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OZET

EKONOMIK OLARAK ONEMLI CiTRUS TURLERINDEN SEKER
PORTAKALININ (Citrus sinensis (L.) OSBECK) MIKROCOGALTIM
SONRASI OLUSAN VARYASYONLARININ ISSR MARKER SiSTEMLERI
ILE BELIRLENMESI

Seving GULDAG
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigman: Dog. Dr Ergun KAYA
Temmuz 2021, 81 sayfa

Gegmisten glinlimiize basta besin kaynagi olarak kullanilmasiin yaninda igerdigi
yogun C vitamini basta olmak lizere, niasin, diyet lif, pektin, folik asit, kalsiyum,
magnezyum, potasyum gibi gida bilesenleri ile 6nem tasiyan ve yaygin kullanima
sahip tibbi aromatik bitkilerden birisi de turunggillerdir. Meyvelerinden gida olarak
yararlanilan turuncggillerin parfiimeri alaninda ise aromatik 6zellikte yaglarin elde
edilmesinde kabuk, yaprak, cicek gibi kisimlari kullamlabilmektedir. Ulkemizde
Turunggil yetistirme oram1 oldukca fazladir ve ekonomik 6nemi de biiyiiktiir. Bu
nedenle turunggiller insanlar i¢in olduk¢a degerlidir ve ayrica bu bitkinin korunmasi
ve yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmasinin dnlenmesi gereklidir. Kendi dogal
ortamina kiyasla laboratuvar ortaminda mikrogogaltim yontemiyle ¢ok daha kisa
stirede ve ¢ok daha fazla sayida bitkicik olusturmak miimkiin olmaktadir. Ancak
mikrogogaltim sirasinda bitkinin gelistigi besin ortami igerigi ya da diger ortam
kosullar1 bitkide birtakim varyasyonlara neden olabilmekte ve bu durum bitkinin bazi
ozelliklerinin kaybolmasina ve hatta ekonomik degerinin diismesine neden
olabilmektedir. Gelistirilen besin ortami veya alt kiiltiirleme asamalarinin herhangi
birinde genetik kararlilikta bir varyasyon olmuyorsa uygulanan yontem basarilidir ve
boylece genetik olarak kararli ¢ok daha hizli ve kolay bitki liretimi ve gelistirilmesi
miimkiin olabilmektedir. Mevcut tez ¢caligmasinda yaygin turuncgil tiirlerinden seker
portakalina (Citrus sinensis (L.) Osbeck) ait tohumlarin sterilizasyon basamaklarinin
ardindan in vitro kosullarda bir yil boyunca dort haftalik alt kiiltiirleme islemleri
yoluyla klonal gogaltim yapilmistir. Daha sonrasinda elde edilen klonlar arasindaki
genetik kararlilik molekiiler markdr tekniklerinden ISSR primerleri kullanilarak
belirlenmis olup, bitkinin girmis oldugu stres kosullar1 sonucunda genetik yapisinda
birtakim bozulmalar kayiplar meydana gelip gelmedigi incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Turunggil, Citrus sinensis (L.) Osbeck, Mikrogogaltim, ISSR



ABSTRACT

DETERMINATION OF ECONOMICALLY IMPORTANT CITRUS SPECIES
OF SWEET ORANGE (Citrus sinensis (L.) OSBECK) AFTER
MICROPROPAGATION BY ISSR MARKER SYSTEMS

Seving GULDAG
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ergun KAYA

July 2021, 81 paper

Citrus fruits are one of the medicinal aromatic plants that are important and widely
used with food components such as niacin, dietary fiber, pectin, folic acid, calcium,
magnesium, potassium, especially the intense vitamin C it contains, besides being used
as a food source from the past to the present. In the field of perfumery of citrus fruits,
whose fruits are used as food, parts such as shell, leaf and flower can be used to obtain
aromatic oils. Citrus cultivation rate is quite high in our country and its economic
importance is also great. Therefore, citrus fruits are very valuable for humans. For this
reason, it is necessary to protect this plant and prevent it from extinction. Compared to
its natural environment, it is possible to create much more plantlets in a much shorter
time with the micropropagation method in the laboratory environment. However,
during micropropagation, the content of the nutrient medium in which the plant
develops or other environmental conditions may cause some variations in the plant,
and this may cause the loss of some characteristics of the plant and even a decrease in
its economic value. The applied method is successful if there is no variation in genetic
stability in any of the developed medium or subculturing stages. Thus, it is possible to
produce and develop genetically stable plants much faster and easier. In the present
thesis study, seeds of sugar orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck), one of the common
citrus species, were taken in vitro after sterilization steps and micropropagated as a
result of monthly sub-culturing processes for a year. Afterwards, the genetic stability
among the obtained clones was determined by using Inter-Simple Sequence Repeat
(ISSR), one of the molecular marker techniques, and it was investigated whether there
were some degradation in the genetic structure of the plant as a result of the stress
conditions.

Keywords: Citrus, Citrus sinensis (L.) Osbeck, Micropropagation, ISSR
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1. GIRIS

1.1. Citrus sinensis (L.) Osbeck Hakkinda Bilgiler

Turunggiller, tiim diinyada insan diyetlerine katkida bulunan baglica meyve
mahsullerinden biridir. Olduk¢a genis ekim alanlarina sahip olmalar1 nedeniyle, ticari
oneme sahip turunggillerin en bilinen 6rnekleri portakal, limon, misket limonu,
greyfurt ve mandalinadir (Ramana vd., 1981). Seker portakali (C. sinensis [L.]
Osbeck) ise diinya capinda toplam {iretim ve piyasa degeri agisindan gesitli narenciye

tiirleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (Swingle ve Reece 1967; Luro vd., 2017).

1.1.1. Citrus sinensis (L.) Osbeck’in taksonomisi

Citrus cinsinin taksonomisi, yakin zamana kadar tartismali ve karmasik olmustur.
Turunggillere ait yaygimn iki sistem bulunmaktadir: 16 tiirii dikkate alan Swingle
(Swingle 1943) siniflandirmas1 (Cizelge 1.1) ve 156 tiirli tanimlayan Tanaka
siiflandirmasidir. (Tanaka 1961; Luro vd., 2017).

Cizelge 1.1. Swingle tarafindan olusturulan Citrus simflandirmasi (Swingle 1943)

Swingle Sistematigi (1943)
ALT SUBE Latince Adi Yaygin Adi

Citrus alt tiirii ~ C. aurantifolia Lime
C. aurantium  Sour orange
C. indica Indian wild orange
C. limon Lemon
C. maxima Pummelo
C. medica Citron
C. paradisi Grapefruit
C.reticulata  Mandarin
C. sinensis Sweet orange
C.tachibana  Tachibana orange
Papeda alt tiirii  C. latipes Khasi papeda
C. hystrix Kaffir lime
C. micrantha  Small fruited papeda
C. celebica -
C. ichangensis ' Ichang papeda
C. macroptera Melanesian papeda



Portakal (Citrus sinensis (L.) Osb.), Mandalina (Citrus reticulata Blanco), limon
(Citrus limon (L) Burm.), greyfurt (Citrus paradisi Macf.), misket limonu (Citrus
aurantifolia (Christm.) Swing.) ve pummelo (Citrus maxima (Burm.) Merr.) gibi
baslica bahge yetistiriciligi yapilan turunggil gruplarmin her biri  Swingle
sistematiginde tiirler olarak kabul edilir (Swingle 1943; Luro vd., 2017).

Swingle, tatli portakal (Citrus sinensis) i¢in yalnizca bir tiir tanimliyorken, Tanaka bu
narenciye grubu i¢in 12 tiir tanimlamustir (Cizelge1.2.). Bu tartismali durum, genis bir
morfolojik ¢esitliligin, turunggil cinsi i¢inde ve cinsler arasindaki genel cinsiyetler
arast uyumlulugun ve bir¢ok kiiltlir bitkisinin kismi (apomiksinin) birlesiminden
kaynaklanmaktadir. Narenciye apomiksi, zigotik embriyolarin yani sira somatik
(cekirdekli) embriyolarin gelisimi ile karakterizedir. Cimlenme ve bilylime icin
rekabet, klonal tiremenin desteklenmesinden ¢ok c¢ekirdek embriyolarindan fidelerin
gelisimi i¢in daha uygundur. Bu nedenle, benzer fenotiplere sahip agac popiilasyonlari
iireten fide yayilmasiyla karmasik genetik yapilar sabitler ve biiyiitiir, sonug¢ olarak

taksonomistler tarafindan yeni tiirler olarak kabul edilir (Federici vd., 1998).

Cizelge 1.2. Seker portakahnin taksonomisinin Swingle ve Tanaka sistemlerine gore karsilastiriimasi (Luro

vd., 2017)
C. sinensis C. sinensis Osbeck
C. sinensis C. tankan Tanaka
C. sinensis C. temple Hort. ex Tan.
C. sinensis C. oblonga Hort. ex Tan.
C. sinensis C. funadoko Hort. ex Tan.
C. sinensis C. iyo Hort. ex Tan.
C. sinensis C. sinograndis Hort. ex Tan.
C. sinensis C. luteo-turgida Tanaka
C. sinensis C. ujukitsu Hort. ex Tan.
C. sinensis C. tamurana Hort. ex Tan.
C. sinensis C. aurea Hort. ex Tan.
C. sinensis C. shunkokan Hort. ex Tan.



Seker portakalinin (C. sinensis [L.] Osbeck) Swingle siniflandirmasina gore
sistematikteki yeri Cizelge 1.3.’te gosterilmektedir (Mendilcioglu 1996).

Cizelge 1.3. Seker portakahinin Swingle siniflandirmasina gore sistematikteki yeri (Mendilcioglu 1996)

Alem Plantae

Takim Sapindales

Familya Rutaceae

Cins Citrus

Tiir Citrus sinensis (L) Osbeck

Yaygin olarak kullanilan iki taksonomik sisteme gore yapilan ve agaclarin, bazi
morfolojik, ¢ok az sayida da kimyasal ozellikleri baz alinarak sekillendirilen bu
sistemlere gore 16 (Swingle ve Reece 1967) veya 162 (Tanaka 1977) tane turunggil
tiirii bulunmaktadir. Ancak turunggillere ait 48 tiir ve akrabalariyla yaptiklar1 sayisal
taksonomi methodu sonucu Barret ve Rhodes (1976) gergek tiir sayisinin sadece 3
oldugunu diger turunggil tiirlerinin de bu 3 tiirlin ikili veya ii¢li melezlenmesi
sonucunda ortaya ¢ikabilecegi fikrini ortaya atmistir. Molekiiler markorler (Federici
vd., 1998; Seker 1999; Nicolosi vd., 2000; Gulsen ve Roose 2001; Barkley vd., 2006;
Pang vd., 2007; Uzun vd., 2009) ve biyokimyasal belirtegler (De-qiu vd., 1993;
Herrero vd., 1996) kullanilarak gergeklestirilen g¢alismalar sayesinde bu tez

desteklenmistir.

Turunggil taksonomisi, filogenileri ve ¢esitliligi izerine yapilan genetik ¢alismalardan
elde edilen yeni bilgiler sayesinde gelismektedir. Mabberley, {i¢ tiirii ve dort hibrit
grubu taniyan yeni bir yenilebilir narenciye siniflandirmast onermistir. Bununla
birlikte, son genetik arastirmalar, bu ii¢ siniflandirmanin bile, narenciyenin filogenik

tarihine tamamen uygun olmadigini gdstermistir (Mabberley 1997).



1.1.2. Citrus cinsinin filogenisi

Turunggil meyvesinin kokeni, tartismali ve ilging efsanelerle dolu bir tarihle
0zdeslesmektedir. Orijin merkezinin genellikle genis oldugu kabul edilmekle birlikte,
giiney Cin, kuzeydogu Hindistan, Hint-Cin yarimadasi ve Burma da dahil olmak iizere,
asil koken aldigr ilk ¢ikis yeri hala tartigmalidir. Bu orijin merkezi, farkli kaynaklara
gore giiney Cin ve kuzeydogu Hindistan'n daglik bolgesinden (Tolkowsky 1938)
kuzeydogu Hindistan ve Burma'ya (Tanaka 1954) veya Cin'in Yunnan eyaletine
(Gmitter ve Hu 1990) kadar degismektedir. Turunggil tiirleri birkag bin yil 6nce
Giineydogu Asya'da evcillestirilmis ve sonrasinda tim diinyaya yayilmistir (Sekil
1.1.). Citron, eksi portakal, limon, misket limonu ve pomela ispanya'dan onuncu ve on
birinci yiizy1l kitaplarinda anlatilir. ilk seker portakali (C. sinensis [L.] Osbeck) tiirleri,
on besinci yiizyilin basinda Avrupa'da yetistirilmistir, muhtemelen Cenevizliler
tarafindan tanitilmig olup, ancak Portekizliler on altinci yiizyilin baslarinda daha

seckin tiirleri tanitana kadar yayilmamislardi (Fiorentino vd., 2014).

Introduction of citron
600 B.C.: Mesopotamia
300 BC: Greece

Pummelo: 11th C.
 Lime: 13th C.
y, Sweet orange: 15th C.

Sweet orange
18th C.

Sekil 1.1. Turuncgillerin kokeni ve evcillestirilmesi (Fiorentino vd., 2014)



1.1.3. Citrus sinensis (L.) Osbeck tiiriiniin morfolojik ézellikleri

Seker portakali (Citrus sinensis (L.) Osbeck), hem taze meyve hem de islenmis meyve
suyu olarak kullanilan narenciye iiretiminin % 75'inden sorumlu olan, 4 mevsim
yaprak dokmeyen temel meyve bitkisidir (Rick ve Simmonds 1976; Spiegel-Roy ve
Goldschmidt 1996; Pedrosa vd., 2000). Portakal agacinin yiiksekligi ¢ok eski 6rnekler
15 m'ye ulagmis olsa da genellikle yaklasik 9—10 m arasindadir (Sekil 1.2.). Diizensiz
olarak dizilmis 4-10 cm uzunlugundaki yapraklar, kenar bosluklari ile oval sekillidir.
Agaglarin ince piiriizsiiz ve gri-kahverengi ila yesilimsi kabuklar1 vardir. Cogu tiir tek
govdelidir ve sert agaglardan olusur. Goélgelik genislikleri, tiirlere bagli olarak

degisiklik gosterir (Webber vd., 1989).

Sekil 1.2. Seker portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck) agag¢larinin genel goriiniimii

Meyveler farkli formlara (6rnegin; yuvarlak, oval veya uzun) ve 3,8 ila 14,5 cm
capinda ¢esitli boyutlara sahip olabilirken genellikle Sekil 1.3.’te goriildiigii gibi
turuncu renkte olup boyut, ve meyve suyu kalitesi bakimindan da kiigiik farkliliklar
gosterebilirler (Ranganna vd., 1983; Liu vd., 2012). Yapraklari piiriizsiiz, oval, 5-15cm
X 2-8cm, koyu yesil ve parlaktir (Sekill.3.) ve genellikle meyveye benzer kendine

0zgii bir kokuya sahiptir (Valiente ve Albrigo 2004).
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Sekil 1.3. Seker portakah (Citrus sinensis L.) Osbeck) bitkisinin meyve ve yapraklarinin genel

goriiniimii

Cigekler hos kokulu, kii¢iik, mumlu yesilimsi beyaz (Sekil 1.4. (a)), tohumlar yesilimsi
ila soluk beyazimsi, basik ve koseli ve genellikle poli embriyonik (Sekil 1.4. (b))
(Valiente ve Albrigo 2004).

Sekil 1.4. Seker portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck) bitkisinin (a) ¢i¢ceklerinin (Web 1) ve

tohumlarimin (b) ve goriiniimii



Turunggil meyveleri genellikle bir epidermis (kosele benzeri ve mumsu bir katman),
flavedo (aromatik yaglar iireten renk ve yag torbalari i¢eren bir subepidermal katman),
albedo (flavonun kaynagi, flavedonun altinda siingerimsi bir tabaka) adi verilen
katmanlar igerir ve bu katmanlar boyunca uzanan vaskiiler demetler olarak

adlandirilan ince ipliklerden olusan bir ag bulundurur (Sekil 1.6.).

I¢c dokunun, genellikle hizalanmis ve meyvenin yumusak orta ¢ekirdeginin etrafinda
yer alan ve septum adi verilen ince bir boliim zariyla sarilmis boliimleri vardir (Liu

vd., 2012).

Flavedo iceren
yag keseleri

Tohum \ Epidermis
P il

segment [ Merkez

Meyve keseleri
segment zar

Sekil 1.6. Farkh yapilar1 gosteren tipik bir (Citrus sinensis (L.) Osbeck) meyvesinin sematik bir
kesiti



Cogu cesitte meyve suyu ve tohum igeren kiigiik ve yogun sekilde paketlenmis keseler,
segmentleri doldurur ve meyve suyunda bulunan sitrik asit, diger asitler, yaglar ve
sekerlerin bir karigimi ile birlikte karakteristik lezzeti verir (Ranganna vd., 1983;
Davies ve Albrigo 1992). Toplam seker miktarindaki artis, asitlik ve askorbik asit
iceriginde azalma, kabuk renginde degisiklik ve meyve boyutunda artig, olgunlasarak
gelismeye ve olgunlagsmaya isaret etmektedir. Turunggiller, hasattan edildikten sonra,
bilesimde 6nemli bir degisiklik olmaksizin tiikketilmeye ve islenmeye hazirdir (Harding

1947; Bain 1958; Ramana vd., 1981).

1.1.4. Citrus sinensis (L.) Osbeck’in genetik ozellikleri

Turunggil tiirlerinde gilinlimiizde kiiltiir ¢aligmalar1 yapilan cesitlerin hemen hemen
hepsi diploid kromozom yapisina sahip olup 2n=18 kromozoma sahiptir ancak buna
ek olarak bitki 1slah metotlar1 kullanilarak 3n (triplod) yapida turunggillerin {iretilmesi
ki bu sayede ¢ekirdeksiz meyvelerin iiretimi s6z konusudur (Kaneyoshi vd., 1997).
Turunggillerde toplam genom uzunlugu yaklagik 1700 ¢cM (Santimorgan: yaklasik
1000 kilobaz'a esdegerdir) olarak belirlenmistir(Jarrell vd., 1992).

Turunggil genomlarina iliskin son incelemeler géz oOniinde bulunduruldugunda
nispeten kiigiik bir genom boyutuna sahip Citrus sinensis (haploid genomu igin 372
Mb) odunsu meyve agaci genomigi i¢in ilging bir modeldir (Gulsen ve Roose 2001;
Talon ve Gmitter 2008).

1.1.5. Citrus sinensis (L.) Osbeck’in yasam dongiisii

Portakal agaclar1 yaprak dokmeyen dort mevsim yesil kalabilen bitkilerdir. Tiirkiye’de
kasim ay1 baglarinda baslayip mayis ayinin yarisina kadar devam eden portakal hasati,
nadir durumlarda iireticiler tarafindan pazar ihtiyacin1 daha uzun siire karsilamak
amaciyla haziran sonuna kadar meyveleri agagta birakmak suretiyle devam etmektedir
(Can ve Durul, 2019).



1.1.6. Citrus sinensis (L.) Osbeck’in yetistirme kosullar:

Turunggil cinsi (Rutaceae familyasi), diinya ¢apinda en ¢ok yetistirilen meyve
mahsullerinden biri olarak kabul edilmektedir Dogal tiirlerin sayisinin belirsiz olmasi
ve genis ekim alanlar1 nedeniyle ticari 6neme sahip turunggillerin en bilinen 6rnekleri
portakal, limon, misket limonu, greyfurt ve mandalinadir Turunggiller 140 'tan fazla
tilkede yetistirilmesine ragmen triinlerin ¢ogu ekvator gevresinde 35° giiney ve 35°
kuzey paralelleri arasindaki tropikal ve subtropikal alanlarda (Sekill.7.), kuzey yarim
kiiredeki yetistiriciligin ve iiretimin yogun oldugu baslica bolgelerde gergeklesir

(Ramana vd., 1981; Liu vd., 2012).

Sekil 1.7. Turunggil meyveleri icin diinyanin bashca iiretim bélgeleri turuncuyla
gosterilmektedir (Liu vd., 2012)

1.1.7. Diinyada ve Tiirkiye'de portakal yetistiriciligi

Turunggillerin yillik kiiresel {iretimi, son birka¢ on yilda giiclii ve hizli bir bliyiimeye
tanik olmustur. 1960'larin sonlarinda yaklasik 30 milyon metrik tondan (FAO 1967),
2000 ile 2004 yillar1 arasinda bu miktar tahmini olarak 105 milyon metrik tonun
tizerindedir ki buna diinya capindaki narenciye iretiminin yarisindan fazlasini

olusturan portakallar katkida bulunmustur (Liu vd., 2012).



Diinya ¢apinda 2019 y1l1 itibariyle toplam turunggil iiretimi 152.448.800 ton iken bu
tiretimin %49 unu portakallarin olusturdugu goriilmektedir. Tiirkiye’de elde edilen
2018 verilerine gore 4.902.050 tonluk turunggil tiretiminin 1.900.000 tonluk kismin
portakal meyvesi olusturmaktadir. Bu iiretim miktar ile iilkemiz diinyada portakal
iiretimi gergeklestiren iilkeler arasinda 10. sirada yer almaktadir. Ornegin Cizelge
1.4.’te gosterildigi gibi 2018 yilinda diinyada tiretimi gergeklestirilen 75,4 milyon ton
portakalin yaklasik %2.5 gibi bir pay1 Tiirkiye’de gerceklestirilmektedir (FAO, 2015).

Cizelge 1.4. Portakal iireticisi iilkeler ve iiretim miktarlar (ton) ve iiretim alanlari (FAO, 2018)

Ulkeler 2014 2015 2016 2017 2018 Al.(Ha)
Brezilya 16.928.457 16.953.015 16.980.379 17.492.882 16.713.534 589.139
Cin 7.964.133  8.191.678  8.414.043  8.550.882  9.246.305  509.760
Hindistan 7.317.610 7.710.000 7.581.000 7.647.000  8.367.000  613.000
ABD 6.139.826  5.763.340  5.522.940 4.615.760  4.833.480  206.349
Meksika 4533428 4515520 4.603.253  4.629.758  4.737.990  326.689
Ispanya 3.494471 2935370 3.673.915 3.357.163  3.639.853  139.626
Endonezya 1.926.560 1.856.174  2.138.474  2.295.325 2.510.442  68.335

Tirkiye 1.779.675 1.816.798 1.850.000 1.950.000 1.900.000 50.806

DUNYA 72.214543 72.331.331 72.771.146 73.468.675 75.413.374 4.469.719

1.1.8. Mugla ili ve portakal iiretimindeki pay1

Ulkemizde toplam turunggil iiretimi yaklasik olarak 3.800.000 tondur. Tiirkiye
turunggil iiretiminin yaklagik %47’si portakal, %28’1 mandalina, %19’u limon, %6’s1
greyfurt ve %0.07’si turungtur (TUIK 2016; Yildiztekin ve Kuzu, 2019). Mugla ili,
iliman iklimi ve 1124 kilometrelik sahil seridi sayesinde 6nemli bir tarim potansiyeline
ve neredeyse tiim tarim {irlinlerinin yetistirilmesine olanak saglayacak kosullara sahip
bir ilimizdir. Turunggiller ise Mugla’da {iretim miktar1 bakimindan en yaygin meyve
mabhsiiliidiir. (Anonim, 2004; Yildiztekin ve Kuzu, 2019). Cizelge 1.5.’te Tiirkiye’de
illere gore portakal iiretimine dair detaylar gosterilmektedir. Mugla iline ait 6nemli

pay da kirmiz1 renk ile vurgulanmistir (TUIK 2019).
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Cizelge 1.5. Tiirkiye’de illere gore portakal iiretimi (TUIK 2019)

iller Alan Uretim

Dekar Pay1 (%) Ton Pay1 (%)
Adana 390.011 30,6 955.903 26,0
Mersin 275.467 21,6 835.514 22,7
Hatay 205.835 16,2 643.533 17,5
Antalya 159.729 12,5 619.317 16,8
Mugla 105.682 8,3 310.900 8,4
Toplam 1.273.426 3.681.158

Sekil.1.7.’de de gosterildigi gibi Tiirkiye’de 2017 yilinda portakal tiretimi biiyiik
cogunlukla sirasiyla Antalya (%28), Adana (%21), Hatay (%18), Mugla (%15) ve
Mersin’de (%15) yapilmaktadir (Oral ve Akpinar, 2017; Ertek vd., 2020).

ydin %3
Adana
Mugla %15 %21 {Osmaniye %1
Antalya %28
Mersin %15 5
Hatay %18

Sekil 1.7. Tiirkiye’de portakal iiretimi yapilan iller ve yiizdelik oranlar1 (Oral ve Akpinar, 2017;
Ertek vd., 2020)
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1.1.9. Citrus sinensis (1.) osbeck’in kullanim alanlari ve tibbi faydalar

Tarihinin ve kokeninin gizemleri ¢6ziilmemis olsa da turunggil meyvesi (Rutaceae
familyasindaki Turunggil cinsi) diinya ¢apinda yliksek talepli meyve mahsulleri
arasinda dnemli bir yere sahiptir. II. Diinya Savasi'ndan sonra dondurulmus konsantre
portakal suyu isleme teknolojisinin hizli gelisimi de dahil olmak iizere narenciye
endiistrisinin biiyimesi, uluslararasi ticaretle birlikte biiyiik 6l¢lide genislemistir ve
10-20 yilda narenciye ve turunggil iiriinlerinin tilketiminde istikrarl bir artis olmustur

(Liu vd., 2012)

Farkli aromas1 ve lezzetli tadi ile karakterize edilen turunggiller, 6nemli bir gida
kaynagi olarak kabul gormiis olup, giinliikk beslenmemizin bir pargasi haline gelmis
durumdadir. Enerji ve besin kaynagi olmanin yani sira saglik agisinda da 6nemli roller
oynamaktadir. Diisiik protein ve ¢cok az yag icerigi ile turunggiller esas olarak sukroz,

glikoz ve fruktoz gibi karbonhidratlari saglamaktadir (Liu vd., 2012).

Taze turunggiller, aym1 zamanda, gastrointestinal hastaliklarin Onlenmesi ve
dolagimdaki kolesteroliin diisiiriilmesi ile iligkili 1yi bir diyet lifi kaynagidir. Meyveler
en bol besin maddesi olan C vitamininin yani sira B vitaminleri (tiamin, piridoksin,
niasin, riboflavin, pantotenik asit ve folat) kaynagidir ve karotenoidler, flavonoidler
ve limonoidler gibi fitokimyasallara katkida bulunur. Bu biyolojik bilesenler,
antioksidan Ozellikleri, A vitaminine donistiiriilme yetenekleri (6rnegin, [-
kriptoksantin) ve ¢esitli kronik hastaliklardan korunmalar1 nedeniyle insan sagliginin

iyilestirilmesinde hayati oneme sahiptir (Liu vd., 2012).

Turunggillerin igerigindeki C vitamini sahip oldugu diger besin degerlerinin
otesindedir (Nagy 1980). Meyveler, sagligi ve normal biiylimeyi siirdiirmek icin
gerekli olan basit sekerler ve diyet lifi gibi makro besinleri bol miktarda bulundururken
folat, tiamin, niasin, Bs vitamini, riboflavin, pantotenik asit, potasyum, kalsiyum,
fosfor, magnezyum ve bakir dahil olmak {izere bircok mikro besin kaynaklarini1 da

igcermektedir (Rouseff ve Nagy 1994; Economos ve Clay 1999).

Turunggil meyveleri enerji yogunlugu bakimindan diisiiktiir ve sodyum ve kolesterol
icermez. Ek olarak, limonoidler, flavonoidler ve karotenoidler dahil olmak iizere dogal
olarak olusan ¢esitli fitokimyasallarin anlasilmasi halen aktif olarak arastirilmaktadir.

Son epidemiyolojik ¢alismalar ve diger arastirmalar, bu biyoaktif bilesiklerin ¢ok
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cesitli fizyolojik etkilere sahip oldugunu ve turunggil meyve tliketimi ile
kardiyovaskiiler hastalik, kanser, norolojik bozukluklar, katarakt, osteoporoz ve
makiiler dejenerasyon gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesi arasindaki iliskilere katkida
bulunabilecegini gdstermistir (Liu vd., 2012). Ornegin, akciger kanseri riskinin
azalmasi, glinde 1 portakal veya portakal suyu porsiyonundaki artigla
iligkilendirilirken, diger meyve veya sebzeler i¢in bagka bir iliski bulunamamigtir
(Feskanich vd., 2000). Bazi1 epidemiyolojik ¢alismalar, artan narenciye tiikketimiyle
birlikte belirli kanserlerin riskinin % 40 ila % 50 oraninda azaldigini bildirmektedir.
Onceki bulgular ayrica turuncgillerin olas1 kalp koruyucu etkilerini de ortaya
koymaktadir (Baghurst 2003). Bir ¢alismada, taze portakal suyunun diyetle alinmasi
lipoprotein oksidasyonunu azaltmistir (Harats vd., 1998). Ayr bir denemede, saglikli
deneklerde 4 haftalik yiiksek sebze ve turuncgil meyve tiikketiminden sonra plazma
folat artmis ve plazma homosistein konsantrasyonu azalmistir (Brouwer vd., 1999b)
Hiperkolesterolemik deneklerde yapilan kiigiik bir klinik c¢aligmadan elde edilen
bulgular, 4 haftalik bir siire boyunca giinliik portakal suyu tiikketiminin (750 mL) bir
sonucu olarak plazma lipit profillerinin iyilestigini de gdstermistir (Kurowska vd.,
2000). Cesitli epidemiyolojik ¢aligmalar, narenciye tiiketiminin kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in risk faktorlerine karsi olasi koruyucu faydalarini gostermistir (Hertog

vd., 1993; Joshipura vd., 2001; Knekt vd., 2002).

1.2. Bitki Islah1 ve Genetik Kararhhk

Mikroorganizmalardan arindirilmis steril kosullar ve besi yeri ortaminda hiicrelerin,
dokularin, organlarin veya tiim bitkinin kiiltiirlenmesi islemine in vitro ¢ogaltim adi
verilir. S6z konusu bu ortam, ekonomik olarak degerli ve dogada ¢imlenmesi,
yetismesi zaman alan, tibbi aromatik, az bulunan, endemik veya nesli tehdit altinda
olan bitki tiirleri icin maksimum koruma, biiylime ve klonal ¢ogaltim i¢in optimum

sartlar1 saglamaktadir (Thorpe 2007; Ergun vd., 2018)
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1.2.1. Mikrocogaltim teknigi

Bitki doku kiiltiirii calismalari arasindaki in vitro teknikler arasinda en ¢ok bagvurulan
ve en yliksek oranda fayda saglanan teknik mikrogogaltim yontemidir. Bitkinin;
tohum, embriyo, kok, gdvde, siirgilin gibi bir bitkiyi tam olarak olusturma potansiyeline
sahip kisimlar1 alinarak steril kosullarda yapay besiyeri ortami igerisinde, kalitsal
olarak birbirine benzer ¢ok sayida bitkiyi hizl bir sekilde cogaltmay1 amaglayan bitki
doku kiiltiri teknigi mikropropagasyon ya da mikrog¢ogaltim olarak
adlandirilmaktadir (Hayashi ve Kozai 1987; Kozai 1991; Ziv 1992; Zobayed vd.,
1999; Seon vd., 2000).

1900’1l yillarin basinda ilk defa orkide bitkisinin tohumlarinda denenmis ve olumlu
sonuclarin alinmasi ile ¢aligmalarin devami getirilmistir. Cogaltilmak istenen bitki
materyalinin klonal olarak kisa siire igerisinde ¢ogaltilmasini saglayan vejetatif
cogaltma prensibidir. Klasik cogaltma tekniklerine kiyasla daha maliyetli bir teknik
oldugundan ¢alisilan bitki tiiriiyle iliskili olarak kisitl bir kullanimi vardir. Oncelikle
iiretimi amaglanan bitkiler genellikle yetistirilmesi zor, ekonomik degeri yiiksek ya da
hizli bir sekilde gelisemeyen (muz, kivi, ¢ilek, siis bitkileri vb.) bitkileridir.
Giliniimiizde mikrogogaltim teknigi, kisith siire zarfinda ¢ok daha fazla sayida bitki
iiretimini laboratuvar sartlarinda gerceklestirmeye, bu liretimin bir y1l boyunca devam
ettirilmesine olanak taniyan hastaliklardan ari bitkicikler olusturmak amaciyla siklikla
kullanilmaktadir (George ve Sherrington 1984).

Tarla bitkilerinden peyzaj ve ormancilifa pek c¢ok alanda kullanilan bu teknik
genellikle gelisimini tamamladiktan sonra topraga aktarimin gerceklesmesi seklinde
devam etmektedir adlandirilmaktadir (Hayashi ve Kozai 1987; Kozai 1991; Ziv 1992;
Zobayed vd., 1999; Seon vd., 2000).

Mikrogogaltim teknikleri smirli sayidaki halihazirda meyve bahgeleri iizerine
uygulandiginda hizla ¢ogaltim saglanabilir. Bu sayede turunggil kaynaklarinin da
¢ogaltilmasi i¢in hizli ve uygun maliyetli in vitro protokoller bu agidan ilgi
gormektedir. Ciinkii bu teknikle istenilen Ozellikte tek tip bitki materyali {liretimi

saglanmis olur (Carimi ve De Pasquale 2003).

Turunggil mikrogogaltimi ile ilgili mevcut verilerin normalde sadece deneysel

kosullara atifta bulunulmustur. In vitro narenciye biiylimesi {lizerinde genotip, kiiltiir
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ortami bilesimi, eksplant tipi ve yasimin giiglii bir etkiye sahiptir. Mikrogogaltilmis

turunggil bitkileri alanindaki gelismelere iligkin arastirmalar yetersizdir.

Turunggil dokusu kullaniminin faydalarinin kritik bir ekonomik analizi literatiirde
geleneksel ¢ogaltma sistemlerine karsi kiiltiir meveut degildir. In vitro koklenme
stirecinin hesaba katildigr tahmin edildiginden toplam mikrogogaltma maliyetinin
yaklasik %35 ila %75' i¢in (Preece ve Sutter, 1991), hem koklendirme hem de
iklimlendirme i¢in tek bir eszamanli adim kullanan sistemler tercih edilmelidir. Bu,
boylece mikro ¢ogaltma maliyetlerini 6nemli Olglide azaltacaktir (Carimi ve De
Pasquale 2003).

1.2.2. Somaklonal varyasyonlar

Her ne kadar bitki 1slah teknikleri, gesitli bitki tiirlerinin in vitro kolanal g¢ogaltim1
acisindan olduk¢a yararli uygulamalar olsa da, in vitro klonlar bazen bir takim
somaklonal varyasyonlar gosterebilir. Ustiin niteliklere ve degerli 6zelliklere sahip
genotiplerin mikro ¢ogaltimi in vitro olarak yetistirilen klonlar arasinda yiiksek
derecede genetik stabiliteye gereksinim duymaktadir. Ekonomik agidan degerli tibbi
ve aromatik bitki tiirlerinin klonlanmasi esnasinda ortaya g¢ikabilen ve somaklonal
varyasyonlar olarak adlandirilan genetik degismeler klonal c¢ogaltim ilkesi ile
celismesi bakimindan istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle mikro ¢ogaltimi
gerceklestirilen bitki tiirlerinin genetik stabilitesinin veya degiskenliginin belirlenmesi
oldukg¢a 6nem arz eder (Ozudogru vd., 2011; Kaya ve Souza 2017). Mikrogogaltim
yoluyla bitki ¢ogaltma kisa siirede ¢ok sayida bitkicik tiretme potansiyeli de dahil
olmak iizere birgok avantaja sahiptir. Bununla birlikte mikrogogaltimin en bagta ortaya
cikan bitkilerin genetik kararsizlii olmak iizere cesitli dezavantajlart vardir.
Turunggillerde somaklonal varyasyonun ekonomik etkisi uzun yasam dongiilerine
sahip olduklari i¢in yiiksek olabilir. Bir¢ok turunggil tiirli topraga nakledildikten 2-3
yil sonra meyve verir ve meyvelerin morfolojik 6zellikleri tizerindeki somaklonal
varyasyonun arastiritlmasi uzun zaman alir ve olduk¢a maliyetli hale gelir (Carimi ve

De Pasquale 2003).

15



1.3. Genetik Kararhhk Tespitinde Kullamlan Markor (Belirtec) Sistemleri

Bitkiler arasindaki genetik cesitliligi ya da kararliligi ortaya koymak amaciyla
kullanilan ¢esitli marker (belirte¢) sistemleri bulunmaktadir. Bunlar temelde
morfolojik markorler, biyokimyasal markdrler ve DNA markdrleri olmak {izere ¢

farkl ¢esite ayrilarak incelenir (Toriin 2013).

1.3.1. Morfolojik markorler

Fiziksel oOzellikler g6z Oniinde bulundurularak olusturulan ve uygulanan markor
sistemleridir. Herhangi bir popiilasyondaki bireylerin ya da topluluklarin digerlerinden
farkli olan 6zellikleri belirteg olarak kullanilmakta bu sayede genetik cesitlilik ortaya
konulabilmektedir. Tiir i¢i ya da tiirler arasi karsilagtirma olasilig1 yiiksek oldugundan

diger tekniklere kiyasla daha kisitlidir (Toriin 2013).

1.3.2. Biyokimyasal markérler

Sekonder metabolitler, tohum depo proteinleri ve izozimlerden yararlanilarak
gerceklestirilen bu markor sistemleri populasyon yapisini maliyetge daha uygun bir
sekilde ortaya koyar. Kullanilan biyokimyasal belirte¢ populasyon tiiriine gore
degisiklik gostermektedir. Ornegin tiirler arasi ayrimda yaygin olarak kullamlan

1zozimler yakin akraba olan tiirler arasinda ¢ok kullanilmaz (Toriin 2013).

1.3.2. DNA markorleri

Molekiiler markdrler olarak da bilinen DNA markdrleri bir genomda herhangi bir gen
bolgesini veya bu gen bdlgesi ile iligkili bir DNA parcast oldugundan bu sekilde
adlandirilir. DNA markdrlerinin yaygin kullanim alanlar1 s6yle siralanabilir:

e Gen haritalamalar1

o Kiiltiir bitkilerinin belirlenmesinde

e Genetik yakinlik uzaklik iliskisinin ortaya konulmasinda

e Genetik kararliligin belirlenmesinde

e Tohumlarin saflik analizinde
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e Organizmanin Kkarsilastigi stres sonrast genetik yapida meydana gelen
degisimlerin ortaya konmasinda
e Islah teknikleri uygulanacagi zaman ebeveynlerin tespitinde siklikla
kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).
Yukarida belirtilen tiim bu alanlarda yaygin olarak kullanilmasinin en temel nedeni
diger belirteg sistemlerine gore daha kesin ve hizli sonug vermeleridir (Genisel 2013).
Bitkiler arasindaki genetik cesitliligi ya da kararliligi ortaya koymak amaciyla
kullanilan gesitli molekiiler marker yontemleri bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphisms), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR
(Simple Sequence Repeat), ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) teknikleri
verilebilir. Bu tekniklerden SSR ve AFLP polimorfizm ydniinden, RAPD ve ISSR
maliyet yoniinden, RFLP, SSR, ISSR ve AFLP DNA teknikleri ise tekrarlanabilirlik
yoniinden oldukg¢a avantajli iken RAPD ve ISSR tekniklerinin radyoaktif madde
gerektirmemesi ve siirli laboratuvar kosullarinda da kolaylikla kullanilabilmesi gibi
avantajlar1 bulunmaktadir. (Li ve Quiros 2001; Hilooglu 2012).
Molekiiler markorlerin - kullanim alanina gore temelde birtakim 6zelllikleri
bulundurmalar1 gerekmektedir. Bu 6zellikler asagida belirtildigi gibi siralanabilir:
e Farkli genotipleri belirleme ve polimorfizmi yiiksek oranda ortaya
koyabilmelidir.
e Gozlemlenebilirligi tiim doku gesitlerinde olmalidir.
e Genomda siklikla bulunmalidir.
e Secici 0zellik gostermelidirler.
e Tekrarlanabilir olmalidirlar.
e Genomda dagilimlar: diizgiin olmalidir.
e Erisilebilir, maliyet bakimindan uygun olmalidirlar.
e Uygulandigi DNA materyeli ile verdigi sonuclar her zaman ayni olmalidir
(Yorgancilar vd., 2015).
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DNA belirtegleri hibridizasyona dayali belirte¢ler ve PCR'a dayali belirtegler olmak
tizere iki gruba ayrilirlar (Genisel 2013).

1.1.1.1 Hibridizasyona dayali belirtegler

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), bu teknikte DNA’nin
restriksiyon enzimleri vasitasiyla kesilmesi sonucu olusan pargalarin elektroforetik
yontemlerle ayrilmasi ve ardindan nitroseliiloz bir membrana aktarilmasi esas alinur.
Isaretli problar kullanilarak sonug alinan bu yontem kodominant ve polimorfizmi orta
derecede de olsa ortaya ¢ikarmasi bakimindan giivenilir olarak kabul edilmektedir

(Toriin 2013).

1.1.1.2 PCR'a dayali belirtegler

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA), dizi bilgisine ihtiyag duyulmamasi bakimindan kolay, hizli ve yaygin bir
tekniktir. Kullanilan polimeraz enzimi 2000 bp ‘den kisa uzunlukta daha aktif
calistigindan daha biiyiik uzunluklarda aktivitesi diiser. Cok miktarda DNA
kullanimina gerek kalmaksizin, kisa primerler sayesinde genomda rastgele bolgeler

cogaltilarak hizli sonu¢ almak miimkiindiir (Hilooglu 2012).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism-Cogaltilmis Parga Uzunluk
Polimorfizmi), PCR temelli bu ydntemde niikleotid dizisi hakkinda bilgi
gerekmeksizin  polimorfizm  belirlenebilmektedir.  Spesifik kesim enzimleri
kullanilarak pargalara ayrilan DNA fragmentlerinin yine spesifik primerler ile PCR’da
cogaltilir. Poliakrilamid jelde ytiriitiilen PCR iirtinleri radyoaktif madde veya florasans
boyama sayesinde 1s1ma verir ve polimorfizm ortaya konulur. Ug basamaktan olusur:
DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi ve oligoniikleotidlerin
baglanmasi, kesilen pargalarin PCR ile ¢ogaltimi ve fragmentlerin jel analizi (Vos vd.,

1995; Mikkonen vd., 2005).

SSR (Simple Sequence Repeat-Basit Dizi Tekrari, Mikrosatellit), genomda bulunan
mikrosatelit adi1 verilen uzunlugu 2 ile 6 arasinda degisen tekrarli niikleotid
dizilimlerinin iki yanina baglanan primerler ile PCR’da cogaltilmasi prensibine
dayanir. Agaroz jel veya poliakrilamid jelde yiiriitiilerek parcalarin biiytikliiklerine

gore ayrimi saglanir.
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SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism- Dizi ile Iliskili Cogaltilmus
Polimorfizm) markdrleridir, agik okuma bolgelerini (ORF) amplifiye etmeye dayanan
PCR temelli markor sistemleridir.Yaklasik 1 niikleotidden olusan ileri ve yaklagik 18
niikleotidden olusan geri primerleri bulunur ve ileri primerler i¢cin CCGG, geri
primerler i¢in AATT dizisi gelerek dizi bu sekilde devam eder. Verimlilik seviyesi
orta derecede olmasina ragmen basit, giivenilir ve otomasyonu yiiksek oldugundan
DNA parmak izi, gen isarctleme ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir (Li ve
Quiros 2001; Filiz ve Kog 2011; Hilooglu 2012).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat-Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi Bolgeler)

Okaryotik genomlarda bulunan 2 ile 6 arasinda degisen ve tekrar eden niikleotid
dizileri bulunmaktadir. Bu diziler mikrosatelit olarak da adlandirilmaktadirlar ve
genomdaki rastgele dagilimlari esas alinarak gelistirilen bu teknikte RAPD yo6ntemi

ile benzer fakat RAPD’e gore tekrarlanabilirligi ve hassasiyeti daha fazladir
(Zietkiewicz vd., 1994; Gupta vd., 1994; Yorgancilar vd., 2015).

ISSR yontemi diger molekiiler markor teknikleri gibi bir ¢ok alanda kullanilirken

siklikla kullanim alanlar:

e Genetik kararliligin/cesitliligin ortaya koyulmasi,
e filogenetik agaglandirma ¢aligsmalari,

e DNA parmakizi uygulamalari,

e genom haritalamalar

e evrimsel kokenin incelenmesi/arastirilmasidir.

ISSR tekniginin olduk¢a yaygin kullanilmasini saglayan ozellikleri/avantajlar1 su

sebeplerden dolayidir:

e PCR ile uygulandigindan az miktarda 6rnek ile de sonug alinabilmektedir.

e Allel varyasyonlari yiiksek seviyededir.

e Kodominant 6zellik tasimalar1 sayesinde maliyetleri oldukca diisiiktiir.

e Tiir i¢inde kullanilan primerlerin yakin akraba tiirlerde de amplifiye oldugu
tespit edilmistir.

e Uygulamasi hizlidir.
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Yukarida siralanmig olan PCR temelli belirteclerin polimorfizm, dominantlik,
verimlilik, otomasyon ve maliyet karsilastirmalar1 Cizelge 1.6.’da gosterilmistir (Li ve

Quiros 2001; Hilooglu 2012).

Cizelgel.6. PCR temelli molekiiler tekniklerin karsilagtiriimasi (Li ve Quiros 2001; Hilooglu 2012).

Teknik  Polimorfizm Dominanthk Verimlilik Otomasyon Maliyet

RAPD Orta/Yiiksek Dominant Diistik Orta Diistik
AFLP Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek = Orta

SSR Yiiksek Kodominant  Yiiksek Orta/Yiiksek Diisiik
ISSR Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Disiik
SRAP Yiiksek Kodominant Orta Orta/Yiiksek Disiik

In vitro kiiltiir ile iliskili 5Snemli bir problem, bitki hiicreleri, dokular1 veya organlarmin
in vitro kiltiirtiniin dogrudan bir sonucu olarak ortaya ¢ikan, bir ebeveyn soyun alt
kiiltiirlenmesi sonucu elde edilen klonlar1 arasinda somaklonal varyasyonun ortaya
cikmasidir (Larkin ve Scowcroft 1981; Gould 1986; Martins vd., 2004). Molekiiler
teknikler su anda in vitro ¢ogaltilmis bitkilerin genetik uygunlugunun analizinde
kullanilan giiclii ve degerli araclardir ve bir¢ok yaym ve incelemenin konusudur

(Hilooglu 2012).

Bu ¢alismanin amaci, tohumdan in vitro’ya alinan seker portakalinin bir yil boyunca
diizenli olarak her ay gercgeklestirilen alt kiiltiirleme islemi ile mikrogogaltim1 sonucu
olusan klonlar arasindaki somaklonal varyasyon indiiksiyonunu degerlendirmekti.
Turunggillerin uzun bir nesil dongiisiine sahip olmasi nedeniyle, olasi varyasyonlar
yalnizca ge¢ gelisim agamalarinda hatta yavrularda tespit edilebilir. Sonug olarak,
somaklonal varyasyonun erken tespiti biiylik 6nem tasiyan bir konu haline gelir. Bu
calisma i¢in li¢ tohumdan gelistirilen her biri on iki ay boyunca alt kiiltiirlenen toplam
36 klon secildi ve basit tekrarli diziler aras1 polimorfizm molekiiler yontemi (ISSR) ile

test edildi.
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2. MATERYAL VE METOT

S6z konusu tez caligmasinda gergeklestirilen laboratuvar uygulamalari mikrogogaltim
uygulamalar1 ve mikrogogaltimi gergeklestirilen seker portakali (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) bitkisinde genetik kararliligin belirlenmesi olmak tizere iki temel asamada

gergeklestirilmistir.

2.1. Mikrogogaltim Uygulamalari

Mikrogogaltim uygulamalari; bitki materyalinin eldesi, bitki materyalinin
sterilizasyonu ve in vitro ortama alinmasi siirgiin ¢ogaltma asamasi olmak tizere 3

temel adimda gergeklestirilmistir.

2.1.1. Bitki materyalinin eldesi

Mevcut tez ¢aligmasinda kullanilan yaygin turunggil tiirii olan Seker Portakali (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) Mugla Biiyiiksehir Belediyesi Yerel Tohum Merkezi’nden elde

edilmistir.

2.1.2. Bitki materyalinin sterilizasyonu ve in vitro ortama alinmasi

Yetistirildigi dogal ortamdan direkt alindig1 i¢in toplanan bitki materyalleri tizerinde
cok sayida mikroorganizma bulundurmaktadir ve bu sekilde dogrudan kullanimi
gerceklestirilirse istenilen steril cogaltim asamalarina gegis miimkiin olmamaktadir.
Bu nedenle kullanilacak olan bitki materyalinin dis kabugundan baslanarak tohum
yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak seker portakali
bitkisinin dis kabuklar1 bir firga ve ticari agartici i¢eren ¢amasir suyu ile temizlenip

durulandiktan sonra vakit kaybetmeden steril kabine alinmistir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Seker portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck) tohumlarinin 6n sterilizasyon asamalari

Yine ¢ok fazla zaman kaybetmeksizin meyve kabuklari el degmeden sterilizasyon
araglar1 kullanilarak (penset, biistri vb. ) soyulmus ve kabinden uzaklastirilmistir. Bitki
materyalini in vitro kosullara aktarmak amaci ile uygulanan yiizey sterilizasyonu

sirasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Bitki materyalinin yiizey sterilizasyonunda kullamlan kimyasal maddeler

Kimyasal adi Firma adi Katalog numarasi
Etil alkol (%096) Merck 1590102500
Hidrojen peroksit Merck 1072092500
Ticari agartici Unilever -

Kabuklar1 soyulan portakallardan ¢ikarilan tohumlar kabin igerisinde asagida sirasi

verilen sterilizasyon basamaklarindan gegirilmistir:
-%70’lik EtOH ¢ozeltisi ile 5 dakika,
-%10’luk H20> ¢ozeltisi ile 10 dakika,
- %10’luk ticari agartict (NaOCI (Sodyum Hipoklorit) %4,28) ile 10 dakika

Yukarida verilen sterilizasyon asamalarinin her birinden sonra siradaki asamaya
gegmeden tohumlar steril edilmis distile su ile durulanmistir (Sekil 2.2.). Son durulama
adiminin ardindan tohumlar steril filtre kagidi tizerine alinarak kabin i¢erisinde bir siire

kurumlart saglanmistir.
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Sekil 2.2. Seker portakal (Citrus sinensis (L.) Osbeck) tohumlarinin steril kabinde %70’lik
EtOH , %10°luk H20: ¢ozeltisi ve %10’luk ticari agartic1 ile muamalesi

Elde edilen materyal in vitro cogaltim yontemleri ile c¢ogaltilarak c¢alismada

kullanilacak eksplant saglanacaktir.

Kuruyan tohumlar daha dncesinde laboratuvarda optimizayonu saglanmis, pH degeri
5.8 olan ve 20 gL siikroz, 7 gL? agar, 1 mgL™? BA igeren yari-kat1 MS besiyeri
(Murashige ve Skoog 1962) ortama alindiktan sonra, 27+2 °C sicaklik, 16/8 saatlik
fotoperiyot ve 50 pmol—1m—2s—1 beyaz giin 15181 floresan ile aydinlatilan ortam
kosullarinda ¢imlenmek tizere kiiltiire alinmistir (Sekil 2.3.). Bitki materyalinde
¢ikarilan tohumlar1 ¢imlendirilmesinde ve bitkiciklerin mikro ¢ogaltimi sirasinda
kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.2’de, madde miktarlar1 Cizelge 2.3.’te, ve MS
besiyeri igerigi Cizelge 2.4.’te gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Bitki materyalinin mikro ¢ogaltimi sirasinda kullanilan kimyasal maddeler
Kimyasal adi Firma ad1 Katalog numarasi

Murashige Skoog Medium  Duchefa Biochmie ~ M0222.0050

Siikroz Duchefa Biochemie = S0809.5000
BA (Benzil Adenin) Duchefa Biochemie = B0904.0001
Agar Sigma AT7921
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Cizelge 2.3. Besin ortamlarinda kullanilan maddeler ve miktarlar

Kullanilan besin ortamlari Madde miktar:
MS 43g/lL  41g/L  242g/L
Siikroz 20 g/L
BA (Benzil Adenin) 1 mg/L
Agar 79/l
Cizelge 2.4. MS besi ortaminin icerigi
Kimyasal Adi  Derisim (mg/L) Derisim (uM)
CaCl, 332,02 2,99
o KH2PO4 170,00 1,25
% = KNO; 1900,00 18,79
< % MgSOs 180,54 1,50
- NH4NO; 1650,00 20,61
CoCl2.6H:0 0,025 0,11
CuS04.5H,0 0,025 0,10
x FeNaEDTA 36,70 100,00
o “;,J HsBOs 6,20 100,27
g z KI 0,83 5,00
s = MnSO4.H,0 16,90 100,00
d Na>Mo004.2H>0 0,25 1,03
ZnS04.7H;0 8,60 29,91
o Glisin 2,00 26,64
= myo-inositol 100,00 554,94
é Nikotinik Asit 5,00 40,62
= Pirodiksin HCI 0,50 2,43
—
> Tiamin HCI 0,10 0,30
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Sekil 2.3. iklimlendirme Odasi

2.1.3. Siirgiin cogaltma asamasi

Cimlenen tohumlar yeterli uzunluga geldiklerinde steril kabin igerisinde nodal
segmentleri alinarak alt kiiltiirle islemi uygulanmis ve mikrogogaltimi1 bu sekilde

gerceklestirilen 30 giinliik periyotlarla saglanmistir.

2.2. Mikrogogaltim1 Gergeklestirilen Seker Portakal (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) Bitkilerinde Genetik Kararhhgin Belirlenmesi

Mikrogogaltimi gergeklestirilen seker portakali (Citrus sinensis (L) Osbeck)’nin
genetik kararliligini tespit etmek icin gergeklestirilen molekiiler analizler sirasiyla;
genomik DNA ekstraksiyonu, spektrofotometrik analizler, ISSR PCR ve jel

elektroforezi analizleri, verilerin degerlendirilmesi seklindedir.
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2.2.1. Genomik DNA ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu Soltis Lab DNA ekstraksiyon protokoliine gore
optimize edilerek asagida belirtilen sekilde gerceklestirilmistir (Doyle ve Doyle 1987;
Cullings 1992). 30 giinliik periyotlar halinde yapilan tiim alt kiiltiir islemleri esnasinda
ayrilmis ve -20 °C’de muhafaza edilmis her bir klona ait 6rnekler sterilize edilmis
havanlar igerisine alinmistir. Orneklerin mekanik pargalanmasi amaci ile turuncgil
orneginin bulundugu havan igerisine yaklasik 5 ml kadar sivi azot eklenmistir.
Ornekler hizl1 bir bigimde ezilerek toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen drnekler
havandan spatiil yardimi ile 2 ml’lik eppendorf tiiplerine alinmis ve 0,03 gram olacak
sekilde tartilmigtir. Tartilan 6rneklerin lizerine 60 °C’de su banyosunda 1sitilmis 700
ul CTAB buffer eklenmistir ve yaklasik 10-20 saniye vortekslenmistir. Vortekslenen
ornekler 60°C’de bir saat su banyosu icerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresince her 15 dakikada bir vorteksleme islemi tekrarlanmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda eppendorf tiiplere 500 pl 24:1 kloroform-izoamil alkol eklenmis tiipler
vortekslenerek iyice karigtirllmistir. Daha sonra tiipler 14000 rmp’de 10 dakika
santrifiijlenmis, tiiplerin slipernatant kismi alinmis (yaklasik 300-350 pl) yeni 1.5
ml’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Yeni eppendorf tiiplere alinan siipernatant
miktariin 0,08 kat1 7,5 M amonyum asetat ve 0,54 kat1 izopropanol eklenmistir.
Tiipler tiipliikte yaklasik iki dakika asag1 yukari gevrilerek karistirilmustir. Inkiibasyon
i¢in buzdolabinda +4 °C’de 15-30 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 14000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve tiipler pellet diisiiriilmeden yavas¢a bosaltilmistir.
Tiplere 700 pul soguk %70 soguk etanol eklenmis ve iki dakika elde karistirilmistir.
Daha sonra 14000 rpmde 5 dakika santrifiijlenmistir. Tiipler yavas¢a bosaltilarak ters
cevirilmis ve 55 °C’de etiivde 1 saat kurumasi beklenmistir. Kurutulan 6rnekler 100
ul TE tamponda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 pl RNAaz eklenerek 1 saat etiivde 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: tiiplere 400 pl 24:1 kloroform izoamil alkol
eklenerek 10 dakika elle karistirilmis ve olusan fazlar gézlenmistir. Daha sonra 14000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak siipernatant yeni tliplere alinmistir. Alinan
miktarin iki katt kadar %96’lik soguk etil alkol eklenerek tiipler yavasca
karistirilmistir. Tiipler inkiibasyon i¢in +4 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmis ve santrifiij sonras1 pellet
kaybedilmeden tiipler bosaltilmistir. Tiiplerin tizerine 700 pl %70’lik soguk etil alkol
eklenerek karistirilmistir. 14000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek pellet diistiriilmeden
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slipernatant yavasca bosaltilmistir. Tiipler ters cevirilmis ve 55 °C’de etlivde 1 saat
kurumasi beklenmistir. Kuruyan 6rnekler 100 pul TE tamponda ¢oziilerek 15 dakika 55
°C’de etiivde inkiibe edilmis daha sonra muhafaza edilmek iizere -20 °C’ye
kaldirilmistir. DNA ekstraksiyonunda kullanilan CTAB soliisyonu Cizelge 2.1.’de ve
Cizelge 2.2.’de belirtilen oranlarda bilesenler kullanilarak hazirlanmistir, DNA
izolasyonu i¢in kullanilan bilesenlerin (PVP ve B- merkaptoetanol) uygulamadan

onceki karisim oranlari ise Cizelge 2.3.’de verildigi gibidir.

Cizelge 2.5. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan CTAB soliisyonunun hazirlanmasi

1M Tris, Ph:8 100 ml
5 M NacCl 280 ml
0,5M EDTA 40 ml

CTAB 20 gram

1 litreye tamamlanir

Cizelge 2.6. CTAB soliisyon bilesenlerinin hazirlanmasi

1 M Tris, Ph:8 5 M NaCl 0,5MEDTA
Tris 121,1 gram NaCl 292,2 gram EDTA 186,12 gram
ddH20 700 ml ddH:0 700 ml ddH;0 750 ml
700 ml’de ¢oziiliir ve 900 ml’ye 700 ml’de ¢oziiliir. 20 gram NaOH tabletleri
tamamlanir. eklenir.
Ph: 8’e ayarlanir. Ph: 8’ ayarlanir.
1 litreye tamamlanir. 1 litreye tamamlanir. 1 litreye tamamlanur.

Cizelge 2.7. DNA izolasyonu i¢in kullanilan bilesenlerin uygulamadan 6nceki karisim oranlar

CTAB PVP B- merkaptoetanol
0,5ml 0,02 gram
2,5 ul
5mi 0,2 gram 25 ul
20 ml 0,8 gram 100
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2.2.2. Spektrofotometrik analizler

Izolasyon sonucunda elde edilen genomik DNA’nin  konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak belirlenip buna goére molekiiler analizlerde kalip DNA olarak

kullanilmak tizere uygun derisimlerde sulandiriimistir (Doyle ve Doyle 1987).

2.2.3. ISSR PCR ve jel elektroforezi analizleri

Genomik DNA’s1 6ziitlenen Seker Portakali (Citrus sinensis (L.) Osbeck) bitkisine ait
farkli bireyler, farkli 10 ISSR primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR
dongiileri, kullanilacak primerlere bagli olarak optimize edilmistir (Cizelge2.4.). PCR
protokoliiniin bilesenlerinin derisimleri Cizelge 2.5.’te gdsterildigi gibi olup toplam
reaksiyon hacmi 25ul olarak reaksiyon gerceklestirilmistir. Cogaltilan PCR {iriinleri

agaroz jel elektroforezinde incelenmistir.

Cizelge 2.8. Williams ve arkadaslan tarafindan gelistirilen ve Martins-Lopes ve arkadaslarina gore modifiye
edilen PCR protokolii (Williams vd., 1990; Martins-Lopes vd., 2009)

Sicaklik (°C) Siire (Dak.) Dongii Sayisi

On Denatiirasyon 95 3 1X
Denatiirasyon 95 1

Baglanma 55 1 35X
Uzama 68 1

Son Uzama 72 6 1X
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Cizelge 2.9. Williams ve arkadaslan tarafindan gelistirilen ve Martins-L opes ve arkadaslarina gore modifiye
edilen PCR protokoliiniin bilegenlerinin derisimleri (Kalendar vd., 2011; Smykal vd., 2011)

Bilesen Reaksiyon Derisimi

10X PCR Tamponu 1X

MgClI2 2,5 mM
dNTP 0,4 mM
Primer 1 uM (40 ng)
Genomik DNA 50 ng
TagPolimeraz 2 unite
Toplam Hacim 25ul

Cizelge 2.10. Martin-Lopez ve arkadaslar (Martins-Lopes vd., 2009) tarafindan gelistirilmis ISSR

primerlerden proje calismast icin secilen primerler ve dizileri.

Primer ismi Dizi Gen Bank Giris No
ISSR 1 (AG)8T UBC 807
ISSR 5 (AG)8G UBC 809
ISSR 7 (GA)8T UBC 810
ISSR 10 (GA)8C UBC 811
ISSR 825 (CA)8A UBC 817
ISSR 826 (TC)8C UBC 823
ISSR 864 (AC)8C UBC 826
ISSR873 (AG)BCTT UBC 846
ISSR 3A53 (CA)BAGT UBC 855
ISSR E.D.4 (GT)8CTA UBC 856
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2.2.4. Elektroforez asamasi

2.2.4.1. Agaroz jel hazirlanist

PCR reaksiyonu ger¢eklestikten sonra reaksiyonunun basarili bir sekilde gergeklesip
gerceklesmedigini 6grenmek amaciyla PCR iiriinleri, SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Cat No. A24811) cihaziyla, %1,5’lik agaroz jelde, 100 V sabit akimda 180 dakika
yuritiilmiistir. Agaroz jel %1°’lik TAE Buffer ile hazirlanmistir. 50X TAE buffer

Cizelge 2.7.’de verilen sekilde hazirlanmustir.
Cizelge 2.11. 1 litre 50 X TAE soliisyon buffer hazirlamsi

1L, 50X TAE Buffer
242 g Tris base
57.1 g Glacial asetic acid
100 ml 0.5 M EDTA solution (pH 8.0)
800 ml ddH20 igerisinde ¢ozdiiriiliir
pH=8’e ayarlamir
H20O ile 1 litreye tamamla

2.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroferezi ile yiiriitiilen 6rnekler jel goriintiileme cihazi (Major Science,
UVCI-1100) yardimiyla gorintilenmistir. ISSR primerleri ile g¢ogaltilan DNA
dizilerinin olusturdugu bant profilleri incelenirken Sekil 2.4.’te gdsterilen Thermo
Fisher Scientific 1 kb DNA Ladder’i rehber olarak kullanilmis ve bant var ise “1”, yok
ise “0” rakamu verilerek kodlanmus, elde edilen veriler Microsoft® Office Excel

programina islenmistir.

30


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A24811
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A24811
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0241

30.0 6.0
70.0 14.0
U0 6.U
30.0 6.0
00 140
550 20
60.0 12.0

o
=
o
®
b
S
<
[
>

0.5pg/1ane, Bcm length gel,

1X TAE, 7V/cm, 45min

Sekil 2.4. Thermo Fisher Scientific 1 kb DNA Ladder

Microsoft® Office Excel programina islenen verilerin POPGENE Version 1.32,
GenAlex ver. 6.05 programlari kullanilarak analiz islemi gergeklestirilmistir (Yeh vd.,
1999; Peakall ve Smouse 2006). Analiz sonuglar1 degerlendirilirken klonlar ve yapilan

1.-12. aylar arasi1 varyasyonun degerlendirilmesinde bazi parametreler kullanilmugtir:

ISSR analizleri sonucunda genetik kararlilik veya farkliliklarin belirlenmesinde,
ornekler arasindaki benzerlikleri hesaplamak i¢in jel goriintiileri, Sokal ve Sneath

(1963) tarafindan gelistirilen “Benzerlik Oran1” formiilii kullanilarak analiz edilecektir

(Sokal ve Sneath 1963).

Benzerlik Orant = Homolog bantlar/ (Homolog bantlar +Homolog olmayan

bantlar)
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2.3. Dogadan Ahmp in vitro Ortamda Cogaltilan Bitkilerin iklimlendirme
Yontemi ile Tekrar Dogaya Adaptasyonu

Tohum gelisimi birinci ay olmak {izere diizenli aralilarla alt kiiltiirii yapilan Citrus
sinensis ornekleri ile 12 aylik periyot tamamlandiktan sonra bitkilerin dogal ortama
adaptasyonunu saglamak i¢in yapilan iklimlendirme isleminde kullanilacak toprak
materyali (igerigi %70 torf ve %30 perlit olmak {izere) otoklav islemi ile
mikroorganizmalardan arindirilmistir. Daha sonra besi yerinde koklenmis olan bitkiler
dikkatli bir sekilde zarar vermeden besiyerinden ¢ikarilir ve otoklavlanmis toprak
iceren seffaf plastik kutulara dikim yapilip ardindan yapraklara zarar vermeyecek
sekilde Ustili baska bir seffaf plastik kutu ile kapatilarak dogrudan ¢evre ile temas edip
zarar gormesi engellenmistir. Belirli araliklarla bu seffaf kutuya delikler acilarak yavas
yavas dogaya adaptasyonu saglanmistir. Son olarak iistii tamamen acilarak dogal

sartlara uyumu gozlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu ve Spektrofotometrik Analizler

DNA izolasyonunun ardindan elde edilen Orneklerin miktar tayini Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer from Thermo Fisher
Scientific (51119300) spektrofotometre cihaziyla gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. izole edilen DNA érneklerinin miktar tayini icin gerceklestirilen

spektrofotometrik analiz sonuclar

Niikleik Asit
Ornek Konsantrasyonu  OD 260/
Adi (ng/pl) 280
1 CS. 11 50.12 181
2 CS.1-2 53.23 1.82
3 CS.1-3 49.01 1.79
4 CS. 14 56.72 1.84
5 CS. 1-5 51.92 1.88
6 CS. 1-6 61.32 1.86
7 C.S. 1-7 58.99 1.89
8 CS. 1-8 54.56 1.90
9 C.S. 19 55.78 1.88
10 CS.1-10 56.12 1.86
11 CS. 111 63.69 1.91
12 CS. 112  49.92 1.89
13 CS. 21 57.54 1.79
14 C.S. 2-2 62.58 1.82
15 C.S.2-3 67.71 1.82
16 CS.24 68.21 1.87
17 C.S. 25 69.6 184
18 C.S.2-6 68.66 1.88
19 C.S.2-7 51.25 1.92
20 C.S.2-8 56.96 1.93
21 C.S.2-9 54.31 1.89
22 C.S.2-10 63.45 1.87
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23 C.S.2-11 59.78 1.85

24 CS.2-12 5212 1.88
25 CS.3-1 68.14 1.72
26 C.S.3-2 66.25 1.80
27 C.S.3-3 67.85 1.83
28 CS. 34 68.72 1.87
29 C.S.3-5 69.66 1.86
30 C.S.3-6 68.22 1.89
31 C.S. 3-7 58.63 1.91
32 C.S. 3-8 78.88 1.88
33 C.S.3-9 70.33 1.85
34 C.S.3-10  59.78 1.90
35 CS.3-11 5645 1.93
36 CS.3-12  58.37 1.88

3.2. ISSR Primeri Kullanilarak Gerg¢eklestirilen PCR Sonrasinda Elde Edilen
Orneklere Ait Jel Elektroforezi Sonuclar

Mugla iline ait yerel tohum merkezinden temin edilen seker portakali 6rneklerinden
alinan ve 3 farkli tohumdan in vitro ortamda basarili bir sekilde gelistirilen, ardindan
12 ay boyunca diizenli araliklarla alt kiiltiirleme islemi yapilarak mikrogogaltimi
saglanan (Sekil 3.1.) bu esnada doku 6rnekleri alinan klonlarin her birine ait toplamda
36 farkli DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Basarili bir sekilde izole edilen
DNA’lar ve 10 farkli ISSR primeri kullanilarak gerceklestirilen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) sonrasinda elde edilen o6rnekler UV transilluminator jel

goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

ISSR 1 primeri ile elde edilen goriintiiler Sekil 3.2.’de, ISSR 5 primeri ile elde edilen
goriintiiler Sekil 3.3.’te, ISSR 7 primeri ile elde edilen goriintiiler Sekil 3.4.te, ISSR
10 primeri ile elde edilen goriintiiler Sekil 3.5.’te, ISSR 825 primeri ile elde edilen
goriintiiler Sekil 3.6.’da, ISSR 826 primeri ile elde edilen goriintiiler Sekil 3.7.”de,
ISSR 864 primeri ile elde edilen goriintiiler Sekil 3.8.’de, ISSR 873 primeri ile elde
edilen goriintiler Sekil 3.9.’da, ISSR 3AS53 primeri ile elde edilen goriintiiler Sekil
3.10.’da, ISSR E.D.4 primeri ile elde edilen goriintiller Sekil 3.11°deki gibidir.
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Genellikle monomorfik bantlardan olusan jel goriintiileri iizerinde dikkat ¢ceken bazi

polimorfik bant olusumlar1 kirmizi oklarla gosterilmektedir.

UV transilluminator jel goriintilleme cihazindaki goriintiileme sonrasi elde edilen
goriintiiler Thermo Fisher Scientific 1 kb DNA Ladder’i rehber olarak kullanilarak
bant var ise “1”, yok ise “0” rakami verilmek suretiyle skorlanmistir. Bunun sonucunda
ISSR 1 primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.1.’de, ISSR 5 primeri ile elde edilen
skorlar Cizelge 3.2.’de, ISSR 7 primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.3.’te, ISSR 10
primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.4.’te, ISSR 825 primeri ile elde edilen skorlar
Cizelge 3.5.te, ISSR 826 primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.6.’da, ISSR 864
primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.7.’de, ISSR 873 primeri ile elde edilen skorlar
Cizelge 3.8.’de, ISSR 3A53 primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.9.’da, ISSR E.D.
4 primeri ile elde edilen skorlar Cizelge 3.10.’da gosterilmektedir. Her bir bireyin
kendi igerisinde olusturdugu 12 klonda sonradan olusabilen bantlar (1’den 0’a) ya da

kaybolan bantlar (0’dan 1’e) kirmizi renkle belirtilmistir.

Sekil 3.1. 12 ay boyunca ¢ogaltilan bir Citrus sinensis bireyinden elde edilen klonlar
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Sekil 3.2. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 1 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuclari
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Cizelge 3.2. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 1 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrast

olusturulan bantlarin skorlama sonuclari

1300 1000 900 750 600 550 450 275 175

CS1-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K12 1 1 1 1 1 1 1 0 0
2000 1300 1000 750 600 450 275 175
CS2-K1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K2 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K3 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K4 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K5 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K6 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K7 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K8 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K9 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K10 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K11 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K12 1 1 1 1 1 1 1 1
2000 1300 1100 750 600 450 275 175
CS3-K1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K2 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K3 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K4 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K5 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K6 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K7 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K8 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K9 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K10 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K11 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K12 1 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.3. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 5 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuglar

38



Cizelge 3.3. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 5 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrast

olusturulan bantlarin skorlama sonuclar

2300 2000 1600 1400 1200 850 750 700 500 450 400
CS1-K1 1
CS1-K2 1
CS1-K3 1
CS1-K4 1
CS1-K5 1
CS1-K6 1
CS1-K7 1
CS1-K8 1
CS1-K9 1
CS1-K10 1
CS1-K11 1
CS1-K12 1
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Sekil 3.4. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 7 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuglar
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Cizelge 3.4. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 7 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrast

olusturulan bantlarin skorlama sonuclari

2700 2100 2000 1300 1200 1000 800 700 600 500 400 250
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Sekil 3.5. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 10 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuclar
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Cizelge 3.5. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 10 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrast

olusturulan bantlarin skorlama sonuclar
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Cizelge 3.6. Uc farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 825 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrasi

olusturulan bantlarin skorlama sonuclar

2000 1500 1300 1200 1100 900 800 750 650 600 500 400 300

CS1-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K10 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS1-K11 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS1-K12 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
3500 3000 2500 2100 1600 1500 1400 1000 600 300
CS2-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2000 1600 1500 1000 750 600 500 300
CS3-K1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K2 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K3 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K4 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K5 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K6 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K7 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K8 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K9 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K10 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K11 1 1 1 1 0 1 1 1
CS3-K12 1 1 1 1 0 1 1 1
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Sekil 3.7. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 826 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuclari
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Cizelge 3.7. U farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 826 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrasi

olusturulan bantlarin skorlama sonuclar

2750 2000 1500 1300 1000 900 800 700 650 550 400

CS1-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
CS1-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K7 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
CS1-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K11 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
CS1-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2750 2000 1800 1400 1200 1000 800 650 600 550 400
CS2-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2500 2250 1900 1400 1200 1000 800 600 550 450 400
CS3-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Cizelge 3.8. Uc farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 864 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrasi

olusturulan bantlarin skorlama sonuclar

1500 1200 1100 900 750 650 500 450 300

CS1-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS1-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1

3000 1700 1600 1200 1100 1000 900 850 750 700 500 450
CS2-K1 il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K7 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS2-K8 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS2-K9 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS2-K10 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS2-K11 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
CS2-K12 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
3000 2000 1500 1200 1000 800 750 700 500 450 300

CS3-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Cizelge 3.9. U farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 873 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi sonrasi

olusturulan bantlarin skorlama sonuclar
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Sekil 3.10. Uc¢ farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 3A53 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuclar
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Cizelge 3.10. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR 3A53 primeri ile gerceklestirilen PCR taramasi

sonrasi olusturulan bantlarin skorlama sonuclan

2000 1500 1200 1100 1000 900 850 650 450 350 300

CS1-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
CS1-K3 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K4 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K5 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K6 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K7 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K8 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K9 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K10 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1
CS1-K11 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1
CS1-K12 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1
2000 1500 1300 1000 850 750 600 550 500 425
CS2-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS2-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2000 1500 1200 1000 850 750 600 550 450 350
CS3-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K8 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K9 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K10 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K11 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
CS3-K12 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 3.11. U¢ farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR E.D. 4 primeri ile gerceklestirilen PCR tarama sonuclar
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Cizelge 3.11. Ug farkh Citrus sinensis bireyinin ISSR-ED4 primeri ile gerceklestirilen PCR taramas

sonrasi olusturulan bantlarin skorlama sonuclar

2000 1500 1200 1100 1000 900 800 700 650 600 550 450 350

CS1-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CS1-K12 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1100 1000 900 750 700 600 550 450 400 350 250

CS2-K1 O il 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K2 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K3 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K4 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K5 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K6 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K7 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K8 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K9 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K10 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1

CS2-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS2-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2400 2000 1400 1000 900 750 650 600 450 250

CS3-K1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CS3-K12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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10 primerin analizi sonucu toplam 175 lokus saptanmistir. Cogunlukla monomorfik
¢ok az da polimorfik bant olusumu gozlenmistir. Cizelge 3.1.’de primerler tarafindan

saptanan bant sayilar1 verilmistir.

Cizelge 3.12. Bant okumalar1 sonucunda primerler tarafindan saptanan lokus sayist
ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR

1 5 7 10 3A53 gp5 826 864 873 ED4

BANT 11 16 20 18 17 20 19 17 19 18
SAYISI

Kullanilan primerler iginde toplam 11 bant (2000 bp-175 bp araliginda degisen)
sayisiyla ISSR 5 en az bantin gézlemlendigi primer iken toplam 20 bant (3400bp-
250bp araliginda degisen) sayisiyla ISSR 825 primeri en fazla bantin gézlemlendigi
primer olmustur. 10 primerin iirettigi bant profillerinin biyiikliikleri ise 175 bp —

3500 bp araliginda degismektedir.

Genetik kararlilig1 tayin etmek icin kullanilan POPGENE Version 1.32 programi
sayesinde elde edilen analiz sonuglara gore 3 tohumun 12 ay sonundaki ortalama
kararlilik seviyeleri tespit edilmistir (Cizelge 4.1.). Elde edilen sonuglar neticesinde
CS-1 bireyinin genetik materyalinde % 8, CS-2 bireyinin genetik materyalinde %5.71
ve CS-3 bireyinin genetik materyalinde %3.43 gibi ¢ok diisiik oranda bir varyasyon
olusmustur. Elde edilen bu sonuglar bir yil gibi uzun bir periyodik donemi

kapsadigindan basarili olarak degerlendirilebilmektedir.

Cizelge 3.13. 3 Citrus sinensis bireyinin hesaplanan ortalama genetik kararlihk degerleri

Genetik Kararhhk Yiizdesi

CSs-1 % 92
Cs-2 % 94.29
CS-3 % 96.57
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3.2. Dogadan Aliip In vitro Ortamda Cogaltilan Bitkilerin iklimlendirme
Yontemi ile Tekrar Dogaya Adaptasyonu

Sekil 2.3.te gosterilen 27+2 °C sicaklik, 16/8 saatlik fotoperiyot ve 50
umol—1m—2s—1 beyaz giin 15181 floresan ile aydinlatilan ortam kosullarini saglayan
iklimlendirme odasinda asama asama dogaya adaptasyonu saglanan Citrus sinensis
bitkisi baslangicta iistii kapali olarak dis etmenlerden bir siireligine korunmustur.

Ardindan tizeri acilarak Sekil 3.12.’deki halinde bakimina devam edilmistir.

Sekil 3.12. Dogadan alinip in vitro ortamda ¢ogaltilan bitkilerin iklimlendirme yontemi ile

tekrar dogaya aktarimi
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4. SONUC VE TARTISMA

Mugla iline ait yerel tohum merkezinden temin edilen seker portakali 6rneklerinden
alinan ve 3 farkli tohumdan in vitro ortamda basaril1 bir sekilde gelistirilen, ardindan
12 ay boyunca diizenli araliklarla her bir tohum ayr1 ayri alt kiiltiirleme islemi
yapilmak sartiyla mikrogogaltimi saglanan Citrus sinensis (CS) bitkisinin DNA
izolasyonu basarili bir sekilde gergeklestirildikten sonra, genetik kararliligin
belirlenmesi amaciyla ISSR-PCR islemi uygulanmistir. PCR iirlinlerinin jel tizerinde
goriintiilenmesine dayali elde edilen veriler 1s181nda, genetik kararliligi tayin etmek
icin kullanilan POPGENE Version 1.32 programi 3 bireyden gelisen klonlarin 12 ay
sonundaki ortalama kararlilik seviyelerini belirlemistir. Elde edilen sonuglar
neticesinde CS-1 klonunun genetik materyalinde %8, CS-2 klonunun genetik
materyalinde %5.71 ve CS-3 klonunun genetik materyalinde %3.43 gibi disiik
oranlarda varyasyonlar belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, bir yil gibi uzun bir
periyodik donemi kapsadigindan basarili olarak degerlendirilebilmektedir. Benzer
sekilde, Azizi ve arkadaslar1 (2020) sekerkamis1 (Saccharum officinarum L.) bitkisinin
6 varyetesi lizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, klonal ¢ogaltim sonrasi SSR primerleri
kullanarak genetik kararlilig1 incelemisler ve 9 altkiiltiir sonrasinda tiim varyetelerin
anaglarma olan benzerlik indeksini 0,94 olarak belirlemislerdir ve bu ¢alisma mevcut
tez ¢alismasiyla uyumludur. Diger taraftan bagka bir ¢alismada Pendili ve arkadaslari
(2019) Solanum trilobatum L. bitkisinin genetik olarak kararli in vitro propagasyonu
icin gelistirdikleri protokolde genetik kararliligit RAPD ve ISSR primerleri kullanarak
belirlemislerdir. Bu ¢alismada anag bitkiyle genetik olarak 6zdes in vitro materyal elde
etmiglerdir. Yine benzer sekilde Ozudogru ve arkadaslar1 (2011) tarafindan
gerceklestirilen bir galismada Thymus vulgaris L. bitkisinin etkili mikrogogaltimi i¢in
gelistirilen protokolde 10 ay siireyle altkiiltiirlenen klonlarda genetik kararlilik RAPD
primerleri ile analiz edilmis ve genetik kararlilik %100 olarak belirlenmistir. Bu
baglamda, in vitro ¢ogaltilan bitkiciklerin, in vitro kosullar altinda hiicre boliinmesi ve
farklilasmasi sirasinda genetik kararliliklarin1 koruduklart yapilan bazi ¢aligmalarda
dogrulanmigtir (Shenoy ve Vasil 1992; Ostry ve digerleri 1994). Ancak, in vitro
stirecler (6rn., stres, oksin-sitokinin orani ve beslenme kosullari; Modgil ve ark. 2005)
tarafindan indiiklenen degisiklik riskinin (Rani ve ark. 1995) hala oldugu goz ardi

edilmemelidir. Literatiirde, mikro ¢ogaltilmis bitkiler arasinda genetik degisikliklerin
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frekansini bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunurken (Rani ve digerleri, 1995; Gimenez
ve digerleri. 2001), ayrica genetik stabilitenin korunmasini gosteren bazi ¢alismalar da
mevcuttur (Rout ve digerleri, 1998; Javounhey ve digerleri). 2000). Bu degisiklikler,
genellikle kalitsal olduklarindan ve mikro ¢ogaltilmis bitkiciklerin sonraki nesillerine
devam ettirilebildiklerinden ¢ok tercih edilmez (Breiman ve digerleri, 1987). DNA
diizeyinde bu tiir degisikliklerin tespiti i¢in ¢ok sayida molekiiler markér meveut olsa
da, ISSR teknigi en yaygin olarak kullanilan, az miktarda kalip DNA gerektiren, 6n
dizi bilgisi gerektirmeyen ve birgok diger teknige gore daha hizli ve daha kolay veri
tireten bir yontemdir. Yontem ayrica on dizi bilgisi gerektirmeden SSR teknolojisinin
avantajlarini ve giivenilirligini saglamaktadir (Reddy et al. 2002; Vijayan 2005; Kaya
ve Souza, 2017). Bitki mikro ¢ogaltmasi igin gesitli yontemler arasinda, koltuk alti
dallanma, in vitro rejenerasyon sistemlerinde en O©nemli ve yaygin olarak
kullanilanlardan biri haline gelmistir. Rani vd. (1995) bu yontemi, basitligi ve elde
edilen nispeten yiiksek yayillma oranlart nedeniyle oOzellikle faydali olarak
tamimlamuslardir (Rani vd., 1995).

Turunggil (L.), Rutaceae ailesinin Aurantioideae alt ailesine ait, diinyanin ekonomik
acidan en Oonemli meyve mahsullerinden biridir. Diinyanin tropikal ve subtropikal
bolgelerinde yaygin olarak dagilmistir ve Giineydogu Asya'dan, ozellikle kuzeydogu
Hindistan'dan, Malayan takimadalarindan, Cin'den, Japonya'dan ve Avustralya'dan
geldigine inanilmaktadir (Swingle ve Reece 1967; Moore 2001).

Kiltiirti yapilan tiirler arasinda Citrus sinensis (L.) Osbeck (seker portakal),
Turunggillerin en énemli ticari mahsuliidiir ve mandalinadan sonra ikinci sirada yer
alir. C. sinensis'in pummelo (Citrus maxima) ve mandarin (Citrus reticulata) arasinda
bir melez olduguna inanilmaktadir (Davies ve Albrigo 1992; Nicolosi vd., 2000)
Oldukg¢a poliembriyonik bir tiirdiir. Meyve 06zii, C vitamini ve protein icerigi
bakimindan zengin taze meyve sularinin hazirlanmasinda kullanilir. Meyvenin kabugu
parfim ve sabun yapiminda kullanilir. Yemeklik yag, tohumlarindan g¢ikarilir.
Yapraklarindan elde edilen meyve suyu iilser, yaralar vb. Gibi ¢esitli hastaliklar
kontrol etmek igin kullanilir (Dugo ve Di Giacomo 2002). C. sinensis'in genetik
cesitliligi, sinirli bir gen havuzu olusturan yogun bahge bitkisi yetistiriciligi icin uygun
genotiplerin se¢ilmesi ve eklenmesi nedeniyle dogal gen havuzunun yer degistirmesi
gibi bir dizi faktor sonucu hizla azalmaktadir (Arora 2000).

Bitkilerin in vitro rejenerasyonu ile iligkili varyasyonlar olarak tanimlanan somaklonal

varyasyonlar alt kiiltliriin uzunlugu veya alt kiiltiir sayisindaki artis ile iliskili olup bu
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faktorler mutasyon sikligini arttirmaktadir. Bu nedenle stok kiiltiirleri periyodik olarak
yenilemek gerekmektedir. Maggon ve Singh (1995), turunggil filiz tohumlarinin esas
olarak BA igeren bir ortamda kiiltiirlenen eksplantlarin kesim yiizeyinde olusana
kallustan kaynaklandigin1 gézlemlemistir. Siirgiin rejenerasyonu ig¢in bu yaklasim
artan genetik kararsizlik riski ile iligkilidir (Maggon ve Singh 1995). Morfolojik
belirtegler baz1 genetik degisiklikler gdzlenen fenotipik varyasyonda yansitilmasa da
somaklonal varyantlarin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmistir. Aym
durumlarda tiir dis1 bitkilerde g6zlemlenen anormallikler ancak tarla kosullarinda uzun
yillar siiren ekimden sonra fark edilebilmistir. Turunggillerde somaklonal varyasyonun
ekonomik etkisi uzun yasam dongiilerine sahip olduklari i¢in yiiksek olabilir. Birgok
turunggil tiirli topraga nakledildikten 2-3 yil sonra meyve verir ve meyvelerin
morfolojik 6zellikleri iizerindeki somaklonal varyasyonun arastirilmasi uzun zaman

alir ve oldukga maliyetli hale gelir. (Carimi ve De Pasquale 2003).

C. sinensis kiiltiir bitkilerinde 6nemli gelisme saglamak igin varyetelerin / kiiltiirlerin
temel karakterlerini korumaya ve mevcut genotipleri karakterize etmeye ve
degerlendirmeye acil ihtiya¢ vardir. Molekiiler belirteglerin kullanimi, Turunggil
tirlerini, cesitlerini ve biyotiplerini tanimlamak ve turunggil tiirlerinin genetik
cesitliligini arastirmak i¢in degerli ve uygun bir strateji olmustur. RAPD, ISSR, RFLP,
SSR, AFLP ve diger belirtegler gibi molekiiler belirte¢ teknikleri, germplazm
karakterizasyonu, genetik cesitlilik ¢calismalari, sistematikler ve filogenetik analiz i¢gin
kullanilmistir (Weising vd., 2005).

Bunlar arasinda, rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA (RAPD) belirtegleri, bitki
tiirlerinin karakterizasyonu igin en yaygin sekilde kullanilmigtir (Williams vd., 1990).
RAPD, prosediiriin basitligi, diisiik maliyeti ve analiz i¢in gereken ¢ok az DNA miktari
nedeniyle daha fazla dikkat ¢ekmistir. Turuncgillerde RAPD markorleri ¢esit
tanimlama, genetik haritalama, genetik c¢esitlilik degerlendirmesi ve diger 1slah

programlari i¢in kullanilmigtir (Das vd., 2004).

Bu calismada, ISSR molekiiler belirtegleri ile; in vitro’da gelistirilen C. sinensis'in
molekiiler yapisinda bir degisiklik olusmadan genetik kararliligin1 korumas1 amaciyla
gerceklestirilen ~ mikrogogaltimlar1  sonrasinda  bu  amacin  gergeklesip

gerceklesmedigine bakilmistir.
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Ozellikle dogadan direkt kiiltiir ortamina aktarilan bitkilerde bitkinin bulundugu
abiyotik ve biyotik etkenleri degismesi sonucunda genelde somaklonal varyayon
olarak adlandirilan genetik materyalde birtakim degisimler meydana gelebilir.
Ekonomik degerini diistirebilir. Gelistirilmek istenen bitki materyalinin genetik
yapisinda besi yeri ortami veya alt kiiltiirleme asamalarindan kaynakli herhangi bir
degisim yasanmiyor ya da ¢ok diisiik oranda yasaniyorsa sonug¢ basarili olarak kabul
edilmektedir. Ekonomik 6neme sahip ayni zamanda tibbi aromatik bir bitki olan Citrus
sinensis’in genetik kararliligindaki biiylik sapmalar bitkinin kendine has 6zelliklerini,
faydalarini yitirmesi anlamina gelmektedir. Bu baglamda genetik kararliligi korurken
basarili bir alt kiiltiirleme ile de mikrogogaltimi1 hedeflenen Citrus sinensis’in dogal
ortamina kiyasla daha hizli ve patojenlerden ari bir sekilde ¢ogaltilmasina olanak
saglayan 12 aylik periyod basarili bir sekilde tamamlanmistir. Sonrasinda elde edilen
bitkiciklerin bir kismi1 DNA izolasyonunda kullanilirken bir kismi ise dogaya tekrar

kavusturulmak amaciyla iklimlendirme teknigiyle topraga adapte edilmistir.
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