (verimlilik, erken meyveye yatma, meyve kalitesi vb.) karsilanmasinda
cok cesitli yararlar sagladiklar: bir gercektir (Tuzcu ve ark., 1999). Ticari amacla
yetistirilen turunggil agaclarinin hemen hemen tamam asilanmakta ve kalem olarak
kullanilan cesidin performanst Uzerine anacin biytk bir etkisi olmaktadir. Yeni
bahgelerin kurulmast sirasinda ise, uygun anag secimi oldukga dnemli bir konudur
(Simsek, 2009). Turkiye' de yogun olarak kullanilan turung anaci, Gzerine asilanan
portakal cesitlerine iyi uyum gostermesine, bolge topraklarina uyum saglamasina,
meyve verim ve kalitesine olumlu etkide bulunmasina karsin; tuzlu topraklar,
nematodlar ve oOzellikle de Goglren (Tristeza) virls hastaligina duyarli olmasi
nedeniyle arastiricilari  yeni anaglar bulma yolunda arastrmalar yapmaya
yoneltmistir. Bu konuda diinyada ve Turkiye' de pek ¢ok calisma yapilmis ve degisik
anaglar Uzerine asilanan cesitlerin meyve verim ve kalitesi ile diger bircok ozellik
Uzerinde olumlu etkide bulunduklar1 gorilmustir. Son yillarda ise Ege ve Akdeniz
bolgesinde Carrizo sitranjimin portakal tirlerine anag olarak kullanimi hizli bir artis
gostermistir (Tuzcu ve ark, 2001).

Portakallarin genetik iliskilerinin arastirildigir birgok molekiler calismada
portakallar arasinda morfolojik olarak farkliliklarin olmasina ragmen genetik olarak
yeterli duzeyde farkhiligin tespit edilemedigi gorulmistir (Moore, 2001). Genetik
cesitlilik, bir tardn gen havuzundaki kalitsal bilginin gesitliligi, zenginligi olarak
tanimlanabilir. Her canli tardniin degisen gevre kosullarina uyum saglayabilmesi igin
genetik cesitlilige sahip olmasi sarttir. Yeterli genetik cesitlilige sahip olmayan canli
turleri, degisen cevre kosullarina ayak uyduramayarak yok olurlar. Genetik ¢esitlilik
aym zamanda son yillarda hizla ilerleyen biyoteknoloji alaminda, Ustin nitelikli bitki
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ve hayvan soylarimin gelistirilebilmesi icin  gerekli hammaddeyi meydana
getirmektedir (Kence, 2005).

Genetik  zenginliklerin  yeterince tamnmamast ve bilinmemesi, bu
kaynaklardan yararlanmada biyoteknoloji uygulamalarinin sinirli kalmasina ve bu
alandaki yatirimlarin istenilen verimi saglayamamasina sebep olmaktadir (Kence,
2005). Bu nedenle, dinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan meyve tirlerinin basinda
gelen turucgillerde genetik cesitliligin bilinmesi, izlenmesi ve korunmasi, erkenci
islah caligmalariin saglanmasi ve daha birgok biyoteknoloji galigmalarinin
yapilmas: gerekmektedir.

Nicolosi ve ark. (2000) ile Novelli ve ark. (2004)’Un yaprms olduklar
calismalarin sonuclarina gore; turunggil taksonomisi, Citrus ve akrabalar1 arasinda
melezlemelerin olmasi, yaygin bir sekilde gbz mutasyonlarimin meydana gelmesi,
poliembriyoni, turuncgillerin  evrimini tamamlamamis olmasi, uzun yillardir
yetistiricilik yapilmasi nedenleriyle karmasik ve tartismaya agik bir yapi
gostermektedir (Uzun, 2009). Gecmiste yapilan turuncgil tirleri ve akraba gruplari
ileilgili taksonomik calismalar daha cok morfolojik karakterleri temel almistir. Bitki
genetik kaynaklar: ve bitkisel cesitlilik agcisindan dinyadaki nadir tlkelerden birisi
olan Turkiye' de bitki genetik kaynaklarinin korunmasina yonelik calismalar 1960’ |1
yillardan bu yana yurittlmektedir. Turuncgillerde varyasyonu sinirlayan diger temel
faktorlerden biri apomiksise olan yiksek egilimdir. Ticari agidan 6nemli dort
turuncgil tarinden biri olan portakallar ise baslangicta sans ¢ogurii olarak dogal
melezlemeler sonucu meydana gelmistir. TUr igerisindeki varyasyonlar ise
cogunlukla dogal mutasyonlar sonucu olusmustur (Gilsen ve Roose, 2001; Nicolosi
ve ark, 2000).

Aym zamanda bazi tirlerde, ana bitkinin nusellus dokusundan gelisen
apomiktik embriyo oram %100’ e yakindir. Turunggillerde diisik seviyede gorilen
varyasyon, se¢me olanaklarimi daralttigindan 1slah programlar: agisindan son derece
Oonemli bir olumsuz faktdrdur. Bu nedenle Turkiye' de genellikle dogal mutasyonlar
sonucu olusan sinirli seviyede olan varyasyonu korumak kritik bir dnem arz
etmektedir.
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1.2. Genetik M arkarlar

Genetik koleksiyonlarda, genetik cesitliligin analiz edilmesi, genotiplerin
guvenilir bir sekilde simiflandirilmasint ve 6zel 1slah amagli kullamimak Uzere temel
genotiplerin  tammlanmalarimt  kolaylastirmaktadir. Genetik cesitlilik calismalart
bireyler ile gruplar arasinda veya bireyler ile popllasyonlar arasindaki
varyasyonlarin 0zel bir metotla veya farkli metotlarin kombinasyonlariyla analiz
edildigi bir sirectir (Mohammadi ve Prasanna, 2003).

Genetik markirlar morfolojik, biyokimyasal (protein) ve molekiler (DNA)

markirlar olmak tizere 3' e ayrilmaktadir.

1.2.1. Morfolojik Markirlar

Bitki populasyonu icinde, bir bitki ya da bir grubu digerlerinden ayiran segici
0zellik, o genotipi ayiran bir markir olarak degerlendirilir. Meyve kabugu, yapragin
sekli, cicegin rengi, bitki aga¢ Ozellikleri bu grup markirlart olusturur. Bu tip
markirlar, genetik olarak uzak akraba olarak kabul edilen bitki topluluklar: arasinda
etkili olarak kullamlabilmesine karsin, yakin akraba olan bitki topluluklari igin etkili
bir markir degildir. 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-
Kagar, 2001). Morfolojik markirlar, kolay elde edilebilmeleri ve bazi durumlarda
kullammlariin - mutlak  gerekli  olmasina ragmen, cevresel faktorlerden
etkilenebilmektedir. Fenotipik Ozelliklerin genetik kontrol mekanizmasinin tam
bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve bitkilerde aranilan bazi fenotipik 6zelliklerin
ortaya Gikisinin uzun zaman amasi, bitki islahcgilarini daha hizli ve dogru karar
vermekte yardimcit olan, DNA markir sistemlerine yonelten diger sinirlayici
etkenlerdir.
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1.2.2. Biyokimyasal M arkirlar

Izoenzimler, tohum kabugu proteinleri, sekonder metabolitler, yapraklarda
bulunan kimyasallar vs. bu gruba girerler. izoenzimler, bir tek enzimin alternatif
formlaridir ve elektrik ortaminda farkli hiz ve yonlerde hareket ederler (Markert ve
Moller, 1959). Kaba enzim ekstraklari jel ortaminda nisastadan yapilan jeller
Uzerinde ayrildiktan sonra biyokimyasal olarak tespit edilir (Hunter ve Markert,
1957). Bu markirlarin maliyeti, molekuler markirlara oranla daha dusuktir ve daha
az ig gucuyle elde edilirler. Ancak bitki tirlerinde bugtine kadar yeterince
biyokimyasal markir dretilememistir. Bu markirlardaki varyasyonlar, kodlayicit DNA
bolgelerindeki benzer olmayan degisikliklerden ya da translasyon sonrasi protein
modifikasyonlarindan kaynaklanir. Ancak bu markirlarin kullanilabilirligi, calisilan
populasyonlarin  yapisina baglidir (Staub ve Sequen, 1996). Bu markirlarin
dezavantajlarindan biri, sayisal olarak calisilacak izoenzimlerin veya proteinlerin
azligidir. Test edilen izoenzimlerin bitkilerde, bolca ve stirekli bicimde sentezlenmesi
gerekmektedir. Bir tek enzim sisteminde tespit edilen bantlarin sayisi; 1) enzimi
olusturan alt Unitelerin (subunit) sayisina, 2) bitkinin calisilan enzim sistemi igin
heterozigot veya homozigot olmasina, 3) calisilan enzimi kodlayan lokus sayisina
baglidir. Belirli bir lokus igin homozigot ve heterozigot bireylerin ayirt edilebildigi
kodominant markirlar olusturur. Sistematikte ve genom haritalama calismalarinda
yaygin olarak kullamlmaktadir. Tohum proteinleri, oldukga polimorfik ve
tekrarlanabilir markirlar olusturmaktadir. Protein polimorfizmi DNA dizeyindeki
baz degisiklikleri, kromozomlardan bir boluminin kaybi veya yer degistirmesinden
kaynaklanabilir. Bu tip markirlarin en onemli dezavantaji, calisilabilecek lokus
sayisinin azhigidir (Gepts, 1990). Bir diger dezavataj: ise, enzimlerdeki translasyon
sonrasi gorilen yapisal degisikliklerdir (Staub ve ark., 1982). Bu olayda, o enzimi
kodlayict DNA’lar ayni olmasina karsin, bir bilinmeyen lokus o enzimin yapisini
degistirecek ve bu yizden de jelin analizinde yanlis yorumlamalara neden
olabilecektir.
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1.2.3. Molektler Markarlar

Molekiler markirlar ile genomda herhangi bir gen bdlgesi ya da gen bolgesi
ile iligkili biyolojik etkisi olmayan ve sonraki nesillere aktarilan DNA parcasini
temsil edilmektedir. Molekiler markir yontemleri DNA molekilindeki polimorfik
bolgelerin saptanmast prensibine dayanir. Molekiler markirlar gorintr 6zelliklere
dayanan morfolojik markirlardan ve genlerin Urini olan proteinlere dayanan
biyokimyasal markirlardan farkli olarak DNA dizeyindeki analizlerle
saptandiklarindan dolay1 DNA markirlari olarak bilinirler (Uncuoglu, 2010).

Molekuler markirlarin hizli gelisimi  biyoteknolojinin  hizli bir sekilde
gelismesine olanak saglamistir. Molekiler markir kullanimi  bu  strecin ilk
basamagini olusturmaktadir ve bu nedenle blyik 6neme sahiptir (Tamam, 2008).

Markirlar yardimiyla yapilan erken seleksiyon ¢alismalari, genetik haritalama
calismalari, DNA parmak izlerinin belirlenmesi ile yapilan taksonomik calismalar,
mutasyonlarin belirlenmesi, bilinen genlerin genetik gesitliliginin arastiriimast ve
Genetigi Degistirilmis Organizmalarin tammlanmasi gibi bircok calisma molekdiler
markirlarin kullanim alanlaridir. Aym zamanda genetik kaynaklarin yonetiminde
genotiplerin tammlanmasi ve fenotipik olarak benzer olanlarin birbirlerinden ayirt
edilmesi 6nem tasimaktadir. Bu anlamda molekiler markirlarin  kullamimasi,
Ozellikle polimorfizm saptamalarinda hiz ve kolaylik saglamaktadir (Roose, 1988).

DNA polimorfizmi bireylerin genomlar: arasinda bazlarin dizilimi yoninden
farkliliklar gostermesidir. Mendel yasalarina gore nesilden nesile aktarilan bu kalitsal
degisiklikler cogunlukla DNA diizeyinde tek bir bazin degisimi ya da genin kiigik ya
da biytk bir boliminin eksilmesinden ve eklenmesinden kaynaklanabilir. Eger bu
degisiklikler bir restriksiyon enziminin kesme bdlgesinin yok olmasina ya da yeniden
olusmasina sebep olursa kolaylikla saptanabilir.

Son yillarda sistematik calismalarinda yaygin olarak kullanilan molekiler
markirlar g¢esitli avantgjlara sahiptir; 1) cevre faktorlerinden etkilenmezler, 2)
gekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel
genomlar ayr1 ayr1 calisilabilir, 3) genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklar: icin
daha az pleitropiktir (bir genin birden fazla karakteri kontrol etmesi), 4) her bir
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ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi igin bitkilerin genetik orijini
tespit edilebilir, 5) sonsuz sayida molekiler markir elde edilebilir. DNA
markirlarinda amag, bireyler (gesit, hat, tir vb.) arasindaki DNA seviyesindeki
farkliligin ortaya cikarilmasidir. Eger bu farklhilik genomda tek bir bolgeyi
gbgteriyorsa bu bir allel olarak adlandirilir. DNA seviyesinde bunu yapmanin baslica
avantaji, herhangi bir DNA zincirinin, iki birey arasindaki allelik farklilig:
gogerebilmesidir. Bunun igcin  DNA dizininin herhangi bir proteini kodlayip
kodlamadigimi bilmeye gerek yoktur. Kullanilacak markir sistemini etkileyen bazi
faktorler vardir. Polimorfizmin seviyesi veya populasyonun tipi, farkli gevrelerdeki
stabilitesi, lokus sayisi, kolaylik, analiz maliyeti ve altyap: bu kriterlerden bazilaridir.
Markir secimi bitin bu kriterleri gbz 6niunde bulundurularak amaca uygun olarak
yapilr.

DNA markirlart turunggil turleri arasindaki filogenetik iligkilerin saptanma
calismalart igin 6nemli bir aragtir (Barkley ve ark., 2006). Farkli mutasyon
siniflarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan molekiler markirlar, hibridizasyona ve
PCR’ adayal1 olmak Uzere ikiye ayrilir. Hibridizasyona dayal1 olanlar; RFLP, PCR’a
dayali markirlar; RAPD (Randomly Amplified Polimorphyc DNA), SCAR
(segquence-characterized amplified regions), ISSR (Inter Simple Sequence Repest),
SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeat) dir.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): Dokulardan izole edilen
genomik DNA'nin nikleik asit diziliglerini taniyan DNA kesim enzimlerince spesifik
olarak kesilmesi ve olusan DNA parcalarinin elektroforezde ayrildiktan sonra naylon
veya nitroseltiiloz membrana transfer edilerek, DNA problariyla etiketlenmesi esasina
dayanir. RFLP markorleri ile tirler arasindaki ve igindeki farklilik kolayca belirlenir.
Guvenilir, es baskin (ko-dominant) 6zellikte olup polimorfizm oran: orta diizeydedir
(Y1ldirim ve Kandemir, 2001). En 6nemli dezavantaj1 ise analizlerinin pahali olmast,
fazla zaman, isglcu gerektirmesi ile fazla miktarda ve yuksek kalitede DNA’ya
gereksinim duyulmasidir (Walton, 1993).

RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA): PCR (Polymerase Chain
Reaction)’in kesfi ile DNA polimirfizmini arastiran yeni markdr sistemleri ortaya
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koyulmustur. Williams ve ark., (1990) tarafindan gelistirilen RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) teknigi, basit ve kisa oligonikleotid primerler
kullanilarak genomik DNA’"nin rastgele bolgelerinin ¢ogaltiimasidir. Amplifikasyon
drdnleri bir agaroz jel tGzerinde elektroforeze tabi tutulduktan sonra gimus nitrat ya
da etidyum bromid boyamasi ile bantlar gorintr hale gelir. RAPD markorleri, RFLP
"nin tersine dusik kalitede ve miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi, zaman ve
maliyet yonunden olumlu olmasina ragmen, dominant markér (Corazza-Nunes ve
ark., 2002) olmalar1 nedeni ile yorumlanmasinin zor, givenilirliginin gok sinirli ve
tekrarlanamamasi, dezavantgjlari arasinda yer almaktadir (Lavi ve ark., 1994).
RAPD, turuncgil vyetistiriciliginin - tannmlanmasinda ve genetik haritalama
calismalarinda kullamilmistir (Deng ve ark, 1995, 1997). Ayrica RAPD, RFLP ile
birlikte kullanilarak Citrus ve akrabalar1 arasinda filogenetik calismalar yapilmistir
(Federici ve ark., 1998).

SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions): Istenilen bir RAPD
markirinin kullammu, ug kisimlarinin dizilerinin belirlenmesi ve daha uzun primerler
(24 nukleotid gibi) olusturmakla arttirillabilir (Paran ve Michelmore 1993). Bu tir
dizileri belirlenmis cogaltiimis bolgelerde (SCAR) DNA dizi farkliliklar: tek essiz
bir bandin varligi/yoklugu ile belirlenir. SCAR ve RAPD'e gore daha fazla
tekrarlanabilir ve elektroforeze ihtiyacin olmadigi var/yok dagilimlarina
donustardlebilirler. SCAR' lar genelde dominant markirlar olmalarina ragmen 4 baz
Gifti restriksiyon enzimleri ile parcalanmalar: ve DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) veya SSCP (Single Strand Comformation Polymorphism) teknikleri
ile tammlanmalart suretiyle kodominant markirlara donustrilebilirler (Turung,
2010). Turunggillerde CTV (Citrus tristeza virus)'nin analiz edilmesinde
kullanilmistir (Deng ve ark., 1997).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat): RAPD ile maliyeti yaklasik olarak
aym olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) teknigi RAPD’e gore oldukca
guvenilir, tekrarlanabilirlik oran yiksek ve PCR kosullarindan ¢ok etkilenmeyen bir
tekniktir. Bu teknik genetik ¢esitlilik, simflandirma, molekiler markir bulma
calismalari, evrim ve genom haritast olusturma galismalarinda son yillarda yaygin
olarak kullamlImaktadir (Fang ve Roose, 1997).

10
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SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism): PCR teknigine dayali
olup, DNA’'daki agik okuma bolgeleri dedigimiz (ORFs) bolgelerin gogaltilmast
esasina dayanir. SRAP primerleri gelistirirken ilk dnce cekirdekte CCGG bazlarini
kullanarak ORF bdlgelerindeki ekzonlar hedef alinir. Forward primeri 17 nikleotit,
Reverse primeri 18 nikleotit uzunlugundadir. Reverse primerleri DNA’ nin intron ve
promoter bolgelerini, Forward primeri ise DNA’ min ekson bolgelerini amplifiye eder.
Forward primerlerinde 5 ucundaki 14, Reverse primerlerinde 15 nikleotit aymdir. 3’
ucuna yakin olan ¢ nukleotit tesadifi secilim sonucu olusturulmustur. Primerin
bagindaki 10 veya 11 nikleotitten sonra gelen dort nikleotit dizini Forward
primerinde CCGG dizinine; Reverse primerinde AATT primer dizinine sahiptir
(Tamam, 2009; Turung, 2010).

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism): RAPD tekniginin
dezavantajlarim gidermek tizere gelistirilmistir (Ozcan ve ark., 2001). Bu teknikte ilk
olarak genomik DNA o6nce birisi 6, digeri 4 taban tamyan 2 kesim enzimi tarafindan
kesildikten sonra (EcoRI/Msel), bunlara ait adaptorler eklenmekte ve bu adaptorlere
uygun primerler kullanilarak secici bir sekilde cogaltilmaktadir. Secici sekilde
cogaltilan parcalar arasindaki polimorfizm PAGE ile belirlenir (Ergul, 2000).
Polimorfizm oramt ¢ok yuksektir. Uygulanabilirligi, RAPD teknigine gore kolay
olmasa da RFLP teknigine gore ¢ok kolaydir. Masraf, is gucl gereksinimi ve
guvenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir (Maughan ve ark., 1995).

SSR (Simple Sequence Repeat): STR (short tandem repeats) veya
mikrosatellit olarak da bilinen tekrarli nikleotid dizileridir (1-6 nikleotid).
Tekrarlanan DNA'’larin sagindaki ve solundaki zincirler o dizine dzgudur, yani
gpesifiktir. Bu dizinler SSR primerlerini dizayn etmede kullamilir. Elde edilen 18-22
niikleotid uzunlugundaki primerler ile genomik DNA amplifikasyonu gergeklestirilir.
Reaksiyon drinleri poliakrilamid jelde gdzlenir. Polimorfizm kaynagini tekrar
sayisindan alir ve ayni sayidaki tekrarlari temsil eden her bant, farkli bir allele isaret
eder. Tekrar sayisindaki farkliliklarin kaynagi ise DNA replikasyonu sirasindaki
kaymalardir (slippage) (Schlotterer ve Tautz, 1993).

SSR markorlerining, PCR'a dayali olmasi, yiksek yapili bitkilerin
genomlarinda ¢ok yaygin olarak bulunmalari, bitki genomlarinda ytiksek oranda

11
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polimorfizm gostermeleri, tekrarlanabilmeleri, teknik olarak hizli, kolay olmasi ve
ko-dominant olmalar: avantgjlar1 arasinda yer alir. SSR markorlerinin dezavantajlari
ise yuksek oranda c¢Ozunlrlik veren jellerin hazirlanmasi, bir ture ait yeni
mikrosatelitlerin elde edilmesi (Buyukinal-Bal, 2003), klonlama ve dizi analizi
calismalarint gerektirmesidir. SSR markorlerinin yiksek polimorfizme sahip olmasi
ve ko-dominant olmast ile genetik ¢alismalarda kullanimi artmustir (Turung, 2010).

TILLING ve EcoTILLING (Targeting Induced Local Lesions InGenome):
Genetik yapidaki farkliliklarin ve 6zellikle mutasyonlarin ve tespitinde kullamlan bir
yontemdir. TILLING ve EcoTILLING dogal polimorfizmler ve mutasyonlarin hizli
sekilde belirlenmesinde kullanilan birbirlerine ¢ok yakin yontemlerdir (Henikoff ve
Comai, 2004). TILLING yontemi birka¢ basamaktan olusan ve birbirini takip eden
bir caligma yontemidir. (Till ve ark., 2006). Bu yontemde ilk islem EMS gibi nokta
mutasyonu tesvik eden bir kimyasalla tohumlarda mutasyon tesvikidir. Tohumlardan
M1 bitkilerinin elde edilmesi ve M1 bitkilerinin kendilenmesi sonucunda M2
bitkileri elde edilir ve bu bitkilerden mutasyon taramasi igcin DNA izolasyonu
gerceklestirilir (Colbert ve ark., 2001). Mutasyona tesvik edilen bitkisel materyale ait
DNA'’lar uygun sekilde karistirilarak bir havuz olusturulur ve PCR reaksiyonu
hazirlamir. PCR amplifikasyonu icin Forward 5’ ucu floresan boya ile etiketlenmis
primer ve Reverse 5’ ucu floresan boya ile etiketlenmis primerler kullamlir. PCR
amplifikasyonundan sonra amplifikasyonu saglanan DNA materyalinin ilk ©nce
denatlrasyonu ve ardindan tekrar renatlrasyonu gerceklestirilir. Bu basamakta
mutasyon igeren DNA zinciri ile mutasyon olmayan DNA zinciri arasinda yanlis bir
eslesme sonucu heterodupleks bir yapr olusacaktir.

Olusan bu yanlis eslesmeler ilgili DNA materyalinde mutasyon oldugunun
tespitidir. Bu yanlis eslesmeleri kesmek icin tek zincir spesifik nikleazlar ile
ornekler inklibasyona tabi tutulur. Reaksiyon sonlandiktan sonra DNA saflastiriimas:
yapilr ve DNA’lar floresan etiketle cogaltilmis DNA pargalarim tamyan
poliakrilamid jel sistemlerinde kosturulur. PCR amplifikasyonunda kullanilan
Forward ve Reverse primerlerin farkli dalga boylarina gére etiketlenmesinden dolay:
cogalan DNA parcalar: farkl: iki tabaka ile gorunttlenebilir. Mutasyon iceren DNA
parcalart yanlis eslesme sonrasinda uygun kesim enzimiyle kesildigi icin bu iki

12
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tabakada PCR Urininin genel boyutunu olusturan ve birbirini tamamlayan iki DNA
bandi gbzlenir. Bu sekilde birbirini tamamlayan iki DNA bandi gézlendigi zaman bu
Ornekte mutasyon oldugu tespit edilmis olmaktadir ve ilgili DNA’ya ait sekanslama
islemi gerceklestirilerek mutasyonun tipi belirlenebilir (Till ve ark., 2006; Simsek,
2009). Tilling ve EcoTilling analiz asamalar: Sekil 1.1’ de gosterilmistir.
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Sekil.1.1. Tilling ve EcoTilling analiz asamalar: (Till ve ark., 2006; Simsek, 2009).

SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism): Bu tez ¢alismasinda
kullanilmig olan ve mutasyonlarin tespiti icin kullanilan diger bir yontem ise SSCP
(Single Stranded Conformation Polymorphism) (Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizmi)’ dir. SSCP, PCR kullammim iceren mutasyon saptama
yontemlerinden birisidir (Oner, 2002). Tek zincir DNA’ nin molekiil ici etkilesimi
sonucu her zincirin farkli formda katlamp kivrilmasi ile degisik konformasyonlarin
(=ikincil yapinin) olusmasina ve poliakrilamid jel elektroforezinde yada mutasiyon
calismalart igin Ozellestirilmis her hangi bir jel Uzerinde farkli hizda hareket etmesi
Uzerine kurulmus bir yontemdir.

Mutasyon iceren DNA molekull tek bir baz bile farkli olsa normal dizide
degisik bir bant olusturacag: icin nondenatire jel elektroforezinde normalden farkli

yerlerde bantlar gozlenmektedir. Normal ve incelenen 6rnek bu ybntem ile
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karsilastirildiginda normalden farkli bant(lar)in bulunmasi 6rnekte mutasyonun
varlhigim gostermektedir (Oner, 2002; Tuli, 2001; Kocatirk Sel., 2005; Simsek,
2009).

SSCP andlizinin duyarliligi yani mutasyonlar1 tarama o6zelligi %35-100
arasinda degisir (Solak ve ark., 2000). Bu yontemde duyarlilik tzerine en 6nemli
etkenlerden biri incelenen DNA fragmentinin uzunlugudur. DNA fragmentinin
uzunlugu artarsa teknigin duyarliliginda dilsme olur. Ornegin 300 bg' den kisa DNA
parcalarinda basar1 %99 dolayinda iken 300-450 bg¢'lik DNA pargalarinin
incelenmesinde aym oran %90 seviyesine dismektedir. SSCP nin uygulandigi
mutasyon analizlerinde PCR drlnlerinin kiiclk tutulmast istenir. Bu yontemde 6nce,
ya uzun DNA molekiltinin RE (restriksiyon enzimi) ile kesimi ya da PCR yontemi
ile kicik DNA fragmentleri elde edilir. Sonra bu cift sarmalli DNA fragmentleri
denatiire edilerek tek sarmalli hale getirilir. Daha sonraki asamada ise non-denatiire
kosullarda poliakrilamid jel elektroforezi yapilir (Solak ve ark., 2000; Simsek, 2009).

SSCP mutasyon analizleri igin oldugu kadar, polimorfizmlerin saptanmasinda
da kullanilan bir yontemdir. Bu yontem jel Gzerindeki molekiltn elektroforetik
hareketine bagli olarak islemektedir. Bu yontemde denatiire olmayan ortamlarda tek
sarmal  DNA’'min  katlamp molekdl igindeki etkilesimlerle adigi  konuma
(konformasyona) gore degerlendirme yapilmaktadir. Tek sarmal konformasyon
polimorfizmi analizinde tek bir nikleotiddeki degisim katlanmay: ve yeniden
sekillenmeyi degistirir. Bu degisim elektroforetik mobiliteye de ayni diizeyde etki
yapmaktadir. Dolayisiyla diger bazi mutasyon analiz yontemlerinde oldugu gibi
heterozigot konumdaki bir degisim elektroforetik olarak dort farkli tek sarmal DNA
band: vermektedir (Sekil 1.2. D). Bu dort bant normal allelin anlamli ve anlamsiz
dizisi ile mutant allelin anlamli ve anlamsiz dizisini igermektedir (Solak ve ark.,
2000). SSCP nin kullanim alanlar1 arasinda, mutasyonlarin tespiti, allelik ¢esitliligin
belirlenmesi, genetik iliskilerin belirlenmesi, genetik haritalarin olusturulmasi gibi
analizler sayilabilir. SSCP tekniginin ko-dominant 6zellik gostermesi de 6nemli bir
avantgjichr, boylece heterozigot karakterlerin ortaya cikariimasinda onemli bir
Ustinlik saglamaktadir (Simsek, 2009).
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Sekil 1.2. SSCP Analiz Asamalar;; A) PCR reaksiyonu sonucu elde edilmis

mutasyon iceren DNA drdnleri. B) PCR drdnlerinin denatiirasyonu
sonucu elde edilmis tek zincirli DNA parcalari. C) Denatire edilmis PCR
drdnlerinin kendi konformasyonlarinda kivrilmalari sonucu jelde farkl:
hareket etmeleri. D) Kendi konformasyonlarinda kivrilmis DNA
parcalarinin non-denatiire poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda ki
goruntdleri (Simsek, 2009).

Bu tez calismasinin amaci; Cukurova Universitesi Ziraat Fakilltesi Bahce
Bitkileri Bolumindeki “Tuzcu Turuncgiller Koleksiyonu” ndaki bazi portakal
genotiplerinin, genetik farkliliklarimn SSCP markirlar: ile arastirilmasicir. Elde
edilen verilerin turuncgil taksonomi calismalarina yardimci olacagi ayrica 1slah
calismalarinda kullamimasina olanak saglayacag: disunilmektedir.

Tez kapsaminda elde edilen bilgiler koleksiyonlarin daha planli olarak
korunmas: ve turuncgil taksonomi calismalarin yardimci olmasi bakimindan 6nem
tasimaktadir. Bu calismanin aym zamanda bundan sonraki turuncgil 1slah
programlarinin - diizenlenmesinde yardimci olacak oOnemli ciktilarin  saglamasi
bakimindan da basvuru kaynagi olabilecegi disinulmektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Turuncgillerde genetik cesitliligi belirlemek amaciyla molekiler dizeyde
bircok calisma yapilmistir ve halen yapilmaya devam etmektedir. Bu bolimde,
portakallarda ve diger turuncgillerde genetik farkliliklari belirlemek amaciyla

gerceklestirilen SSCP calismalarina ve diger molekiler yontemlere yer verilmistir.

2.1. Turuncgillerde yapilan SSCP ¢alismalari

Simsek ve ark (2011), turunggil anaglarinda demir klorozundan sorumlu
genlerde allelik cesitliligi tespit etmek amaciyla SSCP analizleri gerceklestirmistir.
Calismada ilk olarak turuncgil EST’lerinden demir klorozundan sorumlu iki aday
gen belirlenmistir. Turunggil anaglarim temsil eden 8 farkl: turunggil genotipi
secilerek, belirlenen aday genlere 6zgi PCR primerleri kullamlarak genlerin PCR
amplifikasyonlar1 gergeklestirilmis ve PCR UrUnlerinden direk DNA sekans
yapilarak genlerin secilen 8 genotip agisindan DNA sekanslar: belirlenmistir. SSCP
analizlerini gergeklestirmek amaciyla DNA sekanslar kullanilarak yeni SSCP
primerleri dizayn edilmis ve SSCP analizleri gerceklestirilmistir. Fe-S geni igin elde
edilen dendrogramda, demir klorozuna duyarli olduklari bilinen g yaprakli
genotipler aym grup iginde kiimelenmis, Uc yaprakli melezleri ise kendi igerisinde
ayn alt kollarda yer almiglardir. IRT1 geni icin olusturulan dendogramda ise benzer
sonuclar bulunmustur, U¢ yaprakli ve melezleri ayni alt kollarda kiimelenmisler ve
mandarin genotipleri arasinda yiksek bir varyasyon tespit edilmistir.

Turuncgillerde seker ve asit seviyesi, meyve kalitess ve meyve suyu
sanayi’ inde 6nemli bir kriter olarak bilinmektedir. Luro ve ark (2011), seker (glukoz,
froktoz ve sukroz) ve asitligin (organik asitler) altyapisim olusturan ve
duzenlenmelerinde rol oynayan genleri kullanarak turuncggil genetik farkliliklar: ve
varyasyonlar1 teshbit etmiglerdir. Meyve suyu igerigini, aym cevre ve blylime
kosullar1 altinda gelisen 8 turuncgil tlrine ait 87 cesitte HPLC analizleri ile
degerlendirmislerdir. Calismada, dokuz aday genin polimorfizm sekanslamasi seker
ve asitligin metabolik siresinin anahtar enzimlerine gére SSCP ile arastirilmustir.
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Hem molekiler hem de biyokimyasal analizlere gore, turuncgillerde gdzlenen
farklilhik, U¢ atasal grupta (mandarin, pummelo ve citron) organize edilmistir.
Biyokimyasal farkliliklar, cins dizeyinde SSCP farkliliklar ile ¢ok yakin bir
korelasyon saglamustir, fakat aym durum tdr ici dizeyde gecerli olmamistir. Diger
molekuler markirlar ile kiyaslandiginda, daha yiksek farklilik saglayan SSCP
teknolojisi, turuncgillerdeki asitlik ve tathligin dizenlenmesinde gelecek QTL
haritalama ¢alismalari icin uygun bulunmustur.

Aka-Kagar ve ark (2012), bazi turunggil anaglarinda, belirlenen demir
klorozundan sorumlu 2 farkli aday genle (Fer 3, PMT 4) allelik gesitliligi tespit
etmek amaciyla DNA sekans calisgmalart ve SSCP analizleri yapmiglardir. SSCP
analizleri sonucu cluster analizleri yapilarak dendogramlar olusturulmustur. Cluster
analizleri incelendiginde, allelik cesitliligin tespit edilmesi amaciyla kullamilan
mandarin genotiplerinde yiksek oranda farkliliklar tespit edilmistir. Demir klorozuna
duyarli oldugu bilinen U¢ yaprakli genotipleri ayni kolda yer amustir. Demir
klorozuna dayanikli olan turung genotipleri arasinda polimorfizm tespit edilmistir.

2.2 Turuncgillerde genetik cesitliligi belirlemek amaciyla yapilan diger

molekiler yontemler

Albanese ve ark (1992), Farkli limon cesitlerinin genetik iliskilerini
belirlemek amaciyla RFLP analizleri gerceklestirmislerdir. Calismada Femminello,
Apireno, Continella, F. comune, F.S Tresa, Interdonato ve Monachello limonlar:
kullanilmis ve genetik iliskileri incelenmistir. Calisma sonucunda gesitler arasinda
polimorfizm oldugu belirlenmis ve RFLP yonteminin test edilen cesitler arasi genetik
farkliliklart belirlemek igin uygun bir yontem oldugu belirtilmistir.

Luro ve ark (1992), baz: turuncgil turlerinde RAPD markirlar: ile genetik ve
taksonomi calismalar: yapmislardir. Calismada 3 farkli RAPD primeri kullamlmis ve
her primer igin ayri dendrogram olusturulmustur. Dendrogramlar arasinda bazi
farkliliklar olmakla birlikte genel olarak benzer sonuglar vermistir. Turunggillerin iki
veya Uc ayr1 gruba ayrilabilecegi belirtilmistir. Mandarin ile portakal, laym ile agag
kavunu ve altintop ile sadok aym grup igerisinde yer almstir.
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Motohashi ve ark (1992), 25 turunggil c¢esidinde RFLP markirlarim
kullanarak DNA parmakizi analizlerini gerceklestirmiglerdir. Calismada Kara ve
King mandarinleri birbirlerinden ayirt edilebilmistir. Duncan altintopu ile Dancy
mandarini melezleri olan Seminelo ve Minneola, tangelolarr Duncan altintopuna
daha yakin bulunurken, Orlando tangelo, Dancy mandarinine daha yakin olarak
tespit edilmistir. Seminelo %92 oraninda, Minneola ise %67 oraninda Duncan
altintopu ile aym bantlar1 gostermislerdir. Orlando Tangelo ise %88 oraninda Dancy
mandarini ile ayni bantlart vermistir. DNA parmakizi caligmalarinin  gesit
tammlamas: ve melezlerde ebeveyn belirleme calismalar: igin kullanilabilecek
yontem oldugu belirtilmistir.

Fang ve Roose (1997), yapmis olduklar: ¢alismada, 22 ISSR primerini 68
turuncgil gesidine ait 94 agag Ornegi arasindaki farkliliklar: belirlemek amaciyla test
etmislerdir. Calisma sonucunda ISSR markirlari mutantlarin seciminden orijin alan
33 portakaldan 14'Gnl ve 7 altintoptan 1'ini aywrabilmistir. Altr limon kdltdrinden
51 ISSR markirlar: ile ayrilabilmistir. Calismada kullanilan mandarinler arasinda ¢ok
fazla farklilik bulunmustur.

Portakallarin sahip oldugu morfolojik degisikligi molekuler seviyede
belirlemede RAPD veya isoenzim markirlar uygun degildir. Bu nedenle Novelli ve
ark (1998), yapmis olduklar1 calismada, portakal (C. sinensis [L.] Osbeck)’ pera
¢esidinin genomik DNA kituphanesinden gelistirdikleri mikrosatellit markirlar: 31
portakal cesidinde degerlendirmislerdir. Degerlendirilen 18 mikrosatellit primeri
portakal cesitleri arasindaki farkliliklart ortaya c¢ikaramamistir. Bu nedenle
arastiricilar  portakalda genetik farkliliklarr belirlemek igin yeni mikrosatellit
primerlerinin gelistirilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Targon ve ark (2000), portakal ¢esitlerinden izole ettikleri genomik DNA’lar1,
cesitler arasindaki polimorfizmleri belirlemek ve karakterize etmek amaciyla RAPD
analizleri yapmislardir. Calismada kullanilan cesitler arasinda fenotipik farkliliklar
olmasina ragmen polimorfizm bulunamamistir. Arastiricilar, RAPD analizlerinin
portakal cesitleri arasindaki farklhiliklar:i belirlemek igin uygun bir yontem

olmadigini, daha hassas yontemlerin kullaniimas: gerektigini bildirmislerdir.
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Yesiloglu (2002), Turunggil cins, tir ve akrabalarindan olusan 30 adet tiru
RAPD markirlar: kullanarak tammmlamis ve ¢alisma sonucunda turunggil cins, tir ve
akrabalar1 arasindaki  polimorfizm orammin  0.26-0.85 arasinda degistigini
bildirmistir. Calismada, ‘Ilkel Turunggil Grubu’nda yer alan Pleiospermium alatum
ve Severinia buxifolia ile ‘Gergek Turunggil Grubu' nda yer alan C. fortunella ve
Microcitrus cinslerine ait tdrler arasindaki polimorfizmin genel olarak yiksek
bulundugu, ‘Ilkel Turuncgil Grubu’nda yer alan Pleiospermium alatum ile ‘ Gergek
Turuncgil Grubu’ nda yer alan C. micrantha tirleri arasindaki polimorfizm oramnin
denemeye alinan tdrler igerisinde en yiuksek dizeyde oldugu belirtilmistir.
Pleiospermium alatum ile *Yakin Turuncgil Grubu’ icerisinde yer alan Citropsis
gilletiana arasindaki polimorfizminde yiksek oldugu saptanmistir. En  dusik
polimorfizm oram ise ‘Gergek Turunggil Grubu nda yer alan C. limonia ve C.
pennivesicul ata turleri arasinda bulunmustur.

Ahmad ve ark (2004), turunggil genom analizlerinde mikrosatelit
markirlarimin  potansiyelini  degerlendirmislerdir. Calismada, Washington Navel
portakalimn DNA dizisini kullanilarak mikrosattelit markirlar: gelistirilmistir.
Tasarlanan mikrosetelitlerden biri hari¢ diger tim mikrosettelitler polimorfik
bulunmustur. Toplam 26 primer ¢ifti kullanilarak 118 allel tanmmlanmstir. Allellerin
sayisi her primer icin 1 ile 9 arasinda degismis ve ortalamast 4.5 bulunmustur.
Mikrosattelit markirlar portakallar (C. sinensis L. Osbek), mandarin (C. reticulata
Blanco), altintop (Citrus paradis Macf.), limon (Citrus limon L Burm.f.) ve sitranj
(¢ yaprakli ve portakalin melezi ) arasindaki tir seviyesinde olan farkliliklar: ortaya
Gikarmustur.

Novelli ve ark (2004), yapmus olduklar1 ¢alismada, tek nikleotid polimorfizm
analizlerini (SNP) Citrus tir ve akrabalarindan olusan 58 genotipte arastirmuslardir.
‘Pera |AC’ portakali’ nin genomik dizisi primer dizayn ve SNP’lerin tammlanmasi
icin STS'lerin segiminde kullanilmistir. Analiz edilen 36 STS bdlgelere bakildiginda,
kullanilan 41 portakal genotipinin 40'inda dizilerin 6zdes oldugu gordnmustir.
Ancak bu genotipler cogu SNP markiri igin heterozigot bulunmustur. Diger
genotipler ile karsilastinldiginda, ‘Pera IAC portakal genotipinde toplam 150
polimorfik nikleotid tanmmlanmis ve bunlardan %52’ si degisken bulunmustur.
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Zhang ve ark (2005), portakallarin genetik kaynaklarim ISSR markirlari
yardim ile tammlamak amacgli yaptiklari calismada kullandiklart 22 ISSR
primerinden 13 tanesinden PCR amplifikasyonu saglamislardir. Calismada kullanilan
22 Ornekten 11 tanesi ISSR markirlar ile tanimlanmis, ayni isimlerdeki bazi 6rnekler
birbirinden farkli bulunmustur. Calismada polimorfizm oram %6.9 olarak
hesaplanmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler portakallarda germplasm
farkliligin ¢cok dustk oldugunu gostermistir.

Chen ve ark (2008), NCBI resmi web sitesinden aldiklar: turunggil EST
dizilerinden bilgisayar programu  yardimiyla mikrosatellit  ekstraksiyonu
gerceklestirmiglerdir. Toplamda 3.278 SSR igeren diziler 56.199 turuncgil
EST’lerinden karakterize edilmistir. Ortalama 1 SSR her 5,2 kb'lik EST dizisinde
bulunmustur. SSR primer dizileri 2.295 turunggil ESTlerinden tamumlanmustir.
Bunlar arasindan 100 primer cifti sentezlenmis ve portakal ile Poncirus cinsleri
icerisindeki/arasindaki heterozigotiyi ve polimorfizmi belirlemek igin test edilmistir.
PCR amplifikasyonu veren 87 primer ciftinden portakallar icin 52'si homozigot, 35'i
heterozigot bulunurken, Poncirus icin 67'si homozigot, 20’'si heterozigot
bulunmustur.

Novelli ve ark (2006), turuncgiller igin yeni SSR markirlari gelistirmek ve
bunlari  portakallarda karakterizasyon calismalarinda kullanmak amaciyla
arastirmalar yapmuslardir. Calismalarda normal, gobekli, kan ve distk asitli portakal
cesitleri kullanilmigtir. CCSM17 ve CCSM147 SSR lokuslar: bazi disik asitli ve
gobekli portakallarda, CCSM 13 lokusu normal portakallarda ve CCSM 18 lokusu ise
normal ve kanli portakallarda polimorfik bulunmustur. Arastiricilar, elde edilen
polimorfik lokuslarin nuseller ve zigotik bitkilerin ayirt edilmesinde ve fidanlarin
tammlanmalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismadan, genel
olarak portakallar arasinda dar bir genetik temel oldugu ve var olan morfolojik
farkliliklarin mutasyonlardan kaynaklanabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

Aka Kagar ve ark (2009), turuncgillerde anag olma 6zelligi olan yirmi ¢
genotipin genetik iliskilerini SSR markirlar1 ile belirlemislerdir. Calismada
genotiplerin genetik iliskilerinin belirlenmesi amaciyla toplam 10 SSR primer cifti
kullanilmistir. Degerlendirmeye alinan 9 mikrosatellit primer cifti her genotip icin 1
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ile 3 arasinda degisen bantlar vermistir. CI03D12a primer ¢ifti, 10 bant vererek en
yuksek polimorfizm oramni sergilemistir. Bu primer icin elde edilen bantlar 238 bp-
58bp uzunlugunda dagilmislardir. Elde edilen genetik veriler ile genetik benzerlikler
hesaplanmis ve genetik benzerliklere dayali dendrogram olusturulmustur.

Baig ve ark (2009), RAPD markirlar: kullanarak, 13 tur ve 5 hibriti iceren 18
turuncgil ¢esidi arasindaki genetik benzerligi arastirmiglardir. Toplamda 250 markir
gelistirilmistir. Polimorfizm gdsteren 231 markir arasindan 25'i segilmistir. Genetik
benzerligi hesaplamak icgin Jaccard katsayisi kullanilmistir. Dendrogram UPGMA
yontemine gore olusturulmus ve benzerlik katsayist 0.61 olarak bulunmustur.
Calisma sonucunda, Jaffa portakali ve kan portakali %82 benzerlik orani ile
maksimum benzerlik gostermistir.

Fang ve ark (2009), yapmis olduklari calismada, 57 portakal cesidini
kullanmiglar ve genotipler arasindaki genetik ilisikileri AFLP markirlar: kullanarak
belirlemislerdir. Calismada toplam 10 adet AFLP primer cifti kullanilmistir. Calisma
sonucunda portakallar arasindaki polimorfizm oramnin distk oldugu belirtilmis,
ancak arastiricilar, bu yontemin ISSR ve SSR markirlari ile kiyasladiginda portakal
cesitleri icin dahatercih edilebilir bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Jannati ve ark (2009), 23 turuncgil genotipi ve 4 doga hibrit arasindaki
polimorfizm seviyesini belirlemek icin 15 SSR primer cifti kullanmiglardir.
Calismada kullanilan tum primerler yiksek polimorfizm gostermis ve her lokustaki
alel sayisi 4-12 arasinda degismis ve her lokustaki allel sayisi ortalama 8.27 olarak
bulunmustur. Y apilan cluster analizi sonucunda, iki cluster grubu olusmustur. Birinci
grupta Yuzo ve Poncirus yer almistir. ikinci grup kendi arasinda Fortinella cinsi,
mandarin alt grubu ve Citrus limon, Citrus aurantifolia, Citrus aurantium, Citrus
medica ve Citrus grandis olmak lzere ¢ alt gruba ayrilmistir.

Uzun (2009), yaptig1 calismada, Turkiye turuncgil koleksiyonlarinda bulunan
turuncgil tdrleri ve bunlarin akraba gruplarina ait 825 adet genotipte SRAP markirlari
ile genetik cesitliligi ortaya koymustur. Calismada 21 adet primer kombinasyonu
kullanilmis ve materyaller tir gruplarina gore sekiz ayr1 gruba ayrilarak galigilmistir.
Verilerin degerlendirilmesinde her grup ayr1 olarak degerlendirilmis ve daha sonra
gruplar kombine edilerek toplam on ayr1 degerlendirme yapilmistir. Elde edilen
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sonuclara gore, portakal, tdrleri icerisinde dusik dizeyde varyasyon oldugu
saptanmustir. Bu calismada portakal grubunda toplam 137 adet bant elde edilmis,
bunlardan 46 tanesi polimorfik bulunmus ve polimorfizm oram %34 olarak tespit
edilmistir. Portakal grubunda elde edilen toplam bant sayisi ve polimorfik bant sayisi
calismada degerlendirilen diger gruplara gore daha az tesbit edilmistir. Bunun nedeni
portakal grubunda yer alan bireylerin pek ¢cogunun hibrit orijinli olmayip mutasyon
orijinli olmalarunaisaret edilmistir.

Malik ve ark (2012), 22 portaka cesidi arasindaki genetik farkliliklar:
belirlemek amaciyla RAPD ve morfolojik analizler yapmuslardir. Calismada
kullamlan 20 RAPD primeri ile toplam 99 bant elde edilmis, bantlardan 48’i
polimorfik bulunmus ve polimorfizm oram %51.83 olarak belirlenmistir. Cesitler
arasindaki benzerlik 0.48 ile 1.00 arasinda degismis ve ortalama 0.77 olarak
bulunmustur. Portakal gesitleri arasindaki orta seviydeki polimorfizm ve yuksek
orandaki genetik benzerlik, portakal cesitlerinin yiuksek morfolojik farkliligina
ragmen disuk genetik farkliligin olmasi gorisuni desteklemistir. Caligma sonucunda
elde edilen dendrogramda tUm cesitler Delta Valensiya ve portakal olmak tzere iki
ana kumeye ayrilmistir. Bu calismada, portakal cesitleri arasindaki distik genetik
farklilik, bazi somatik mutasyonlardan elde edilen fenotipik varyasyonlar ile
aciklanabilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM Hojjat MAHMOUDZADEH

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Tez calismast kapsaminda C.U.Z.F. Tuzcu Turuncgiller Koleksiyonunda
bulunan 40 portaka ¢esidi ve ek olarak 3 farkli turunggil genotipinin (Satsuma,
pumelo, marsh seedless) SSCP analizleri gerceklestirilmistir ve genetik akrabaliklari

arastirilmistir. Calismada kullamlan materyel Cizelge 3.1’ de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Genetik farkliliklari arastirilmis olan portakal gesit/tipleri

N Cesit/Tip Latince ismi
O
1 Valencia 75 A C.sinensis’ cv.Valencia’
5 guccary (seker) B 3/12 15- C.sinensis’ cv.Succary'C.V
3 Kozan yerlisi 17-10 C.sinensis’cv.Kozan yerlisi
4 Midknight Valencia C.sinensis ‘cv.Midknight Valencia’
5 Moro (5293 R) C.sinensis’cv.Moro’
6 Washington 28A C.sinensis ‘cv.Washington Navel’
7 Akcay sekeri (A-39) C.sinensis’ cv.Akcay sekeri'C.V
g | Washington (18m) C.sinensis ‘cv.Washington Navel’
9 Navelina IV/A 7-5 C.sinensis ‘cv.Navelina’
10 Navelate IVI A 2-7 C.sinensis ‘cv.Navelate’
Tarocco Rosso portakall . - ,
11 | SRA 574 C.sinensis 'cv.Tarocco Rosso
12 Fukumoto Navel C.sinensis ‘cv.Fukumoto’
13 | Tarocco (7323)R C.sinensis ‘cv.Tarocco’ Group
Seker Portakali (Zerrefin . ‘s - ,
14 | Ist. - Israil) C.sinensis’ cv.Zerrefin 'Seker portakal/
15 Washington (37A) C.sinensis ‘cv.Washington Navel’
Finike Yerli portakali . e .
16 | (Antalya) C sinensiscv.'Finike yerli
17 Hamlin SRA 41 C.sinensis’cv. ‘Hamlin’
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Pine apple B 3/19 18-10

C.sinensis’cv. ‘Pineapple’

18

19 Lane Late IVI A 198-1 C.sinensis’cv.'Lane late’

20 Olinda Valencia (7229 R) C.sinensis’cv.'Olinda’ nuceller Valencia
21 Salustiana C.sinensis’cv. ‘Salustiana’

22 Yafa seleksiyon 46/A C.sinensis’cv.’Yafa 46 A’

23 Valencia (571) C.sinensis’cv. Valencia’

24 Dort yol Yerlisi (17-2) C.sinensiscv.’Dort yol Yerlisi'17-2

5 ?_?L(E;;Sftaka“ (O.Ozler C.sinensis’cv.’Seker portakalr’O.Ozler-Teksas
26 'gﬂ\ig‘;‘/g"mi Portakall C.sinensis’cv.’Alanya Dilimi portakal’Antalya
27 Newhall Navel(7322T) C.sinensis;cv. ‘Newhall’ Nuceller Navel
o8 I\SllsgaizsgegBlonde Portakalr C.sinensis’cv. Maltaise

29 Parson Brown(5297R) C.sinensis’cv.'‘Parson Brown’

30 Tulegold Navel C.sinensis’cv. ‘Tulegold’

31 Carter Navel (9321 c) C.sinensis’cv.'Carter Navel’

32 Sanguinello B 2/10 16-7 C.sinensis’cv.'Sanguinello’

33 Cara Cara C. sinensis’cv.‘Cara Cara’

34 Moro (A,17) C.sinensis’cv. ‘Moro’

35 Valencia (76 A) C.sinensis’cv. ‘Valencia’

36 Succary (kan) B 3/12 154 C.sinensis’cv. Succary-Kan'3/12 154

37 gf),\rlr)]pbell Valencia (7246 C.sinensis’cv. ‘Campbell Nuceller Valencia’
38 gggde Red Valencia SRA C. sinensis’cv. 'Rhode Red Valencia’
39 Spring Navel C.sinensis’cv. ‘Spring’

40 Shamouti (5291 T) C.sinensis’cv.’Shamouti’'5291 T

a1 Satsuma (S2-29) C.unshiu

42 Pummelo- Reinking (K1-35) C.maxima’cv. ‘Reinking’

43 Marsh seedless(N-36) C.paradisi'cv.marshseedless(N-36)
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3. MATERYAL VE YONTEM Hojjat MAHMOUDZADEH

Bu calismada kullanilan ve portakal c¢esitlerini temsil eden gruplar ve farkl
turuncgil gruplar1 arasindaki bazi cesitlerin genel 6zellikleri asagida sunulmustur.

3.1.1. Normal Portakallar

3.1.1.1. Hamlin

Florida' da tesadif ¢oglrinden elde edilmis bir ¢esittir. BlyUk tag olusturur.
Ozellikle semitropik iklime uygun bir gesittir. Portakallar icinde diisik sicakliklara
en dayanikli gesittir. Verimlidir ve fazla periyodisite gostermez. Meyveleri orta
blyutklukte ve yuvarlaktir. Aralik ayr basinda olgunlasir. Subtropik iklimlerde meyve
kalitesi ve kabuk renklenmesi daha iyi olmaktadir. Kuru madde igerigi ve meyve
suyu miktar1 bakimindan dikkat ¢eken bir gesittir. Brezilya da hem meyve suyu igin
hem de sofralik olarak kullamlir. Meyve kabugu orta ince ve ¢ekirdek sayisi azdir.

Florida ve Brezilya min baslica ¢esitlerinden biridir (http://www.mycitrustree.com).

Tez kapsaminda bu gruba ait olan Hamlin SRA 41 genotipi kullanlmstir.

3.1.1.2. Valencia

Ispanya kokenli bir gesittir. Goz mutasyonu ile meydana gelmistir. Kiresel
sekilli ve sik tag olusturur. Agaclar: orta buyikluktedir.

Meyveler yuvarlak, meyve kabugu hafif plrizli ve orta kalinliktadir. Meyve
eti kalitesi yuksektir. Usare miktar1 % 45 olup, seker asit oram dengelidir. Hem
sofralik hem de sanayiye yonelik (stkmalik) bir gesittir. Verimliligi dizenlidir ve
ekoloji segmez. Soguk subtropik iklimden ¢ol iklimine kadar genis bir yelpazede
ekonomik olarak yetistirilebilir. Gegici bir gesittir. Mart ortasindan temmuz ortasina
kadar degisik zamanlarda olgunlasan tipleri vardir. Ozellikle subtropik kosullarda
olgun meyve ve gicekler ayn: anda agag tizerinde gorulebilir.

Meyvelerde 6nemli bir sorun yeniden yesillenmedir. Kisin olusan portakal
rengi marttan itibaren sicakligin yikselip sicaklik farkinin azalmasiyla kaybolur,
meyve kabugunda klorofil olusumu meydana gelir. Bu, Valencia min tipik dzelligidir.
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Dunyada yetistirilen degisik klonlar1 vardir. Bunlardan énemlileri Olinda, Frost,
Campbell, Cutter, Midknight ve Deltadir. Ge¢ mevsim ¢esidi oldugundan bazi
bolgelerde  kis  soguklarindan  meyvelerin  zararlanma  riski  vardir
(http://users.kymp.net/citruspagesshome.html). Tez kapsaminda bu gruba ait olan
Valencia 75 A, Midknight valencia, Olinda valencia, Valencia (571), Valencia (76
A), Compbell valencia (7246R,N) ve Rhode red valencia SRA 360 genotipleri

kullanilmistar.

LY
E
L
Sekil 3

=
»
!
i
1

Valencia gesidine ait meyvelerin gorunimi (Kafa ve Canihos, 2010).
3.1.1.3. Yafa

Cikis noktasi Israil’in Yafa sehridir. 1844 yilinda Beledi portakalindan goz
mutasyonu sonucu olusmustur. Mutasyona elverisli oldugundan bircok tipi vardir.
Biyutk tag olusturur. Yapraklar blyik ve diger portakallardan daha agik renklidir.
Dallar ve govde kirilgan bir yapiya sahiptir. Meyveler orta irilikte, oval sekilde
olmakla birlikte, sap tarafinda bir diizlik de bulunabilir. Kabugu hafif purtzltdar.
Sap tarafina dogru kalinlasan orta kalinlikta bir kabuga sahiptir. Ticari anlamda
cekirdeksiz bir gesittir (Sekil 3.2). Meyve eti gevrek, sulu ve ¢ok lezzetlidir. Ekoloji
secen bir ¢esittir ve periyodisiteye egilimlidir.
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Ekolojiye ve kullanilan anaca gore kalite dzellikleri degismektedir. Istedigi en
iyi ekoloji Mersin’dedir. Orta mevsim c¢esidi olup olgunlasma donemi ocak ortasi
subat baglaridir (Kafa ve Canihos, 2010). Tez kapsaminda bu gruba ait olan Yafa
seleksiyon 46/A genotipi kullanilmistir.

-

Sexil 3.

N

Y afa portakalina ait meyvelerin gorunimu (Kafa ve Canihos, 2010).

3.1.1.4. Salustiana

Daha cok Bati Akdeniz Ulkeleri tarafindan yetistirilir. Ispanya’da 1950
yilinda g6z mutasyonu ile elde edilmis erkenci bir cesittir. Valencia'dan sonra
Ispanyamn en oénemli cesididir. Kasim sonlarinda olgunlasir. Meyveler orta
blyUkllUkte ve yuvarlaktir. Stil ucu tarafinda “mahtr’ denen tam veya eksik daire
seklinde bir iz bulunur. Cekirdeksiz ve ¢ok ylksek kalitelidir. Erkenci olmasi
nedeniyle cok iyi renklenmez ve meyve kabugu orta kalinliktadir. Olgunluktan sonra
agac Uzerinde Nisan ayina kadar kalabilir. Meyve eti yumusak, sulu ve lezzetlidir.
Verimli bir gesit olup ispanya min 6nemli ihrag gesitlerindendir. Tez kapsaminda bu

gruba ait olan Salustiana genotipi kullamlmustir.
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3.1.1.5. Kozan Portakal

Turkiye' de 6zellikle Adanaili Kozan ilgesi ve gevresinde yetistirilen yerli bir
cesittir. Meyveler yuvarlak, meyve kabugu orta kalin ve purizltdir. Meyve eti koyu
portakal renkli, cok sulu, kuru maddece zengin ve ortalama 8 cekirdeklidir. Bu
nedenle Turkiye'de sanayiye yonelik en onemli cesitlerden biridir. Verimde
diizensizlik gosterir ve orta gec mevsimde olgunlasir. Tez kapsaminda bu gruba ait
olan Kozan yerlisi 17-10 genotipi kullani mistir.

3.1.1.6. Finike Yerli

Genellikle Finike—Kumluca ydresinde yetistirilen yerli bir gesittir. Kdkeninin
Rodos adasi ve ya Italya oldugu samlmaktadir. Meyveleri orta bilyiklikte, yuvarlak
ve sitil ucunda muhir bulunmaktadir. Usare miktar: yuksektir. Agag dmri uzun,
verimli, verim duzensizligine egilimlidir. Ekoloji seger ve ekolojisi disinda meyve
kalitesi diser. Orta mevsim gesididir ancak meyveler aga¢ Uzerinde uzun sire
kalabilir. Bat1 Akdeniz bolgesinde hem sofralik, hem meyve suyu icin kullanilir. Bu
bolgede Washington Navel’in pazardan cekilmesiyle pazara bu cesit girmektedir.
Tez kapsaminda bu gruba ait olan Finike yerli portakali (Antalya) kullanilmistir.

3.1.1.7. Alanya Dilimli

Kokeni bilinmeyen sadece Alanya ve cevresinde yetistirilen ve onemini
gittikge kaybeden bir gesittir. En 6nemli 6zelligi sap tarafindan sitil ucuna dogru 4-8
adet oluk bulunmasidir. Meyveler kiglk ve orta buyuklukte, yuvarlak, meyve eti
koyu portakal renginde ve ¢ok suludur.

Kirece en dayanikl1 portakal ¢esididir. Verimlidir, ancak verim diizensizligine
egilimi yuksektir. Orta mevsim cesididir. Alanya da ocak ayinda olgunlasir. Tez
kapsaminda bu gruba ait olan Alanya dilimi (Antalya) kullanmlmustir.

30



3. MATERYAL VE YONTEM Hojjat MAHMOUDZADEH

3.1.2. Gobekli Portakallar

Gobekli portakallar turuncgiller icerisinde meyvede gobek denilen ikincil bir
meyve icermelerinden dolay: diger cesitlerden ayrilirlar. Genel olarak cekirdeksiz
cesitlerdir. Cevre kosullarina karsi diger cesitlerden daha hassastir. En kaliteli olarak
yetistirildikleri ekolojiler Akdeniz havzasi ve Kaliforniya dir.

3.1.2.1. Washington Navel

GObekli  portakallarin  temelini  olusturan bu c¢esit Brezilyamn Bahia
yoresinde Celesta portakal ¢esidinden mutasyonla olusmustur. Orta blyUklUkte ve
yuvarlak taclhi agaclar olustururlar. Meyve yuvarlak ve meyve kabugu hafif
purtzlidir. Cekirdeksiz (Partenokarp) bir c¢esittir. Cicek tozu olusturmaz.
Olgunlasma zaman: orta erkencidir (Aralik sonu). Orta sulu bir gesittir. Uygun bakim
kosullarinda dizenli verim verir. Cevre kosullarindan 6zelikle de kuru rizgér ve
soguktan etkilenir. Yafa kadar olmasa da ekoloji segicidir. Dunyadaki en iyi
Washington Navel ekolojilerinden biri Mersin  bolgesidir. Dokimlere karsi
duyarlidir. Olgunluktan sonra agacta uzun sire bekleyemez dokdltr. Turkiye de hem
ic tuketim, hem de ihracat icin aranan baslica  cesittir
(http://www.citrusvariety.ucr.edu/citrus). Tez kapsaminda bu gruba ait olan
Washington 28A, Washington (18m) ve Washington (37A) genotipleri kullani mistir.
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:
e Nuﬂl

Sekil 3.3.Washington Navel Portakalina Ait Meyvelerin Gorinumi (Kafa ve

Canihos, 2010).

3.1.2.2. Navdina

Kaliforniya kokenli olan bu g¢esit Washington Navel’ den gz mutasyonu ile
meydana gelmistir. Agact Washington Navel’den daha kucuiktir fakat daha erken
olgunlasir. Bu erkencilik yaklasik iki haftadir. ispanya da ekim ortalarinda kabuk
rengi hentiz yesil iken hasat icin kabul edilebilir minimum kalite standartlarina
ulasmaktadir. Meyveler Washington Navel’den biraz kicik ve daha ovaldir
(http://users.kymp.net/citruspages/sweetoranges.html).

Degisik Ulkelerde yetistiriciligi yapilmasina karsin esas olarak ispanya da
yetistirilmektedir. Erkenci olmasi, kis soguklarindan dnce hasat edilmesi ve kaliteli
olmasindan dolay: Turkiye kosullar1 igin uygun bir ¢esittir. Tez kapsaminda bu gruba
ait olan NavelinalVIA 7-5 genotipi kullamlmustir.
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Sekil 3.4. Navelina Portakalina Ait Meyvelerin Gorinimu (Kafa ve Canihos, 2010).

3.1.2.3. Navelate

Ispanya kokenli olan bu g¢esit Washington Navel’den dogal mutasyonla
meydana gelmistir. Agaci Washington Navel’den biraz daha blytk fakat biraz
dikenlidir. Meyveler ve gobek Washington Navel’ den kiguktir ve soyulmas: daha
zordur. Subat ayinda olgunlasir. Meyve i¢ kalitesi kabul edilebilir seviyeye
gelmesine ragmen kabuk renklenmesi daha sonra meydana gelir. Meyveler agag
Uzerinde pazar degerini yitirmeden dort ay veya daha fazla kalabilir. En kaliteli
olarak yetistigi ekolojiler Ispanya benzeri ekolojilerdir (Kafa ve Camhos, 2010). Tez
kapsaminda bu gruba ait olan Navelate IV A 2-7 genotipi kullamlmustir.

3.1.24. Lanelate
Avustralya kokenli olup, Washington Navel’ den g6z mutasyonu ile meydana
gelmistir. Agac ozellikleri Washington Navel’le aymdir ancak meyve kabugu daha

dizgin ve gobek daha kicuktir. Muhafaza ve tasimaya Navelate'den daha
uygundur. Geg mevsim gesididir. Son donemlerde Ispanya da Navelate' nin yerini
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almaktadir (http://users.kymp.net/citruspages/sweetoranges.html). Tez kapsaminda

bu gruba ait olan Lane late IVl A 198-1 genotipi kullani mstir.

3.1.2.5. Newhall

Washington Navel’den g6z mutasyonu ile olusmus Kaliforniya kokenli bir
cesittir. Meyve 0Ozellikleri bakimindan Navelina dan ayirt edilmesi zordur. Ancak
olgunlasma zaman farklidir ve asit icerigi daha dustktir. Navelina dan yaklasik 1
hafta sonra olgunlasir. Kaliforniya kosullarinda Washington Navel’den daha erken
kabuk renklenmesi meydana gelir. Ispanya da Navelina ile aym derecede popuilerdir.
Navelina gibi erkenciligi ve kis soguklarindan 6nce hasat edilmesinden dolayi
Tarkiye icin uygun bir ¢esittir. Bu ¢esitler disinda Avustralya orijinli ve ge¢ donem
cesitleri olan Powell, Chislett ve Barnfield gibi bazi gobekli portakal cesitleri,
Kaliforniya ve ispanya’ da denemeye alinmis ve bu gesitlerin Uretimine baglanmistir
(http://users.kymp.net/citruspages/sweetoranges.html). Tez kapsaminda bu gruba ait

olan Newhall Navel (7322T) genotipi kullamlmustir.

3.1.3. Kan (Pigmentli) Portakallari

Kan portakallarinin ¢ikis noktasimin Malta veya Sicilya adasi oldugu
sanilmakla beraber, son donemlerde Cin kaynakl: oldugu seklinde gorisler de vardr.
Bu portakallar normal portakallara benzemekle birlikte, yetistirilme bolgeleri, meyve
eti ve bazen de meyve kabugunda kirmizi renk olusturmalar1 nedeniyle farkhidirlar.
Bu renk pigmenti bircok bitki dokusunda yer alan antosiyanindir. Renk maddeleri
ancak dusik gece sicakliginda olusturulabilmektedir. Tropik ve semitropik
bolgelerde bu renk maddeleri meydana gelememektedir. Ancak hasat sonrasi sogukta
depolama sirasinda bu renk maddeleri olusmaktadir. Kan portakallar1 6zellikle Bati
Akdeniz' de (Ispanya, Fas, Tunus, Cezayir ve italya) yetistirilmektedir. Ozellikle
Italya’ da kan portakal: suyu meshurdur. Meyvelerin genellikle kiiclik olmasi ve yeni
gobekli kan portakallarinin elde edilmesi yetistiriciligi simirlayict  faktorlerdir
(http://www.citrusvariety.ucr.edu/citrus/blood_oranges.html).
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3.1.3.1. Moro

Ozellikle italya ve Sicilyada yetistirilen kokeni Sanguinello Moscata
¢esidine dayanan bir gesittir. Agaci orta buyuklikte ve verimlidir. Meyveleri
kiucukten orta boya kadar degisiklik gosterirken, meyve sekli, kabuk yapisi ve renk
acisindan fazla cesitlilik gosterir. Hatta bu konuda standart bir Moro 6zelligi ortaya
koymak zordur. Meyve icindeki renklenme iklime bagli olmakla beraber renkli
portakallar icinde meyve eti en koyu renkli olan ¢esittir. Uygun kosullarda kirmizi
renk meyve etini tamamen kaplamaktadir (Sekil 3.5). Bazi durumlarda renklenme
meyve kabugunda da gorilmektedir. ic ve dis renklenmesinden dolay: belli miktarda
Kaliforniyada da yetistirilmektedir. Meyve az cekirdekli veya cekirdeksiz,
kabugunun soyulmast kolaydir. Usare miktar1 yiksek, meyve eti yumusak ve aroma,
renklenme derecesine bagli olarak artmaktadir. Ocak ayinda hasat edilir, subat’tan
sonra kalitesini ve tasinmaya karsi dayanikliligim kaybeder
(http://www.citrusvariety.ucr.edu/citrussmoro_3811.html). Tez kapsaminda bu gruba

ait olan Moro (5293 R) ve Moro (A, 17) genctipleri kullanimustir.

Sekil 3.5. Moro Portakalina Ait Meyvelerin Gorunumi (Kafa ve Canihos, 2010)
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3.1.3.2. Sanguinello

Ispanya kokenli olup, Doble Fina dan g6z mutasyonu sonucu olusmustur.
Agaclar orta boyda, dikensiz ve verimlidir. Meyveler kugikten orta boya kadar
degisiklik gosterir ve oval sekillidir. Meyve kabugu dizgun, genellikle pigmentli,
soyulmast zor olan hatta albedo kismu dilimlere yapisan bir ¢esittir. Meyve eti koyu
kirmiz1 degildir ve renklenme genelde dilim duvarlarina yakin kisimlardadir. Meyve
eti yumusak, usare miktar:1 yuksek, tatli ve asitligi Doble Fina dan dusiktir. Birkag
cekirdeklidir ve cekirdeksiz sayilabilir. Ocak ayinda olgunlasir ve agag¢ Uzerinde
kalitesini kaybetmeden Doble Fina'dan daha uzun siire kalir. ispanya’da yaygin
olarak yetistirilir (Kafa ve Camhos, 2010). Tez kapsaminda bu gruba ait olan
Sanguinello B 2.10 16-7 genotipi kullamlmustir.

3.1.3.3. Tarocco

Kokeni, en eski ve su anda nadiren yetistirilen hafif renkli Sicilya cesidi
Sanguigno’'ya dayanmaktadir. Agaclari orta blyUklUkte dizensiz sekilli ve
verimliligi ortadir. Guneydogu Italya'da yetistirilen seleksiyonlar: vardir. Tarocco
del Francofonte, orta ve iri meyveli, hafif boyunlu olmasiyla diger seleksiyonlardan
ayrilan bir cesittir. Meyve kabugu olgunlukta portakal renklidir ve kirmizi renk
olusturmamaktadir. Kabugu kolay soyulmaktadir. Dilim zarlari yumusak ve hafif
renklidir. Ocak sonuna kadar bekletilirse tam olgunlasir ve ¢ok giizel aromaya sahip
olur. Cevre kosullarina karsi duyarlidir. Toprak kiregli ve pH yiksek olursa siddetli
kloroz gorulir. Guzel kokulu, dengeli tadh ve asitliligi ile en iyi Akdeniz portakallari
arasinda yer alan bir gesittir. Ticari anlamda ¢ekirdeksiz ve muhafazaya uygundur.
Tarocco del Muso, daha belirgin boyun meydana getirmesiyle digerlerinden farklidr.
Tarocco Rosso, kabukta belirgin renklenme yapan ve diger 6zellikleri bakimindan
Tarocco del Francofonte' ye benzeyen bir seleksiyondur
(http://users.kymp.net/citruspages/bloodoranges.html#tarocco). Tez kapsaminda bu

gruba ait olan Tarocco rosso SRA 574 ve Tarocco (7323)R genotipleri kullanmilmistur.
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3.1.4. Seker (Adsitsiz) Portakallar:

Bu portakallar cok diusik miktarda asit icermektedir. Yetistirildikleri
bolgelerde 6zellikle gocuklar tarafindan sevilir. Ancak diinya ticaretindeki paylart
azdir. Avrupa ve Kuzey Amerika da gok az bilinir. Ozellikle Brezilya, Ortadogu ve
Hindistan gibi sicak iklimlerde yetistirilir.

3.1.4.1. Succari

Kokeni bilinmeyen ve 6zellikle Misir ve gevresinde yetistirilen bir gesittir.
Agaclart guclu ve verimlidir. EKim ayindan itibaren hasat edilebilir ve meyve agag
Uzerinde puflasma ve grantlasyon problemi olmadan uzun sire kalabilir. Meyve
kicuk ve orta boylarda ve yuvarlaktir. Kabuk diizgiin, gizel renkli ve meyve etine
siki baghdir. Agag Uzerinde ¢ok uzun sire bekletilirse kabuk Uzerinde burusukluk
gordlebilir. Cok cekirdeklidir, meyve basina ortalama 25 cekirdek bulunur. Meyve
eti portakal renkli, sulu, yumusak ancak lezzetsiz ve alisilmamis bir tada sahiptir.
Kuru madde miktar: yaklasik % 10, asit miktar1 % 0.1' dir (Kafa ve Canihos, 2010).
Tez kapsaminda bu gruba ait olan Succary (Seker) B 3.12 15-6 ve Succary (kan)
B3.12 154 genotipleri kullamlmustr.

3.1.5. Tez Kapsaminda K ullamlan Diger Turuncgil Gruplari

3.1.5.1. Mandarin

Giineydogu Asyada mandarin vyetistiriciliginin - M.0.19 yizyilla dayancig:
bildirilmektedir. 1805 yilinda ingilizlerce Malta Adasina getirilen mandarinin,
Akdeniz Bolgesinde asil gelismesini gosterdigi bildirilmektedir. Mandarinin diger
turuncgil tirlerine gore soguklara daha direngli olmasi genis bir adaptasyon yetenegi
saglamustir. COl iklimi, semi tropik ve subtropik iklimlerde yetistirilebilmektedir.
Ancak bazi gesitler kaliteli triin icin belli iklimleri istemektedir. Ornegin Dancy,
Ellendale ve Ponkan semitropik iklimleri tercih etmektedir (Kafa ve Camhos, 2010).
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Tez kapsaminda mandarin grubuna ait olan Satsuma (5291T) genotipi kullanilmistur.

3.1.52. ALTINTOP

Orijini tam olarak bilinmemekle birlikte, son calismalar dogal bir portakal-sadok
(pummelo) melezi oldugunu ortaya koymustur. Barbados adasinda bir sans ¢ogiri
olarak ortaya ¢iktigr samlmaktadir. Grapefruit olarak isimlendirilmesinin nedeni tam
olarak bilinmemekle birlikte bunun nedeni olarak, bir gorise gére tadinin Uzime
benzemesi, diger gorlse gore agac Uzerinde salkim seklinde meyve baglamasi
gosterilmektedir. 1880'li yillarda A.B.D’de ticari olarak Uretilmeye baslanmistir
(users.kymp.net/citruspages., Kafa ve canihos, 2010).

3.1.5.(3). PUMMELO (Sadok)

Sadok biylk narenciye olarak optimal kosullarda bir futbol topu boyutuna ulasabilir.
Y apraklar: alternatif, ovat, veya eliptik, 5-20 cm uzunlugunda, 2-12 cm genisliginde,
donuk yesil, ve inceden tlyltdur. Genis bir yaprak sapina sahiptir. oldukga ¢ok sulu
ve lezzeti hafif tatlh ve milayim mayhostur. (users.kymp.net/citruspages). Tez
kapsaminda bu gruba ait olan Pummelo- Reiking (K1-35) genotipi kullani mistir.

3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu

Tez kapsaminda SSCP analizlerine dayanarak genetik iliskilerinin arastirilacagi
43 genotipe ait DNA’larin izolasyonu MiniPrep DNA izolasyon yontemine gore
yapilmustir. Izole edilen DNA'’lar -20°C’de muhafaza edilmis ve DNA'larin miktar

ve kaliteleri Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre cihazinda 1,5 pl DNA 6rnegi
kullarilarak olgulmustir.
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3.2.1.1. DNA izolasyonu igin Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi kullamlmustir (Johnstone ve
Thompson, 1991). DNA izolasyonu asamasinda kullanilan tampon ¢ozeltinin icerigi
Cizelge 3.2’de sunulmustur. Izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon cozeltiler
diginda kloroform: izoamilalkol (24:1 oraminda), TrisEDTA (Tris 1M pH:8, EDTA:
0.5M pH:8), RNase A (10 mg/ml) soliisyonu, izopropanol ve etil alkol (%99)

kullanlmstur.

Cizelge 3.2. DNA izolasyon Y onteminde Kullanilan Tampon Cozeltisinin Icerigi

Solusyon Konsantrasyon
CTAB %2.00
NaCl (5 M) 1.4M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 0.2M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0.1M

3.2.1.2. DNA izolasyon Asamalari

1. Hazirlanmis olan ekstraksiyon soltisyonundan her tipe 396ul ve 4ul -
merkaptoetanol eklenmistir.

2. Bir pipet araciligiyla tupler homojenlik saglanana kadar karistirilmis ve daha
sonratipler 65°C’ de 20 dakika bekletilmistir ve iki defa karistirilmustir.

3. Her tupe 400ul kloroform: izoamilalkol eklenerek 15 dakika vorteks
yarchimiyla karistirilmstir.

4. Tupler 5 dakika 13.000 rpm/dk santriflj edilmistir. Bekleme sirasinda her
ornek igin yeni temiz bir santriftj tipu hazirlamp etiketlenmistir ve tiplerin
icine 400ul soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

5. Santrifij tamamlandiginda tdplerin Gst kismindaki sivi kisim steril pipet
araciligryla 400 mikrolitre soguk (-20°C) izopropanol igeren santrifij
tlplerine aktarilmistir. TUpler dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle
—20°C’ de bekletilmistir.
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6. 5 dakika 13.000 rpm/dk santriflij edilmistir. Slpernatant dikkatli bir sekilde
dokdlmuistir. Pelletin kurumast icin tUpler ters birakilarak bekletilmistir.

7. Kuruyan Pellet 100 ul TE (TrissEDTA) icerisinde ¢oztlmuUstr. Her ttipe 4 pl
RNase A eklenmistir ve 15 dakika oda sicakliginda ttipler bekletilmistir.

8. Her tlpe 500 pul soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢cikmus) eklenmistir ve tlpler
dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle -20°C’ de bekletilmistir.

9. 5 dakika 13.000 devirde santrif(ij edilmistir.

10. Supernatant dikkatli bir sekilde dokulmis ve pelletin kurumasi icin tlpler ters
cevrilmistir.

11. Pellet 100 ul TE (TrissEDTA) igerisinde ¢ozulmustr.

12. Ornekler -20°C’ de saklanmustir.

Sekil 3.6. A.Yapraklarin Sivi Azota Daldiriimasi, B-C. Y apraklarin Sivi Azotta
Ogutldlmesi, D. Ornegin Saklanmast icin Santrifdlj TUplerine Doldurulmast.
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Sekil 3.7. A. Ogiitiilmis Bitkisel Materyalin 65° C'de Bekletilmesi, B. Tuplerin
Uzerine SolUsyonlarin Eklenmesi, C-D. Santrif(jj Islemi.

3.2.1.3. DNA Kalites ve Kantitesinin Bedlirlenmesi

Izolasyonu gergeklestirilen DNA’ larin kalitesi ve miktarlar: spektrofotometre
ile (NanoDrop ND 100) olguimler yapilarak belirlenmistir. Olciimleri gerceklestirilen
DNA'’lar ile ilgili hesaplamalar yapilmis ve DNA miktarlart aynit olacak sekilde
seyreltilmistir.

3.2.2. DNA Amplifikasyonu
Tez calismasinda, 40 portakal genotipinde ve ek olarak 3 farkli turrucgil

cesidinde genetik farkliliklar tespit edilmistir. Asagida SSCP analizleri igin
uygulanan PCR kosullari, PCR protokoll ve dongu kosullar: belirtilmistir.
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Kullamilan Kimyasallar Her Ornek igin kullanlan miktar
PCR Master Mix 2X 15.8 pl
MgCl; (25 mM) 1l
Forward Primer (5 uM) 0.5ul
Reverse Primer (5 uM) 05ul
ddH,O 2 ul

Taq Polimraz (1 Unite) 0.2 ul

DNA (50 ng/ul) 3ul
Toplam Hacim 23l

94°C 2 dk 6n denatiirasyon

94°C 30 sn denatiirasyon

55°C 45sn baglanma

72°C 2dk polimerizasyon 40 dongu
72°C 10dk son uzama

4°C saklama

DNAlar, daha 6nceden dizayn edilen ve laboratuvarimizda hazir bulunan
primerler ve tim reaksiyon komponentleri eklenerek ‘termal cycler’ igerisine

yerlestirilmistir.
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Sekil 3.8. Termal Cycler Cihaz

3.2.2.1. SSCP Analizlerinde K ullanilan Primerler

PCR amplifikasyonundan sonra elde edilen PCR Urtnlerinden 5 pl cekilerek
+ 2ul yukleme buffer: eklenmis ve % 1'lik agaroz jelde (Sekil 3.9), 1X TAE (Trizma
Base, Glacial Asetic Asid, EDTA (Na.EDTA.H,0) buffer eklenerek kosulmustur.
Jel 9%0.1 oranindaki ethidium bromide solusyonu ile boyanmis ve UV altinda
fotograflar: ¢ekilerek amplifikasyon Urtnlerinin varligi belirlenmistir.

Agaroz jelde kontrol edildikten sonra, toplamda kullandigimiz 19 SSCP
primer ciftinden, 14 tanesinde amplifikasyonun saglandigi gozlenmis ve SSCP
analizlerini baslamak lizere hazir olarak satin alinan GMA (Elchrom Scientific-USA)

jelinde kosturulmustur.
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Arastirmada  kullamlan ve amplifikasyonu saglanan ve saglanmayan
primerlerin listesi ve dizi bigileri Forward ve Reverse olarak Cizelge 3.3'te

verilmistir.

Cizelge 3.3. Tez kapsaminda kullanilan SSCP primerleri

Primer No Sekans Uzunlugu
1 F: GACCACTTTGATGGCTGTGA 20
R: GCAGAAGTCAGTAAACC 17
5 F: CATCACCAGCATATGGGACA 20
R: CAGAAGCGGCAAGAATGT 18
3 F: ATCGTGTTATCGCCATGGTT 20
R: CGTAACGTGCCAAAGTTTTT 20
4 F: CGTGTTGCCTGATTCATTTG 20
R: GCTTCAGGAATAACCCCAGA 20
5 F: AGTGAAATGCATTATCTGTTGCAG 24
R: TTATCAATATCTCTTGATTGCACA 24
6 F: TGTTGGAGTTTGTGGGCTGTA 22
R: CCCCTTTGCAAAAACAGTTG 20
7 F: CTGACCCCACTGAGATGGAT 20
R: CCCTTATTGCCATGATGCTT 20
8 F: CGTCGACTATGCCTGCTACA 20
R:GCAGGTCTCTTCACCGAGTC 20
9 F: CAAAATTCACGATCGCCTTT 20
R:AGGGCCAAACCTTTTCTCAT 20
10 F- TGGAATTGAAGGCAAAAAGG 20
R:TGCTCTTCTGGCAGTTCTCA 20
11 F:TGCTAGCTCCAAGGACAGGT 20
R:CGACCACAAGCTGATAGCAA 20
12 F:CCCAAATGTTCTTCGTCGAT 20
R: AGAAATGCAGCGGAATCATC 20
13 F:GCACGGAAGCTTTGAAGAAC 20
R:AGCTTCCCTCTCTTGCTTCC 20
14 F: TGGAGCTTGGAATTGTGTCA 20
R: GCCATTATGGTCGCTGATTT 20
15 F: GGCGTCGTCTTTCAATTCTC 20
R: TTAAGCCCAAATGGCAAGAG 20
16 F:AGCAACTGGCTGGTCTTACAA 21
R:CCTCTTCGAATGGCTGAAAC 20
17 F-TTCTCTCTCAGGTTCCTTGTACTTT 25
R:GCTTTCTTTTCTATTTGTTTTCTGA 25
18 F:TGTTTCCCCTCTGCTTTCAC 20
R:ATTTGGCAAGGCCTCTCAG 19
19 F:AAGAAGAAATGGGGGAAACG 20
R:CTTGAGGCCATGGAGGATT 19
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il

Sekil 3.9. A. Agaroz Jelin Dokulmesi, B. Agaroz Jelin Y tklenmesi, C. Agaroz Jelin
Kosturulmast

3.2.2.2. GMA (Genetic M utation Analysis) Wide Mini S-2x13 Jeli

Tez kapsaminda SSCP analizleri icin 6zel hazirlanan ve hazir olarak temin
edilen GMA jelleri, asagida belirtilen bazi avantajlardan dolay:r kullanilmustir.
Bunlar;

Vv Mutasyon calismalari i¢in uygun bulunmasi ve yiksek polimorfizmleri
ayrit edilebilmesi,

Vv Radyoaktif isaretleyicilerin yerine Sayber gold ya da Red Gel gibi
boyalarin kullamlabilmesi,

v Sabit sicakliklarda polyacrilamid jeline gére daha iyi performans

gostermesi

Vv Kolay boyanabilmesi,

v Tekrarlanabilir ve glvenilir olmasi,

v Kaliteli bantlarin elde edilmesidir.
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3.2.2.3. Origin Elektroforez Cihaz

Calismada asagida belirtdigimiz avantajlardan dolay:r Origins elektroforez
cihazi (Elchrom Scientific USA) kullanmlmstir:

v Kogma sliresi boyunca sirkulasyon saglanmasi ve elektrik akiminin esit
tutulmast,

v/ Sogutucu 0zelliginin olmast,

v Glvenilir olmas,

v Egimsiz ve diz bantlarin elde edilmesi ve niteliginde daha net sonuclarin
elde edilmesidir.

3.2.3. Orneklerin Haairlanmasi

a 7 uw PCR drini 3 pl formamide-NaOH stok soliisyonu ile
karstirilmustir.

b) 95°C'de 5-6 dk tutulduktan sonra (Denaturasyon) hizlica buz Uzerine
alimip 5dk buz tizerinde bekletilmistir.

3.2.4. Orneklerin GMA Jele Yerlestirilmes ve Elektroforez

Denatire edilen ve tek sarmalli hale getirilen DNA’lar, hizla GMA jele
yuklenmistir. GMA jel yikleme 6ncesinde plastik koruma posetinde plastik bir
tutucu yardimi ile jele zarar vermeden plastik taban bolgesinden tutularak
cikartilmis ve sogutuculu Origins elektroforez cihazina (Elchrom Scientific-
USA) vyerlestirildi ve katamaranla tank igerisinde sabitlenmistir. Orneklerin yam
sirasinda 1000 bp’lik DNA ladderi kullanlmustir.
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Sekil 3.12. Jelin Katamaranla Sabitlenmesi
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Ornekler 10 pl lik kapasiteye sahip olan bir pipetle hizia GMA jele yiklendi
ve 72V (6V/cm), 7C de 12 saat elektroforeze tabi tutulmustur.

iy

..." |

i’a’e

Sekil 3.13. Origins Elektroforez Cihazi (Elchrom Scientific USA)

3.2.5. Jelin Boyanmas ve Goruntulenmes

Oniki saat sonrasinda jel dikkatlice plastik kisimlarindan tutularak tanktan
alinarak gikartilmis ve plastik bir ip yardimi ile jel alt plastik tabanindan ayrilmis ve
400 pl’ sinde 20ul Red Gel boyama sollisyonu bulunan bir boyama tanki icerisinde
calkanarak yarim saat boyanmis ve UV 151k altinda incelenmistir.

Sekil 3.14. Jelin Plastik Ip Yardimt ile Alt Kisimdan Ayrilmasi
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Sekil 3.15. Jelin Boyama Tankina Alinarak Boyanmasi

3.2.6. SSCP Sonuglarimin Degerlendirilmes ve Dendrogramlarin Olusturulmas

SSCP andlizleri sonucunda PCR drtnlerinin varligi, mutasyon ve SSCP
calisgmalar1 icin 6zel hazirlanan ve hazir temin edilen GMA jel igerisinde tespit
edilmis bantlar, bant olma veya olmama durumlarina gére “1” veya “0” seklinde
degerlendirilmistir. Bu veriler Uzerinden cluster analizleri yapilarak dendogramlar
olusturulmustur. Cluster analizleri DARWIN 5.0.158 (Dissimilarity Analysis and
Representation for Windows)  bilgisayar paket programi, Neighbor-Joining
metoduna (Saitou ve Nei, 1987) gore yapil mistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Tez kapsaminda kullamlan turunggil genotiplerinden DNA izolasyonlari
yapilmistir. Calismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi kullamlmus, izolasyonu
gerceklestirilen DNA' larin kalitesi ve miktarlar: spektrofotometre ile (NanoDrop ND
100) dlcimler yapilarak belirlenmistir. DNA’larin miktar ve kaliteleri Cizelge 4.1’

de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Kullanilan bitkisel materyale ait DNA miktar ve safliklar

Genotip DNA mikta_rll DNA safhigi

(ng DNA ™) (A260/A280)
Valencia 75 A 1611.90 1.97
Succary (seker) B 3/12 15-6 657.72 1.89
Kozan yerlisi 17-10 596.10 1.88
Midknight Valencia 1275.25 1.94
Moro (5293 R) 446.81 1.92
Washington 28A 522.90 1.85
Akcay sekeri (A-39) 785.96 1.92
Washington (18m) 1206.67 1.76
Navelina IV/A 7-5 171.03 1.31
Navelate VI A 2-7 376.58 1.64
Tarocco Rosso Portakall SRA 574 117.45 1.83
Fukumoto Navel 1279.60 2.00
Tarocco (7323)R 681.65 1.87
Seker Portakall (Zerrifin Ist. - Israil) 1297.48 1.94
Washington (37A) 580.44 1.91
Finike Yerli Portakali (Antalya) 954.65 1.89
Hamlin SRA 41 649.31 1.85
Pine apple B 3/19 18-10 1209.37 2.01
Lane Late IVI A 198-1 514.40 1.77
Olinda Valencia (7229 R) 1221.69 1.97
Salustiana 1065.92 1.96
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Yafa seleksiyon 46/A 1142.48 1.96
Valencia (571) 531.49 1.89

Dort yol Yerlisi (17-2) 1419.64 1.93
seker portakali (0.Ozler _Teksas) 562.54 1.91
Alanya dilimi Portakali (antalya) 1033.85 1.93
Newhall Navel(7322T) 1104.91 1.86
Maltaise Blonde Portakali SRA 239 867.13 1.88
Parson Brown(5297R) 119.90 1.60
Tule gold Navel 151.16 1.90

Carter Navel (9321 c) 765 1.89
Sanguinello B 2/10 16-7 674 1.88
Cara Cara 1300.74 1.87

Moro (A,17) 1115.77 1.88

Valencia (76 A) 887.48 1.95
Succary (kan) B 3/12 154 343.32 1.92
Compbell Valencia (7246 R,N) 952.41 1.71
Rhode Red Valencia SRA 360 146 1.70
Spring Navel 1059.13 1.65
Shamouti (5291 T) 828.73 1.95
Satsuma (S2-29) 639.31 1.70
Pumelo- Reiking (K1-35) 274.44 1.90
Marsh seedless(N-36) 310.23 1.67

Bitki molekiler biyoloji ¢alismalarinda DNA izolasyon asamasi son derece
onemlidir. PCR uygulamalarinda ise DNA'mn miktar ve ozellikle safligi
amplifikasyon agisindan daha da 6nem kazanmaktadir (Ergul, 2000). Bitki molekiler
biyoloji calismalarinda iyi bir DNA izolasyonu basariyr ©nemli Olglide
etkilemektedir. Calismada kullamlan turuncgil anaclarina ait DNA’ lar incelendiginde
DNA miktarlar1 olduk¢a yuksek bulunmustur. DNA’lar kalite bakimindan
degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin A260/A280 oranimin yaklasik 2,0
civarinda bulunmas: beklenmektedir. Elde edilen degerin 2,0'den yiksek olmasi;
ornegin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1,6 degerinden dustk
olmasi ise Ornek igerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler
bulundugunun gostergesidir (Hoisington, 1992). Tez kapsaminda izolasyonlari
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gerceklestirilen DNA’larin saflik oranlart 1.31 — 2.01 arasinda degismistir (Cizelge
4.1). Tez kapsaminda izole edilen tin DNA’lar yeterli miktarda ve kalitede

bulunmustur.

4.2. SSCP analizleri

Tez calismasinda detaylart materyal ve yontem' de verilen toplam 19 tane
primer cifti  kullanilmigtir. SSCP-PCR analizleri yapillarak non-denattire
poliakrilamid jel analizleri gergeklestirilmistir. Kullanllan primerlerden 14
tanesinden amplifikasyon saglanmistir. Amplifikasyon saglanmayan primerler yada
istenilen amplifikasyonu vermeyen primerler degerlendirmeye alinmamistir. Elde
edilen sonuclardan dendrogram olusturulmustur.

Cizelge 4.2. SSCP analizlerinde amplifikasyonu saglanan Forward ve Reverse

primerleri
Primer No Sekans Uzunlugu
F: GACCACTTTGATGGCTGTGA 20
1 R: GCAGAAGTCAGTAAACC 17
, F: CATCACCAGCATATGGGACA 20
R: CAGAAGCGGCAAGAATGT 18
R F: ATCGTGTTATCGCCATGGTT 20
R: CGTAACGTGCCAAAGTTTTT 20
F: CGTGTTGCCTGATTCATTTG 20
4 R: GCTTCAGGAATAACCCCAGA 20
F: AGTGAAATGCATTATCTGTTGCAG 24
5 R: TTATCAATATCTCTTGATTGCACA 24
; F: CTGACCCCACTGAGATGGAT 20
R: CCCTTATTGCCATGATGCTT 20
o F: CGTCGACTATGCCTGCTACA 20
R.GCAGGTCTCTTCACCGAGTC 20
F: CAAAATTCACGATCGCCTTT 20
9 R.AGGGCCAAACCTTTTCTCAT 20
FTGGAATTGAAGGCAAAAAGG 20
10 RTGCTCTTCTGGCAGTTCTCA 20
0 F-TGCTAGCTCCAAGGACAGGT 20
R:.CGACCACAAGCTGATAGCAA 20
" F:AGCAACTGGCTGGTCTTACAA 21
R.CCTCTTCGAATGGCTGAAAC 20
FTTCTCTCTCAGGTTCCTTGTACTTT 25
1 R.GCTTTCTTTICTATITGTTTTCTGA 25
" FTGTTTCCCCTCTGCTTTCAC 20
R:AATTTGGCAAGGCCTCTCAG 19
o F:-AAGAAGAAATGGGGGAAACG 20
R.CTTGAGGCCATGGAGGATT 19
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Cizelge 4.3. SSCP analizlerinde amplifikasyonu saglanmayan Forward ve Reverse

primerleri
Primer No Sekans Uzunlugu
6 F: TGTTGGAGTTTGTGGGCTGTA 22
R: CCCCTTTGCAAAAACAGTTG 20
12 F.CCCAAATGTTCTTCGTCGAT 20
R: AGAAATGCAGCGGAATCATC 20
13 F:GCACGGAAGCTTTGAAGAAC 20
R:AGCTTCCCTCTCTTGCTTCC 20
14 F: TGGAGCTTGGAATTGTGTCA 20
R: GCCATTATGGTCGCTGATTT 20
15 F: GGCGTCGTCTTTCAATTCTC 20
R: TTAAGCCCAAATGGCAAGAG 20

Asagida istenilen kalitede amplifikasyonu saglanan primerler ait bilgiler
sunulmustur.

Primer #1: Toplam olarak 5 farkli bant elde edilmistir. Elde edilen 5 DNA
bantinin 2’si polimorfik, 3't monomorfik sonuclar vermistir. Her genotip icin en az
Ug, en fazla bes adet bant elde edilmistir ve primerin polimorfizm oram %40 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen polimorfik bantlar Kozan yerlisi ve Pummelo Reiking (C.
maxima)’ e ait lokuslarda bulunmustur.

Primer #2: Toplam elde edilen bant sayisi 9 adettir. Polimorfik bant sayisi ise
6 adet bulunmustur. SSCP protokolt ile istenilen amplifikasyon elde edilmis,
karakterizasyon calismalari icin analiz edilebilecek ve skorlanabilecek bantlar elde
edilmistir. Her genotip icin en az bes, en fazla 7 adet bant elde edilmistir. Primerin
polimorfizm oram %66.66 olarak hesaplanmistir. Elde edilen farkl: bantlar, Navelate
v1 A 2-7, Valencia 75a, Succary seker B 3/12, Kozan yerlisi, Satsuma S2-29, marsh
seedless, Sanguinello B 2/10 ve Pummelo Reinking' e ait lokuslarda bulunmustur. Bu
primere ait jel goruntleri Sekil 4.1’ de sunulmustur.
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Sekil 4.1. 1ki numaral1 primere ait jel gorintisi

Primer #3: Elde edilen toplam bant sayisi 7 adettir. Toplam 5 polimorfik bant
bulunmus ve kaliteli bantlar elde edilmistir. Her genotip icgin en az Ug, en fazla alt
adet bant elde edilmis ve primerin polimorfizm oram %71.42 olarak hesaplanmustir.
Elde edilen polimorfik bantlar Rhode Red Valencia, Kozan yerlisi, Satsuma S2-29,
marsh seedles, Sanguinello B 2/10 ve Pummelo Reinking’'e ait lokuslarda
bulunmustur. Bu primere ait jel goruntleri Sekil 4.2’ de sunulmustur.
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Sekil 4. 2. Ug numaral primere ait jel gorintiisii

Primer #4: Elde edilen toplam bant sayisi 4 adettir. Toplam 1 adet polimorfik
bant bulunmustur. Karakterizasyon calismalar: icin istenilen kalitede bantlar elde
edilememistir. Elde edilen tek polimorfik bant, Satsuma S2-29 genotipinde
bulunmustur. Polimorfizm orant %25 olarak hesaplanmustir.

Primer #5: Elde edilen toplam bant sayisi 6 adettir. Bu primer igin her hangi
bir farklilik ve polimorfizm gbdzlenmemistir. Bu primer arastirilan genotipler igin
monomorfik olarak kabul edilmistir.

Primer #7: Elde edilen toplam bant sayist 3 adettir, ancak polimorfik bant

elde edilmemistir. TUm genotipler icin monomorfik olarak degerlendirilmistir.
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Primer #8: Elde edilen toplam bant sayisi 5 adettir. Polimorfizm bant sayisi
ise 2 tanedir. Tezde belirtilmis olan SSCP protokolu ile istenilen amplifikasyon elde
edilmis ve karakterizasyon calismalar: icin kaliteli bantlar elde edilmistir. Her
genotip icin en az Ug, en fazla bes adet bant elde edilmis ve primerin polimorfizm
orant %40 olarak hesaplanmistir. Elde edilen polimorfik bantlar Kozan yerlisi
,Pummelo Reinking, Satsuma S2-29, Sanguinello B 2/10 ve Marsh seedles,
genotiplerine ait lokuslarda bulunmustur.

Primer #9: Elde edilen toplam bant sayisi 6 adettir. Elde edilen bantlardan 5
tanesi polimorfiktir. Her genotip igin en az bir, en fazla bes adet bant elde edilmistir
ve primerin polimorfizm oram %83.3 olarak hesaplanmistir. GMA jeli Uzerinde elde
edilen polimorfizm bantlar, Valencia 571, Kozan yerlis, Pummelo Reinking, Satsuma
S2-29, Sanguinello B 2/10 ve Marsh seedles genotiplerinde saptanmustir.

Primer #10: Elde edilen toplam bant sayisi 5 adettir. Toplam 4 polimorfik
bant bulunmustur. Belirtilmis olan SSCP protokolti ile istenilen amplifikasyon elde
edilmis ve karakterizasyon calismalar: icin kaliteli bantlar elde edilmistir. Her
genotip icin en az Ug, en fazla bes adet bant elde edilmis ve primerin polimorfizm
oram %80 olarak hesaplanmistir. Elde edilen polimorfik bantlar Rhode Red
Valencia, Spring Navel, Pummelo Reinking, Satsuma S2-29, ve Marsh seedles
genotiplerinde bulunmustur.

Primer #11: Elde edilen toplam bant sayisi 5 adettir. Toplam 2 tane
polimorfik bant bulunmustur. Her genotip icin en az dort, en fazla bes adet bant elde
edilmistir ve primerin polimorfizm oram %40 olarak hesaplanmistir. Elde edilen
polimorfik bantlar, Dortyol yerlisi 17-2, Olinda Valencia, Salustina, Yafa 46/A,
Valencia 571 ve Pummelo Reiking genotiplerinden elde edilmistir.

Primer #16: Elde edilen toplam bant sayist 5 adettir. Toplam 2 bant
polimorfik olarak belirlenmistir. Her genotip icin en az (g, en cok dort adet bant elde
edilmis ve primerin polimorfizm oram %40 olarak hesaplanmistir. GMA jeli
Uzerinde elde edilen polimorfizm bantlar Kozan yerlisi ve Sanguinello B 2/10
genotiplerinde bulunmustur. Bu primere ait jel goruntileri Sekil 4.3'te
gorilmektedir.
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Sekil 4.3. On alti numaral1 primere ait jel gorintisi

Primer #17: Elde edilen toplam bant sayisi 7 adettir. Toplam 3 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Her genotip icin en az 3, en fazla 7 adet bant elde
edilmis ve primerin polimorfizm oram %42.8 olarak hesaplanmistir. GMA jeli
Uzerinde elde edilen polimorfik bantlar, Kozan yerlisi, Pummelo Reinking, Satsuma
S2-29, Sanguinello B 2/10 ve Marsh seedles genotiplerinde saptanmistir. Bu primere
ait jel goruntileri Sekil 4.4 de gorilmektedir.
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Sekil 4.4. On yedi numaral: primere ait jel goruntusi

Primer #18: Elde edilen toplam bant sayisi 4 adettir, ancak polimorfik bant
elde edilmemistir. TUm genotipler icin monomorfik olarak degerlendirilmistir.

Primer #19: Elde edilen toplam bant sayisi 4 adettir. Toplam 2 polimorfik
bant elde edilmistir. Her genotip icin en az (g, en ¢ok dort adet bant elde edilmistir
ve primerin polimorfizm oram %50 olarak hesaplanmistir. GMA jeli Uzerinde elde
edilen polimorfizm bantlar, Parson Brown, Rhode Red Valencia, Spring Navel,
Valencia 571, Kozan yerlisi, Pummelo Reinking, Satsuma S2-29, Sanguinello B 2/10
ve Marsh seedles genotiplerine ait lokuslarda bulunmustur.

Amplifikasyonu saglanmayan yada kaliteli bantlar vermeyen primerler
degerlendirmeye alinmamustir. Tez kapsaminda kullanilan ve amplifikasyon saglayan
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her primer cifti icin toplam bant sayisi, polimorfik bant sayisi ve polimorfizm oran

Cizelge 4.2’ de sunulmustur.

Cizelge 4.4 Calismada kullanmilan primer giftlerinin toplam bant sayilari, polimorfik
bant sayilar1 ve polimorfizm oranlar.

Primer No Toplam bant Polimor fik Polimorfizm %
say1si bant sayi1si orani
1 5 2 40
2 9 6 66.66
3 7 5 71.42
4 4 1 25
5 6 - -
7 3 - -
8 5 2 40
9 6 5 83.33
10 5 4 80
11 5 2 40
16 5 2 40
17 7 3 42.8
18 4 - -
19 4 2 50
Toplam 75 -
Ortalama 5.35 242 45.33

GMA jel Uzerinde tespit edilen goruntuler bant varhigi/yoklugu durumlarina
gore “1” veya “0” seklinde degerlendirilmistir. Bu veriler kullanilarak cluster
analizleri yapilmis ve dendrogram olusturulmustur. Cluster analizleri DARWIN
5.0.158 (Dissimilarity Analysis and Representation for Windows) bilgisayar paket
programu ile Neighbor-Joining metoduna gore yapilmistir (Sekil 4.5).
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4.2.1. SSCP Analizleri Sonucu Elde Edilen Dendogramin Deger lendirilmes

SSCP analizleri sonucunda olusturulan dendogram 1.1, 1.2 olmak Uizere 2 ana
kola ayrilmaktadir. Bir numaral1 grupta yer alan, Tarocco, Lane Late ivi A 198-1,
Pine apple B3-19 18-10, Hamlin SRA 41, Finike yerli portakali (Antalya),
Washington (37A), Seker portakal: (zerrifin Dt. israil), Tarocco (7323)R, Fukumoto
Navel, Tarocco rosso, Carter Navel (9321)c, Navelina IV/A 7-5, Washington (18m),
Akcay sekeri (A-39), Washington 28A, Moro (5293R), Moro Al7, Cara Cara,
Compbell Valencia (7246R)N, Shamouti (5291T), Seker portakal1 (O.Ozler-Teksas),
Alanya dilimi portakal (Antalya), Newhall Navel (7322T), Maltaise blonde SRA
239, Succary (Kan) B3/12 154 genotipleri arasinda her hangi bir farklilik tespit
edilmemistir. Fakat, morfolojik olarak normal portakallar gurubunda yer alan
Midnight Valencia ve Valencia (76A) cesitleri, beklendigi gibi yaklagik 0.0125'lik
bir oranla, bu altgrupta yer alan diger ¢esitlerden daha farkli ve birbirine daha yakin
bulunmuslardir. iki numarali grup kendi icerisinde 2.1 ve 2.2 olmak Uzere iki farkli
alt gruba ayrilmistir. 2.1 no’lu alt grupta yer alan ve portakallara ait fenotipe dayal1
karakterizasyon ¢aligmalari sonucunda, sirayla seker portakali, normal portakallar ve
gobekli portakallar grubunda yer alan Succary (Seker) B3/12 15-6, Valencia 75A ve
Navelate IVI/A 7-5 genotipleri diger gruplardan 0.025 oranla farkli bulunmustur. 2.2
no’lu grup 2.2.1 ve 2.2.2 olmak Uzere iki alt gruba ayrilmstir. 2.2.1 alt grubunda yer
alan Salustiana, Olinda Valencia (7229R), Y afa seleksiyon 46/A ve Dortyol yerlisi
(17-2) genotipleri 0.025 oranlik farkla diger alt gruptan ayrilmustir. 2.2.2 no’lu grup
2221 ve 2.2.2.2 olmak Uzere 2 alt gruba ayrilmistir. 2.2.2.1 no’lu alt grubunda,
morfolojik simiflandirmada normal portakallar simifinda yer alan tek bir ¢esit, yabanci
bir genotip olarak Parson Brown bulunmaktadir. Bu grup diger alt gruplardan 0.027
oranlik farkla ayrilmstir. 2.2.2.2 no’lu grup ise A1 ve A2 olmak Uzere 2 alt gruba
ayrilmistir. A1 ve A2 alt gruplar:t her biri tekrar sirayla A1.1, A1.2 ve A2.1, A2.2
olmak Uzere 4 kola ayrilmistir.

A.1.1 no’lu alt grubunda ve normal portakallar simfinda yer alan Rhode Red
Valencia SRA 360 yaklasik 0.075 oranla yan gruplardan ayrilmistir. A1.2 no’lu alt
grupta yer alan ve gobekli portakalar simfinda karakterize edilen Spring Navel
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¢esidi 0.01 oraninda farkla ayrilmistir. A2.1 no’'lu alt grupta ise normal portakal
olarak tammlanan Valencia (571) 0.088 oranla diger alt gruplardan ayrilmistir. A2.2
no’lu grup, A.2.2.1 ve A2.2.2 olmak Uzere 2 at gruba ayrilmistir. A2.2.1 no’lu grup
A2.2.1.1 ve A2.2.1.2 olmak Uzere ve A2.2.2 no’'lu grup ise A2.2.21 ve A2.2.2.2
olmak Uzere yan kollara ayrilmistir. Bu alt gruplarda bulunan tim cesitler 0.1’in
Uzerinde bir oranla diger tum gesitlerden farklilik gostermistir.

Calismada Mandarin grubunu temsil eden Satsuma (S2-29) ¢esidi A2.2.1.1
no’lu alt grupta yer almistir, aym zamanda ve beklendigi gibi A2.2.1.2 no’lu alt
grubunda yer alan ve Pumelo (Sadok) grubunu temsil eden pummelo-Reinking
genotioiyle yakin bulunmustur. A2.2.2.1 no’lu grupta atintop grubunu temsil eden
Marsh seedless (N-36) yer almaktadir. A2.2.2.2 no’lu grup B1 ve B2 olmak Uzere 2
alt gruba ayrilmistir. B1 no’lu alt grubunda portakallar arasinda normal portakal
olarak tammmlanan Kozan yerlisi 17-10 ¢esidi bulunmaktadir. B2 no’lu alt grubunda
ise portakallar arasinda kan portakali olarak taninan Sanguinello B 2/10 16-7 cesidi
yer almaktadir.

Bu calismada 0.1 oranla Sanguinello B 2/10 16-7 ve Kozan yerlisi 17-10
genotipleri birbirinden en az farkli portakal cesitleri olarak diger portakal
cesitlerinden ayrilmustir. Ayni zamanda calismada portakal cesitlerinin yam sira
genetik farkliliklarim arastirdigimiz altintop, mandarin ve sadok cesitleri en az farkl
cesitler olarak tammlanmustir.

Citrus sinensis en yaygin turuncgil tirl olarak bilinmektedir. Portakal trd,
fenotipik Ozelliklerine gore, giris kisminda anlatildig gibi 4 ana gruba ayrilmaktadr.
Bu ana gruplar arasinda morfolojik olarak farklilik bulunmasina ragmen yapilan
bircok calismada bu farklilik tespit edilememistir. Tez kapsaminda kullamlan 14
SSCP primerinin analizleri sonucunda portakal grubuna ait arastirilan bazi
genotiplerin arasinda her hangi bir farklilik bulunmamistir ve daha dnceki birgok
molekiler markir calismalarinda elde edilen sonuclar bunu desteklemektedir. Fakat
tez kapsaminda arastirilan genotipler arasinda Kozan yerlisi ve Sanguinelli gesitleri
yuksek bir oranla diger portakal cesitlerinden farkli bulunmus ve aym zamanda
pummelo, mandarin ve altintop gruplarin: temsil eden cesitlere gore en az farkli grup
olarak bulunmustur. Herrero ve ark (1996), izoenzim analizleri ile 58 portakal cesidi
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arasindaki genetiksel farkliligi belirlemek igin yaptiklar: galismada portakal cesitleri
arasinda genetik farkliligin olmadigint tespit etmislerdir. Luisa ve ark (1998),
portakal cesitleri arasinda genetik farkliligir belirlemek amaciyla RAPD analizleri
gerceklestirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore fenotipik farklilik gostermeyen
cesitler arasinda genetik olarakta farklilik bulunmamistir. Novelli ve ark (1998),
mikrosatellit primeri kullanillarak yaptiklar: analizlerde portakal gesitleri arasindaki
polimorfizmi belirlemeye calismislar, fakat polimorfizim tespit edememislerdir. Luro
ve ark (1995), portakallarin genetik olarak bir "biotip’ oldugunu, istenilen klonlarin
seleksiyon ve somatik mutasyon sonucu ortaya giktigin bildirmislerdir. Green ve ark
(1986), Citrus sinensis'in dogal hibrit oldugu fakat baskin olarak mandarin 6zelligi
gogerdigini  belirtmiglerdir. Diger yandan portakalin %50 mandarin ve % 50
pummelo 6zelligi tasichgin yapilan bazi ¢alismalarda bildirilmistir (Barkley ve ark,
2006; Nicolosi ve ark, 2000). Fang ve ark (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada, 10 tane
AFLP primeri kullanarak portakal genotipleri arasinda sadece %11.8 oranda
polimorfizm bulmuslar ve tekrar portakal grubunun mutasyona dayali bir origini
oldugunu vurgulamislar. Sadok, mandarin ve aga¢ kavunu Uc¢ gercek tlr olarak
belirtilmis, laym, turung, limon, altintop ve portakalin ise bu tirler arasinda olusan
melezlemelerden meydana geldigi ortaya konulmustur (Barret ve Rhodes, 1976).

Mandarin ve sadok arasindaki melezlemelerden turung ve portakalin ortaya
ciktig1 ve bunlar arasindaki farkliliklarin nedeni olarak genomlarinda bulunan
mandarin temelli genlerin oranlarimin farkli olmast gosterilmistir. Tez kapsaminda
kullandigimiz sadok ve mandarin genotipleri ile portakal gruplar1 arasinda benzer
bant profilleri tespit edilmistir.

Agar (2007), yapmis oldugu calismada, SSR analizlerine dayali Navelina
portakal genotipleri arasindaki genetik cesitliligi  ssr markirlart - kullanarak
arastirmistir. Calisma sonucunda Navelina genotipleri arasinda genetik farkliligin
olmadhig: tespit edilmistir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda elde edilen
dendrogram incelendiginde, Navelate 1V/A7-5 genotipi Succary ve Valencia 75A
genotipleriyle ayni kolda kiimelenmistir. Ayrica, Agar (2007) nin yaptig1 calisma
kapsaminda bulunan sonucglara gore, mandarin grubunu temsil eden Satsuma
genotipine en yakin olan portakal cesitleri Sanguinello ve Kozan yerlisi olmustur.
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Aynit calismada mandarin cesitleri arasinda yiksek bir oranla farklilik tesbit
edilmistir. Uzun (2009), doktora tez calismasinda, SRAP markirlari kullanarak
portakal genotipleri arasinda genetik cesitliligi arastirmiglardir. Calisma sonucunda
genotipler arasinda az farklilik tespit etmislerdir. Bunun nedeni portakal grubunda
yer alan bireylerin pek ¢ogunun hibrit orijinli olmayip mutasyon orijinli olmasidr.
Zhang ve ark (2005), 13 ISSR markir1 kullanarak 22 tane portakal cesidinden 11
tanesini tanimlamiglar ve polimorfizm oramnt %6.9 olarak hesaplamiglardir. Bu
calismada Olinda, Delta ve Midknight ayni kiimede yer almiglar. Y apmis oldugumuz
calisma, bu sonuclar1 dogrulamaktadir, fakat normal portakal grubunda yer alan
Salustiana, Yafa seleksiyon 46/A ve Dortyol yerlisi ayni alt grubunda yer
almaktadirlar ve Midnight Valencia ve Valencia 76/A ¢ok az bir oranla digerlerinden
farkli bulunmuslardr.

Yapilan calismalarin bulgularina dayanarak ve elde edilen sonuglarin
durumuna gore, portakal cesitlerinin olusmasinda genel olarak dogal mutasyonlarin
cok etkin oldugu ve dolayisiyla genetik yapisi fazla degismeden farkli morfolojik ve
pomolojik yapida yeni cesitlerin meydana geldigi sdylenebilir. Roose (1988),
portakal, turung, altintop gibi tlrler icerisinde yer alan mutasyon orijinli ¢esitlerin
izoenzim markirlariyla ayirt edilemedigini bildirmistir. Buna karsin melez orijinli
olan cesitlerde daha genis bir izoenzim varyasyonu oldugunu ve bu tarz calismalarla
ayirt edilebildiklerini belirtmistir. Luro ve ark (1995), minisatellit markirlari ile
yaptiklart calismada, 10 adet portakal cesidi arasinda genetik farklilik tespit
edememislerdir. Fang ve Roose (1997), turuncgillerde mutasyonlarin fenotipik
farkliliklarini ortaya koymasina karsin genom Uzerinde ¢ok kucik bir bolgede
meydana geldigini hatta bazen bir tek nikleotide dayanarak olustugunu, bu yiizden
RFLP calismalar1 ile mutasyonlarin belirlenmesinin zor oldugunu belirtmislerdir.
Arastiricilar portakallar icerisinde distk dizeyde bir polimorfizm elde etmisler ve
cogu portakal gesidinin kdkeninin tek bir ata oldugunu, gesitlerin mutasyon yoluyla
meydana geldigini savunmuslardir.
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Luro ve ark (2000), SSR markirlar: ile yaptiklar1 calismada, portakallar
icerisinde varyasyonlarin bir atadan meydana gelen mutasyonlarla olustugunu ve
genetik olarak birbirlerinden ayirt edilemediklerini belirtmiglerdir. Oliveira ve
Radmann (2005), izoenzim markirlar: ile yaptiklari calismada, Lanelate, Navelate,
Navelina ve Salustiana portakal cesitlerinin benzerlik dizeyini 1.00 olarak tespit
etmislerdir, Ancak Salustiana c¢esidi bizim elde ettigimiz dendogram sonuclarina
gore, Olinda Valencia, Yafa seleksiyon ve Dortyol yerlisi genotipleriyle en az
farklilik gostermistir. Novelli ve ark (2000), aralarinda fenotipik farkliliklar olsa bile
portakal cesitlerini RFLP, RAPD ve mikrosatellit markirlar: ile ayirt eimenin ¢ok zor
oldugunu belirtmislerdir. Novelli ve ark (2006), 41 portakal gesidinde mikrosatellit
markirlar: ile yaptiklar: ¢alismada genetik benzerlik diizeyini 0.96 ile 1.00 arasinda
saptamislar ve ¢ogu portakal cesitleri arasinda bu degeri 1.00 olarak bulmusglardir.
Arastiricilar, portakal gesitleri arasindaki morfolojik farkliliklarin mutasyon orijinli
oldugunu ve portakalarin genetik olarak dar bir yapiya sahip oldugunu
belirtmiglerdir. Orford ve ark. (1995), minisatellit markirlar: ile portakallar arasinda
genetik  farklihk tespit edememis ve portakallarin  molekiler markirlarla
karakterizasyonun zorlugunu vurgulamislardir. Qing-Qin ve ark (2007), SSR
markirlar: ile yaptiklar: calismalarda kullandiklar: 19 portakal cesidi arasinda bir
farklilik tespit edememisler ve bu cesitlerin mutasyonla meydana geldigini
bildirmislerdir. El Mouei ve ark (2011), yaptiklar1 ¢alismada portaka grubunun dar
bir genoma sahip oldugunu ve genoctipler arasinda farkliligin kisitli oldugunu bir
daha vurgulamiglardir. Jannati ve ark (2009), 15 SSR markir: ile hibrit ya da dogal
mutasyonlar1 belirledikleri ¢alismada, Pineapple ve Washington Navel cesitlerini
dogd tipler olarak tanimlamiglardir. Bu galismada adi gegen genotipler arasinda
herhangi bir farklilik tespit edilmemistir.

Portakal grubunda polimorfizm oraminin ¢alisilan diger tir ve gruplara gore
daha diustik olmasinin nedeni, portakallarin genel olarak mutasyon orijinli olmalari,
dolayisiyla genetik olarak birbirlerine gok yakin olmalaridir (Barkley ve ark. 2006).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmada morfolojik olarak simiflandirilan ve karakterize edilen farkl:
portakal gruplarim temsil eden 40 genotip ve bunlara ek olarak pummelo (sadok),
mandarin, grapefruit (altintop), gruplarim sirastyla temsil eden, Pummelo- Reiking
(K1-35) ( C.maxima Reiking), Satsuma (S2-29) (C.Unshiu), Marsh seedless (N-36) (
C.paradis) genotiplerinin arasindaki genetik farklilik, 19 cift SSCP primeri ile
arastirilmistir. No6 , Nol2, Nol3, Nol4, No 15, primerlerin amplifikasyonu
saglanmamistir. Amplifikasyon elde edilen primerlerle yapilan analizlerden elde
dilen dendrogram tartisilmustir.

Arastirmaya uygun gortlen cesitler arasindaki genetik iliskiler tartisilmustir.
Elde edilen sonuglarin bazilar1 diger calismalar ile uyumlu bulunurken bazi bulgular
daha 6nce yapilan taksonomik siniflandirmalardan farkli bulunmustur.

Bir cogu taksonomik c¢alisma sonucunda ve bu ¢alismada oldugu gibi portakal
cesitleri arasinda yuksek polimorfizm bulunmamistir, fakat mandarin , altintop ve
sadok genotiplerine bakildiginda, portakal cesitleri arasinda en az farkliligi, birbirine
yakin bulunan ve diger portakallardan en farkli bulunan Kozan yerlisi ve Sanguinello
cesitleri ile gostermektedirler.

Daha yuksek bir polimorfizm orant elde etmek igin, daha 6nceden tespit
edilen SNP bolgelerine dayanarak daha fazla SSCP primerleri dizayn edilip, PCR
amplifikasyonlar: yapildiktan sonra analiz yapilabilir.

Ayrica ekonomik sartlarin saglanmast durumunda direkt genetik sekanslama
yaparak, portakallarin genomundaki nokta mutasyonlari tespit ettikten sonra |,
aralarindaki farklilik daha yiksek bir polimorfizm oran ile ortaya gikarilabilir.

Cogu  portakallara  ait  sinflandirma calismalarinin sonuclar:
degerlendirdiginde, ve bu calismada tartisma kisminda tartisildigi gibi, bu tdrin
doga mutasyonlardan orijin aldigi ya da kendi basina bir biotip oldugu ortaya
cikmaktadir. Buna gore gelecek karakterizasyon calismalari  ya da genomik
farkliliklarin ortaya ¢gitkmast igin Tilling- Ecotilling gibi mutasyon tesbitinde yaygin

olarak kullanilan yontemlerin kullanmlmasi 6nerilebilir.
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Sonug olarak bu tez kapsaminda bu gune kadar kullamlmis SSCP primer
ciftleri ile ilk kez materyel kisminda ismi gecen portaka ve ek olarak mandarin,
sadok ve altintop genotiplerinin genetik farkliliklar1 arastirilmis ve cesitlere 6zgu
spesifik bantlar elde edilmistir.
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