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UC YAPRAKLI ( Poncirus trifoliata L.) VE UC YAPRAKLI MELEZLERI
GRUBU TURUNCGILLERIN GENETiK AKRABALIK VE
FARKLILIKLARININ SSR MOLEKULER MARKIRLARLA
TANIMLANMASI

Ilknur POLAT
Bati Akdeniz Tanimsal Arastirma Enstitlisii, Antalya, TURKEY

OZET

Calismada, seleksiyon, introduksiyon ve melezlemelerle elde edilmis 59 adet
Uc yaprak tip/cesidinin genetik farklihdi ve birbiriyle olan genetik yakinhidi SSR (simple
sequence repeat) molekiler markir teknigi kullanilarak incelenmistir. Kullanmis
oldugumuz 26 adet SSR primerinden 14 tanesi (TAA1, CAC19, TAA45, CT21, CAC33,
CAC39, TAA33, CCT01, CAGO1, CATO1, ATCO9, TAA52, TAA15 ve CAGG9) polimorfik
bulunmustur. UPGMA (unweighted-pair group method with aritmetic average) ve PCA
(principal component analysis) analizleri sonucu bireylerin birbirleriyle olan genetik
yakinlklari ve uzakliklari belirlenmistir. Dice'in benzerlik katsayisina gére benzerlik
oranlari 0.63-1.00 arasinda dedisim gdstermis, matriks korelasyon katsayisi 0.84
olarak bulunmustur. Benzerlik orani Poncirus Krides SRA 339 ile Poncirus SEAB B 6C -
BB1 (SRA); Poncirus Town (SRA) ile Poncirus Jacobsen B 6C - Z19 (SRA); Poncirus
Dwarf (SRA) ile Poncirus Yamaguchi B 6C - Z28 (SRA) arasinda ve 1.00 (% 100)
oraninda oldugu tespit edilmistir. Glenn citrangedin (CRC 3573) ise % 63 oraniyla 60
birey igerisinden en uzak bireyi olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Poncirus trifoliata L.; SSR; Genetik kaynaklar; Molekuler markir

DIVERSITY AND RELATIONSHIPS OF PONCIRUS (Poncirus trifoliata
L.) AND PONCIRUS HYBRIDS BY SSR MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

In this study, genetic relationship and diversity were determined by SSR
(simple sequence repeat) molecular markers technique among 59 Poncirus (Poncirus
trifoliata L. Raf.) types/cultivars derived from selections, introduction and
hybridization. In this work, 14 SSR primers (TAA1, CAC19, TAA45, CT21, CAC33,



CAC39, TAA33, CCT01, CAGO1, CATO1, ATC09, TAA52, TAA15 and CAGG9) of the
used 26 SSR primers produced polymorphic fragments. Genetic relationship and
distance were determined by using UPGMA (unweighted-pair group method with
arithmetic average) and PCA (principal component analysis) analysis. The Dice’s
similarity coefficient among Poncirus and their hybrids accessions ranged from 0.63
to 1.00 and matrix correlation was 0.84. While Poncirus Krides SRA 339 - M and
Poncirus SEAB B 6C - BB1 (SRA) in a group; Poncirus Town (SRA) and Poncirus
Jacobsen B 6C - Z19 (SRA) in a different group; Poncirus Dwarf (SRA) and Poncirus
Yamaguchi B 6C - 228 (SRA) in a different group with 100% genetic similarity were
determined. On the contrary, Glenn citrangedin (CRC 3573) 63% genetic similarity is
the farthest among 60 Poncirus.

Keywords: Poncirus trifoliata L.; SSR; Genetic resource; Molecular marker

1.GIRIS

Dinyada ve Tirkiye'de blyilk ©neme sahip turuncgiller genellikle
tohum, celik ve difer vegetatif yontemlerle kolaylikla codaltilabilirse de,
Ozellikle basta hastaliklar olmak Uzere, cesitli toprak ve iklim kosullarina
uyabilmeleri icin anac kullaniimasi zorunlulugu ortaya cikmaktadir (Tuzcu vd.
1976). Ayrica, turuncgillerde gekirdeksiz gesitlerin tohumla godaltiimalarinin
olanaksiziigi, cesit muhafazasinda mutasyon egilimleri, monoembriyonik
gesitlerin gok heterojen bir genetik yapiya sahip olmalari sonucu agilimlarin
meydana gelmesi, ana¢ kullanimini gerektiren diger etmenlerdir (Tuzcu vd.
2001). 1920 yillardaki Tristeza (Goglren) salgini ve Florida’da meydana
gelen don olaylari sonunda diinyada turuncgil anaglan Uzerine ciddi
calismalar vyapilmaya baslanmis ve degisik Ozellikte anaclar ortaya
cikarilmistir. Hastallk ve cevre sartlarina uyum yaninda adaci erken meyveye
yatirmak, aga¢ 6mrind uzatmak, verimi artirmak, sik dikim, meyve kalitesini
ylikseltmek gibi amaglarla anag kullanilmaktadir (Uzun, 2002).

Ucyaprakli portakal (trifoliate orange)  (Poncirus trifoliate Raf.),
diinyada en 6nemli turunggil anaglarindandir. Phytophthora, Citrus Tristeza
Virlsi, turunggil kdk ur nematoduna oldukca dayanikl, disik sicakliklara
oldukga toleranshidir (Jiang vd. 2006). Ulkemizde, Kuzeydogu Ege ve Dogu
Karadeniz bélgelerinde ¢ yaprakli kullanilan tek ana¢ durumundadir. Ayrica
Gecit Ege boélgesi yani Blylk Menderes vadisinde turung ve (i¢ yaprakl
kanisik olarak kullanilmaktadir (Tuzcu vd. 2001).

Turuncgillerde, tlirler hatta cinsler arasi melezlenmeler, poliembriyo,
apomiksis orani oldukca yuksektir. Ayrica, morfolojik ve bazi kimyasal



ozellikler cevre kosullarina ve adacin gelisim donemine goére degisiklik
gosterebilmekte ve genotipler arasinda karakterler bakimindan varyasyon
disiik olabilmektedir. Bu nedenle, genetik materyallerinin toplanmasi,
toplanan materyallerin morfolojik, pomolojik, fenolojik, biyokimyasal
Ozelliklerinin bilinmesinin yaninda genetik 6zelliklerinin de bilinmesi ¢ok
onemlidir (Bretd vd. 2001, Corazza-Nunes vd. 2002, Barkley vd. 2006).

SSR (simple sequence repeats), 1-10 (genellikle 3-6) baz cifti
arasinda, kisa diziler halinde genomda rastgele dadiimis tekrar dizileridir.
SSR markirlar, genomda bol olmasi, yiiksek polimorfizm gdstermesi, Mendel
kalttmina uygunlugu, kodominantlhk ve farkl laboratuvarlarda tekrar
uretilebilir olmasindan dolayi, yakin akraba gruplan igerisinde filogenetik
siniflandirmayr  yapmak,  parmakizi  olusturmak, gen  kaynaklan
koleksiyonlarinda genetik farkliliklari belirlemek amaciyla turunggillerde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Barkley vd. 2006, Jiang vd. 2006, Novelli vd.
2006, Tan vd. 2007).

Fang vd. (1997) 48 (¢ yaprak (Poncirus trifoliata (L.) gesitlerini ayirt
etmek amaciyla izoenzimler, RFLP ve ISSR markirlari kullanmistir. Barkley vd.
(2006) turunggil gen kaynaklarinda bulunan 370 adet turunggil igerisinde 10
adet (ic vyaprakllyi da dederlendirmisler ve SSR markirlari kullanarak
popiilasyon yapisini ve genetik farklihgi tespit etmislerdir.

Calismamizda, seleksiyon, introduksiyon ve melezlemelerle elde
edilmis 60 adet lic yaprak tip/cesidinin genetik farkliligi ve birbiriyle olan
genetik yakinligi SSR (simple sequence repeat) molekiler markir teknigi
kullanilarak incelenmistir.

2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Bitki Materyali

Calismamizda kullandigimiz g yaprakl ve (g vyaprakl melezleri
grubuna ait 59 cesit/tiplerin DNA 6rnekleri, TUBITAK tarafindan desteklenen
106G049 nolu proje kapsaminda Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitlisi'nden temin edilmistir. Bu turuncgillerin isimleri, turunggil grubunun
adi ve bulgular ve tartismada yer alan dendrogram (Sekil 1) ve PCA
analizindeki (Sekil 2) numarasi Cizelge 1'de verilmistir.



Cizelge 1. Uc yaprakh ve iic yaprakli melezi grubu turuncgillerin isim listesi

Numarasi Turuncgilin Adi Numarasi Turuncgilin Adi
60 Rubidoux U. Y. (Riverside) 31 Montauban sitranji B 6C -
BB 11 (SRA)
5 Yerli U. Y. (Rize) 3 Yuma sitranji B 6C - BB 19
(SRA)
3 Benecke U. Y. (6566 R) 33 Sitranj (Koethen Orange x
Rubidoux U. Y.) (ABD)
4 Rubidoux U. Y. (3376 R) 34 Tuzcu M-2 sitranji
5 Poncirus Town (SRA) 35 8 C 15.7 sitraniji
6 Poncirus Luisi B 6C - CC 6 (SRA) 36 11 C 80.8 sitraniji
7 Poncirus Dwarf (SRA) 37 8 C 15.5 sitranji
8 Poncirus Rich (SRA) 38 8 C 15.16 sitranji
9 Poncirus Pomeroy B6 C - Z19 (SRA) 39 8 C 14.7 sitraniji
10 Poncirus Krides SRA 339 40 8 C 13.7 sitranji
11 Poncirus Jacobsen B 6C - Z19 (SRA) 41 11 C 80.7 sitraniji
12 4 Uvalde sitranj (Newcomb)
Poncirus English B 6C - Z9 (SRA) 17 a 58212
13 Poncirus Christian B 6C - Z17 (SRA) 43 Sitranj Coleman (SRA)
14 Poncirus SEAB B 6C - BB1 (SRA) 44 C - 32 sitraniji
15 Poncirus Davis (SRA) 45 C - 35 sitranji
16 Poncirus Ferme Blanche B 6C - BB3 (SRA) 46 Carrizo sitranji (3751 T)
17 Poncirus Flying Dragon (ABD) 47 Troyer 8 A 34.5 sitranji
18 Poncirus Rubidoux (PIn 428 - Lake Alfred) 48 Citremon 1449
19 _ 49 Citremon 1449 B2 - H1 -
Poncirus Jacobsen (PIn 427 - Arec) SRA
20 . . 50 Citremon 1449
Poncirus Yamaguchi B 6C - Z28 (SRA) (Newcomb) CRC
21 Yerli U. Y. (Rize) 51 1449 SHRS Citremon
2 52 Swingle sitrumelo
Poncirus Menager Carcan B 6C - Z1 (SRA) (California)
23 Flying Dragon (Guadeloupe) 53 Sitrumelo 4475
24 Morton sitranji (3510 R) 54 Sitrumelo 1452 (3505 R)
25 Troyer sitranji (3360 R) 55 Sacaton sitrumelo W. N.
2% 56 Swingle sitrumelo 4475
Savagee sitranji (3512 R) (Florida - ABD)
27 _ _ 57 Sacaton sitrumelo
Rusk sitranji B 6C - BB 24 (SRA) (Newcomb) 26 a 5831
28 58 Glenn citrangedin (CRC
Cunningham sitranji B 6C -BB 19 (SRA) 3573)
29 o . 59 Winter Heaven SRA
Etonia sitranji (B 1b - SRA) Citrumelo
30 Kindia sitranji B 6C - BB 28 (SRA)




2.2. Simple Sequence Repeats (SSRs) Primerleri

SSR primerleri,

Roose ve ekibi tarafindan belirlenmis olan ve liste

halinde sunulan internet sitesinden tespit edilmistir (Roose, 2009). Cizelge 2
halinde verilen listede goriilen 26 primer ile calisiimig, cok iyi amplifikasyon
olusturmayan primerler elemine edilerek, iyi calisan 20 primerle calismaya
devam edilmistir. Calismamizda kullandigimiz primerler, TAA1, CAC19,
TAA45, TAA3, CT21, CAC33, TAA27, CAC39, AC01, TAA33, CAC23, CCTO01,
CT19, CAGO1, CATO1, ATCO9, CAC15, TAA52, TAA1S ve CAGGY9'dur.

Cizelge 2. Kullanilan primerlerin baz dizilimleri

No | Lokus F-Primer R-Primer Tekrar
Motif

1 TAA1 GACAACATCAACAACAGCAAGAGC AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC TAA
2 TAA45 | GCACCTTTTATACCTGACTCGG TTCAGCATTTGAGTTGGTTACG TAA
3 TAA52 | GATCTTGACTGAACTTAAAG ATGTATTGTGTTGATAACG TAA
4 CAC19 | ACAACCTTCAACAAAACCTAGG AAGACTTGGTGCGACAGG CAC
5 TAA15 | GAAAGGGTTACTTGACCAGGC CTTCCCAGCTGCACAAGC TAA
6 TAA27 | GGATGAAAAATGCTCAAAATG TAGTACCCACAGGGAAGAGAGC TAA
7 TAA41 | AGGTCTACATTGGCATTGTC ACATGCAGTGCTATAATGAATG TAA
8 CAC23 | ATCACAATTACTAGCAGCGCC TTGCCATTGTAGCATGTTGG CAC
9 CAGGY | AATGCTGAAGATAATCCGCG TGCCTTGCTCTCCACTCC AGG
10 | TAA3 AGAGAAGAAACATTTGCGGAGC GAGATGGGACTTGGTTCATCACG | TAA
1 CAC15 | TAAATCTCCACTCTGCAAAAGC GATAGGAAGCGTCGTAGACCC CAC
12 | CAC33 | GGTGATGCTGCTACTGATGC CAATTGTGAATTTGTGATTCCG CAC
13 | CAC39 | AGAAGCCATCTCTCTGCTGC AATTCAGTCCCATTCCATTCC CAC
14 | TAA33 | GGTACTGATAGTACTGCGGCG GCTAATCGCTACGTCTTCGC TAA
15 | CCTO1 | TCAACACCTCGAACAGAAGG CCCACATGCTAGCACAAAGA CcT
16 | GTO03 GCCTTCTTGATTTACCGGAC TGCTCCGAACTTCATCATTG GT

17 | CT02 ACGGTGCGTTTTGAGGTAAG TGACTGTTGGATTTGGGATG CT

18 | ACO1 TTTGACATCAACATAAAACAAGAAA | TTTTAAAATCCCTGACCAGA AC

19 | CAGO1 | AACACTCGCACCAAATCCTC TAAATGGCAACCCCAGCTTTG CAG
20 | CATO1 | GCTTTCGATCCCTCCACATA GATCCCTACAATCCTTGGTCC CAT
21 | ATCO9 | TTCCTTATGTAATTGCTCTTTG TGTGAGTGTTTGTGCGTGTG ATC
22 | AG14 AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC AG

23 | CTTO1 | TCAGACATTGAGTTGCTCG TAACCACTTAGGCTTCGGCA crr
24 | CT21 CGAACTCATTAAAAGCCGAAAC CAACAACCACCACTCTCACG CT

25 | TC26 CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC GAGGGAAAGCCCTAATCTCA TC

26 | CT19 CGCCAAGCTTACCACTCACTAC GCCACGATTTGTAGGGGATAG CcT




2.3. PCR reaksiyon ve amplifikasyon kosullari

Butiin PCR reaksiyonlari 10 pl hacimde gergeklestirilmistir. PCR
reaksiyon kosullari, Barkley vd. (2006)'nin yapmis olduklari calismadan bir
takim modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Kullandi§imiz reaksiyon kosulu
asadida verilmistir. PCR bilesenleri olarak toplam hacim 10 pl olacak sekilde
asadidaki bilesenlerden meydana gelecektir.

Reaksiyon kosulu 1.0 pl DNA (20 ng DNA), 1.0 pl dNTP (0.1 mM
dNTPs), 1.0 pl MgCl, (2.5 mM MgCl,), 0.2 pl 7ag (0.6 U Taq DNA

polymerase), 1.0 ul her bir primer (0.3 uM her bir primer), 1.0 pl (1X) PCR
buffer ve 4.8 pl ddHZO seklinde olmustur.

PCR programlari da Barkley vd. (2006)nin yapmis olduklan
calismadan bir takim modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Primerlerin
calisma durumlarina goére 3 farkh PCR protokoll olusturulmustur. I. PCR
protokolii, 94 °C'de 3 dk, ardindan 35 déngii olacak sekilde, 94°C'de 30 sn,
50°C'de 30 sn, 72°C'de 1dk ve son olarak 72°C'de 10 dk seklindedir.

Bu protokolde TAA1l, CAC19, TAA45, TAA3, CT21, CAC33, TAA27,
CAC39, AC01, TAA33, CAC23, CCT01, CT19, CAGO1, CATO1 ve ATCO9
primerleri calismistir. II. PCR protokoliinde yapisma (anneling) 40°C'dir ve
TAA52, TAA15 ve CAGGY9 primerleri galismistir. III. PCR protokoliinde
yapisma (anneling) 55°Cdir ve CAC15 primeri calismistir.

PCR drinleri % 2.5'luk yuksek ¢ozinirlikteki agaroz jelde yuritilmis
ve 100 bp DNA markirt kullanilmigtir.  Jel ethidium bromide ile boyanarak
Kodak GelLogic 200 sistemi ile goriintilenmistir.

2.4. Verilerin analizi

Jel gorintileme sistemi kullanilarak elde edilen goérintiler, bant
varligi durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek skor edildi.

Her bir genotip icin olusturulan SSR verileri NTSYS (Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.1 Exeter
Software, Setauket, N.Y., USA, Rohlf, 1993) bilgisayar paket programinda
analiz edilmistir.  Genotipler arasindaki benzerlikler elde edilecek
dendrogramlara goére belirlenmistir. Benzerlik indeksleri Dice (1945)'e goére
hesaplanmistir. Ayrica iki boyutlu grafik Uzerinde genotipler arasindaki
mesafeleri gosteren Temel Bilesenler Analizi (Principle Component
Analysis=PCA) ayni program kullanilarak yapilmistir.



3. BULGULAR ve TARTISMA

20 SSR primerinin 14 tanesinden (TAA1, CAC19, TAA45, CT21, CAC33,
CAC39, TAA33, CCT01, CAGO1, CATO1, ATC09, TAA52, TAA15 ve CAGG9)
polimorfizm saglanirken 6 tanesinde (TAA3, TAA27, AC01, CAC23, CT19 ve
CAC15) monomorfik bant elde edilmistir.

59 bireyin yer aldigi ¢ yaprakli ve {ic yaprakli melezlerinin isimleri
Cizelge 1'de verilmistir. Ayni zamanda bu isimler numaralandirilarak
dendrogramda (Sekil 1) ve 2 boyutlu diizlemde (Sekil 2) kullanilmistir.
Dendrogramdan da gorildigi gibi, cesitler arasinda benzerlik orani 1.00 ile
0.63 arasinda dedisim gostermistir. Benzerlik orani en yiiksek Poncirus
Krides SRA 339 ile Poncirus SEAB B 6C - BB1 (SRA) arasinda; Poncirus Town
(SRA) ile Poncirus Jacobsen B 6C - Z19 (SRA); Poncirus Dwarf (SRA) ile
Poncirus Yamaguchi B 6C - Z28 (SRA) arasinda ve 1.00 (% 100) oraninda
oldugu tespit edilmistir.



Rubidoux U. Y. (Riverside)
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Glenn citrangedin

0



Sekil 1. Ug yaprakli gruplari icerisinde yer alan 59 turuncgilin birbirleriyle olan %
benzerlik oranini gésteren dendrogram (UPGMA)
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Sekil 2. Ug Yaprakh Gruplan Igerisinde Yer Alan 59 Turunggilin Principle Component
Analizi (PCA) Sonucu Gostermis Oldugu Desen
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Sekil 3. TAA52 primerinin (ic yaprakli gruplari igerisinde gostermis oldugu band
deseni

Glenn citrangedin (CRC 3573) ise 59 birey icerisinden en uzak bireyi
olugturmaktadir. Cesitlerin birbiriyle olan yakinlik ve uzaklik durumlarina gére
diizlem (zerinde dagilimlarina baktigimizda da bu durum cok net bir sekilde
gorulmektedir.



Poncirusfarda, Gitruslarda gorilen tek yapraklilik 6zelliginin tersine {ic
yapraklilik o6zelligi mevcuttur (Soost ve Cameron, 1975). Melezlemelerde
zigotik bireyler, nuseller bireylerden daha kolay ayirt edilmesini saglar.
Yiiksek polimorfizm elde edilmesinden dolayi, haritalama calismalarinda
oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Weber vd. 2003, Sahin Cevik ve
Moore, 2007, Chen vd. 2008).

Bununla birlikte, Poncirustn kendi icerisinde varyasyonu oldukca
disuktir. Dolayisiyla genetik yapiy belirlemek daha zor olmaktadir. Dlsuk
varyasyon gosterdigi, Fang vd. (1997) 48 (icyaprakl cesidini ele alarak
izoenzim, RFLP ve ISSR markir tekniklerini kullanarak yaptiklar calismada da
tespit edilmistir. Barkey vd. (2006) yapmis olduklari calismada, 370 adet
farkll turunggil gruplarina ait bireyleri SSR molekiiler markir yardimiyla,
poplilasyon vyapisini ve genetik farklilgi tespit etmislerdir. Calismada
Ucyapraklilanin (Poncirus) dider turuncggil gruplarina (Gitrus) gore farkl bir
grupta yer aldigini tespit etmislerdir. Ayrica, Ugyapraklilarin kendi icerisinde
distik varyasyon gosterdiklerini belirlemiglerdir. Fakat SSR markirlar oldukca
fazla bilgi vericidir ve kodominanttir. Dolayisiyla, genetik koleksiyonda
genetik farkliigi belirlemede, parmakizi olusturmada, akrabalari arasinda
filogenetik iligkiyi belirlemede oldukga uygun markir sistemidir.

SSR markirlarin bu avantaji calismamizda da gordlmustir. Yapmis
oldugumuz calismada (gyapraklilarin yanisira melezleri de ele alinmistir.
Ucyapraklilar ile melezleri arasinda farkli grup olusmustur. Ayrica, licyaprakli
melezlerinden sitremonlar, sitrumelo ve sitranjlara gore lgyapraklilara daha
uzak olarak bulunmustur.

4. SONUCLAR

Bu calismada, molekiler markir sistemlerinden SSR’lar kullanilarak,
Aurantioideae altfamilyasina ait 59 adet poncirus ve akrabalarinin genetik
farklihdi ve birbiriyle olan genetik yakinligi basarili bir sekilde belirlenmistir.
Kodominant markir olan SSR'lar, ({gyapraklilarin  tanimlanmasinda
kullanilabilecedi bu calismayla da gorilmistr.

Tesekkiir
Calisma, 106G049 nolu proje kapsaminda TUBITAK tarafindan

desteklenmistir. Ayrica, genetik analizler Dr. Miinevver GOCMEN tarafindan
yapiimistir. Katkilarindan dolayi tesekkir ederiz.
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