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OZET

Citrus cinsine ait farkli tiirler ile poncirus cinsi arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemek ve bu cins ve
tirlere ait molekiiler markorler olusturmak amaci ile yapilan bu ¢alismada RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) molekiiler teknigi kullanilmistir. Calismada, ‘Pixie’ mandarini (Citrus reticulata
Blanco), ‘Navelina’ portakalt (Citrus sinensis Osb.), ‘Star Ruby’ altintopu (Citrus paradisi Maef) ile
Flying Dragon (Poncirus trifoliata (L.) Raf) materyal olarak kullanmilmistir. Yirmi farkli tesadiifi
niikleotid diziliminden olugan 10 mer’lik (bazlik) RAPD primerlerinin (Operon F) kullanildig: ¢alismada,
primerlerin 4 tanesinde (OF-17, OF-18, OF-19 ve OF-20) hi¢c DNA amplifikasyonu ger¢eklesmemis,
diger 16 primerde ise monomorfik ve polimorfik bant sayist sirasiyla 40 ve 125 olarak bulunmustur.
Ozellikle anag olarak kullamilan Flying Dragon farkli olarak olusturdugu ¢ok sayidaki polimorfik DNA
bantlari ile diger turunggil tiirlerinden kolaylikla ayrilmistir. Arastirma bulgulari, elde edilen polimorfik
DNA bantlarinin tekrarlanabilir oldugunu, Cifrus cinsine ait tiirlerde ve Ponsirus cinsinde RAPD
tekniginin kolaylikla uygulanabilecegini gostermistir. Benzerlik orani indeksine gore birbirine en uzak
(%21) ‘Pixie’ mandarin gesidi ile Flying Dragon bulunurken, en yakin (%56) ‘Pixie’ mandarin ¢esidi ile
‘Navelina’ portakal ¢esidi bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Turunggil, RAPD, Molekiiler Markorler

DETERMINATION OF RAPDS MOLECULAR MARKERS FOR
CITRUS SPECIES

ABSTRACT

In this study, RAPD molecular technique was used in order to determine genetic similarity and obtain
molecular markers for some citrus species (mandarin, orange, grapefruit and Flying Dragon (a kind of
Poncirus spp.). For this aim, 20 RAPD primers (OP-F), each of which consisted of 10 nucleotid bases,
were used. While a total of 125 polymorphic DNA bands were obtained by 16 primers, 40 monomorphic
bands were found by 16 primers and no DNA synthesis was materialized by 4 of that. Each of four
species was established as different at the DNA level. The rate of the less genetic similarity was found as
21% between Flying Dragon and ‘Pixie’ species while the rate of the most genetic similarity was
determined as 56% between ‘Pixie’ (mandarin) and ‘Navelina’ (orange).
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1.GIRiS

Cok genis bir familyaya sahip olan
turunggiller, tir ve c¢esit bazinda
birbirleri ile genetik olarak c¢ok yakin
akrabalik iligkilerine sahiptirler. Bazi
onemli meyve Ozellikleri mutasyonlar
ile kolaylikla degisebilmektedir. Birgok
degisik faktorler ile kolaylikla c¢esit
farkliligi  olusabilen  turuncgillerde,
morfolojik 6zellikler kullanilarak bir¢ok
turunggil tiir ve ¢esidini ayirmak zor ve
zaman almaktadir. Ciinkii turuncggiller,
dikimden 2-3 yil sonra meyve vermeye

baslamaktadir. Turunggillerde tir ve
cesitlerin kisa siirede tanimlanmasi,
turunggil 1slahgisina, {ireticisine ve
yetistiricisine merak ettigi konularda
bilgi vermesi yoniinden olduk¢a Onem
arz etmektedir. PCR (Polymerase Chain
Reaction) tekniginin kullanilmasi ile
kiigiik miktardaki yaprak ya da doku
ornegi ile DNA diizeyinde analiz
yapilarak istenilen bilgiler kolaylikla
elde edilebilmektedir. Ayrica turunggil
1islahgisinin, patent haklart da DNA
analizleri ile korunmus olacaktir.



Turunggil tiir ve c¢esitlerini DNA
diizeyinde belirlemek i¢in bir ¢ok
molekiiler yontem kullanilmagtir
(Roose, 1988; Deng ve ark., 1995; Kijas
ve ark., 1995; Luro ve ark., 1995;
Gocmen ve ark., 1999). Tiir ve gesit
ayrimlarinda, onceleri izoenzim
analizleri kullanilmig, fakat bu yontem
mutasyon ile olusan farkliliklar
belirlemede yetersiz kalmistir (Roose,
1988; Herrero ve ark., 1996). RFLP,
turuncggillerde tiir ve gesit ayriminda
genom haritalamalarinda uzun yillar
oldukg¢a etkili bir yontem olarak
uygulanmistir (Roose, 1988). Ancak
RFLP’de DNA’larin enzim ile kesilme
gerekliligi, radyoaktif esasli olmasi,
uygulamadaki zorlugu ve pahaliligi
alternatif bir metot olan PCR esash
RAPD molekiiler tekniginin
gelistirilmesine neden olmustur
(Williams ve ark., 1990). RAPD
turunggillerde tiir ve ¢esit ayrimlarinda
RFLP’ye gore daha kisa siirede etkili
sonuclar verebilmektedir (Rajapakse ve
ark., 1995).

Bu caligmada, Citrus cinsine ait 3
farkli tiir ile Poncirus cinsine ait 1 tlirde
RAPD markorler olusturulmus  ve
turunggiller i¢in  uygun primerler
belirlenmistir.

2.MATERYAL VE YONTEM
2.1.Bitkisel materyal

Yaprak ornekleri, Antalya Narenciye
ve Seracilik  Arastirma  Enstitiisii
koleksiyon parselinde bulunan ‘Pixie’,
‘Navelina’, ‘Star Ruby’ cesitlerinden
taze yaprak ornekleri alinmistir. Flying
Dragon anacina ait DNA ise Wye
College Molekiiler Biyoloji
laboratuvarindan alinmistir

2.2.DNA izolasyonu

0.5-1.0 g’k taze yaprak Ornekleri
sivi azotta ezilmis ve izolasyon,
Ainsworth  ve  ark. (1996)’ nin
yontemine gére yapilmustir. Izole edilen
DNA’lara 150 pl TE buffer (10 mM
Tris HCl, pH 7.4; 1 mM EDTA, pH
8.0) eklenmis ve kullanma asamasina
kadar +4 °C’de bekletilmistir. DNA
konsantrasyonu %0.8’lik agaroz jelde
ayristirilmistir.

2.3.DNA sentezlenmesi

PCR ile DNA sentezlenmesi
Williams ve ark. (1990)’a gére modifiye
edilerek yapilmistir. PCR isleminde
tesadiifi niikleotid diziliminden olusan
10 mer’lik 20 primer kullanilmistir (OP-
F). DNA sentezleme reaksiyon hacmi
30 ul (25 ng DNA, 10.5 ng primer, 0.2
mM dNTP, 3 mM MgCl,, 0.2 mM PCR
buffer ve 1 unite taq polymerase enzimi
(promega))’ye ayarlanmustir. Ug
asamada DNA sentezlenmesi
gerceklesmistir. Birinci asamada, 96°C
‘de 6 dak., ikinci asamada, 95°C’de 30
sn., 35°C’de 30 sn. ve 72°C’de 60 sn. 45
dongii, tglincii asamada, 72 °C’de 10
dak.’dir. PCR firilinleri, %]1.5 agaroz
jelde ayristirilmistir ve ethidium bromid
ile boyanarak UV 1sik kaynaginda
resimlenmistir.

2.4.DNA bantlarinin degerlendirilmesi

Turunggil tiirlerini temsilen alinan 3
turuncgil ¢esidi ile Flying Dragon
anacinda, farkli RAPD primerlerinde
ortaya ¢ikan DNA bantlar1 birbirleri ile
kargilagtirilmis mono ve polimorfik
DNA bantlar1 belirlenmistir. Cesitlerin
olusturdugu bant desenleri birbirleri ile
karsilastirilarak benzerlik indeksi yiizde
olarak  c¢ikartilmis ve  UPGMA
(Unweighted pair-group method of the
arithmetic  average) metodu esas
almarak dendogram olusturulmustur.
RAPDs i¢in PCR c¢alismasi 3 kez



tekrarlanarak bantlarin
tekrarlanabilirligi kontrol edilmistir.

3.BULGULAR VE TARTISMA

Ucg farkli turuncgil tiiriine ait ¢esitler
ile bodur anag¢ 6zelligi gosteren Flying
Dragon, tesadiifi niikleotid diziliminden
olusan 10 mer’lik RAPD primerleri ile
genom taramast  yapilmistir.  Dort
primerde (OF-17, OF-18, OF-19 ve OF-
20) DNA amplifikasyonu
gergeklesmemis, diger 16 primerde ise
toplam 165 DNA bandi elde edilmis,
monomorfik ve polimorfik bant sayisi
sirastyla, 40 ve 125 adet olarak
belirlenmistir (Cizelge 1, Sekil 1).
Polimorfik bant sayisinin, monomorfik
bant sayisina gore 1/3 oraninda fazla
olmas1 bu {i¢ turunggil tiirii ile Flying

Dragonun genetiksel olarak
birbirlerinden uzak oldugunu
gostermektedir

Tiirler arast genetik benzerlik orani
%21.13-56.00 arasinda degisim
gostermistir. Ozellikle ‘Pixie’ mandarin
cesidi ile Flying Dragon arasinda
benzerlik orani en uzak bulunmustur
(%21) (Cizelge 2). Molekiiler belirtegler
kullanilarak analiz edilen
organizmalarda tiir i¢i genetik benzerlik
orani %80-100, tiirler arasi benzerlik
orant da %0-30 arasinda bildirilmigtir
(Perring ve ark., 1993). Bu calismada,
lic tiir arasinda genetik benzerlik orani
%39-56 arasinda, Flying Dragon ile {i¢
tir arasinda ise daha diigik degerlerde
(%21-40) bulunmustur.

Cizelge 1. Farkli RAPD primerlerinin 4
turunggil tlirlinde olusturdugu mono ve
polimorfik DNA bant sayilar1
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Cizelge 2. Turunggil tiirlerinin
olusturdugu genetik benzerlik indeksi
(%)

Pixie -

Navelina | 56,00

S.Ruby |39,66 (43,40

F.Dragon | 21,13 40,00 33,28 |-

Primer Monomorfik | Polimorfik
OF-1 3 6
OF-2 3 9
OF-3 3 7
OF-4 1 8
OF-5 1 9

Arastirmada  kullanilan 3 farkhi
turunggil tiiriine ait cesitler ile Flying
Dragon anacinin olusturdugu
dendogram Sekil 2 gosterilmistir. Bu
sekil incelendiginde, tiirler arasinda
%32-56’11ik bir genetiksel iliskinin var
oldugu goriilmektedir. ‘Pixie’ mandarin
cesidi ile ‘Navelina’ portakal c¢esidi
arasinda yaklasik %56’lik bir genetiksel
iliski bulunurken, bir mutant ¢esit olan
‘Star Ruby’ altintopu ile mandarin ve
portakallar arasinda yaklasik %33’liik
bir genetiksel iligkinin var oldugu
belirlenmistir. Flying Dragon diger tiim
tiirlerle %32’lik gibi bir genetiksel iligki
gostermistir.

Farkli primerlerden elde edilen DNA
bant uzunluklar1 300-2600 bp arasinda
degismistir (Sekil 1).

Ulke ekonomisi i¢in biiyiik énem arz
eden meyve yetistiriciliginde
turunggillerin tiir ve gesit tespiti, 1slah
calismast asamasindan baglayip lretici
bazina kadar gereksinim duyulan bir
durumdur.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda da {i¢
farkli turuncgil tiirlerine ait ve bodur

Pixie | Navelina | S.Ruby | F.Dragon




anac Ozelligi gosteren Flying Dragona turunggiller i¢in uygun RAPD
uygun RAPD molekiiler belirtecler primerler tespit edilmistir.
(markdrler) belirlenmis ve

M1234123 41234123 4KM

Sekil 1. Farkli RAPD primerlerinde elde
edilen DNA bantlari(1; ‘Pixie’, 2; ‘Navelina’,
3; ‘Star Ruby’,4;Flying Dragon, K:Kontrol,
M:Markoér 1kb, F1:0P-F1, F2: OP-F2, F4: OP-F4,
F6: OP-F6 Primerleri)

2 3‘6 &.0 bh 48 52 56
' ' ' ' ' ' r_ Pixie
L. Navelina
Star Ruby
. Flying D.
32 3;5 4'0 l:& l':r 8 5'2 5'6

Sekil 2. Turunggil tiirlerinde olusturulan dendogram (Cluster analizine gore)
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