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Molekiiler belirteg

Caligmada Aurantioideae alt familyasina ait 80 adet, Toddalioideae alt familyasina ait 1 adet
Citrus ve akrabalarmin genetik farkliligi ve birbiriyle olan genetik yakinligi SSR (simple
sequence repeat) molekiiler belirteg teknigi kullanilarak incelenmistir. Kullanmis oldugumuz
26 SSR primerinin 18’i polimorfizm saglamistir. UPGMA (unweighted-pair group method
aritmetic average) dendrogram ve temel koordinat analizi (principal coordinate analysis, PCO)
sonucu bireylerin birbirleriyle olan genotipik farkliliklar1 belirlenmistir. Dice’in benzerlik
katsayisina gore genetik benzerlik 0.33-0.90 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek genetik
benzerlik 0.90 ile Citrus montana (Wester) ve Citrus wintersii Mabb. arasinda bulunmustur.
Toddalioideae alt familyasinda yer alan Casimiroa tetrameria (Florida) ise 81 adet Citrus ve
akrabalari icerisinde en uzak bireyi olusturmustur. Caliymamizda, SSR markirlar birgok Citrus
ve akrabalarinin ayirt edilmesinde uygun molekiiler belirte¢ olarak bulunmustur.
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In the present study, genetic relationship and diversity of 80 Citrus and their relatives in
Aurantioideae subfamily and 1 accessions in Toddalioideae subfamily were determined by
simple sequence repeat (SSR) markers. From the 26 primer pairs used, 18 SSR primers
generated polymorphic fragments. Genetic relationships and distance were determined by
using UPGMA (unweighted-pair group method arithmetic average) dendrogram and PCO
(principal coordinate analysis) analysis. The Dice similarity coefficient among the accessions
ranged from 0.33 to 0.90. Citrus montana (Wester) and Citrus wintersii Mabb.in a group with
0.90 genetic similarity were determined. In contrary, Casimiroa tetrameria (Florida), in
Toddalioideae subfamily, was found to be the least related sample to the remaining 81 citrus
and their relatives. In our study, SSRs molecular markers were found to be suitable to
distinguish many Citrus and their relatives.

1. Giris

Turunggil ve akrabalar1 arasinda seksiiel uyusumun yiiksek,
tarihinin oldukga eski olmasindan ve genis bir alanda yayilim
gostermesinden dolayr taksonomisi ve filogenetigi oldukca
karmagiktir (Nicolosi ve ark. 2000). Turunggillerde, tiirler hatta
cinsler aras1 melezlenme, poliembriyo, apomiksis orani oldukg¢a
yiiksektir ve genglik kisirligi uzundur. Morfolojik ozellikleri
cevre kosullarina, agacin gelisim donemine gore degisiklik
gosterebilmekte ve genotipler arasindaki varyasyon diisiik
olabilmektedir. Bu nedenle, genetik materyallerinin toplanmasi,
toplanan materyallerin  morfolojik, pomolojik, fenolojik,
biyokimyasal oOzelliklerinin bilinmesinin yanisira  genetik
6zelliklerinin de bilinmesi ¢ok dnemlidir (Gmitter ve ark. 1992;
Nicolosi ve ark. 2000; Bretd ve ark. 2001; Corazza-Nunes ve
ark. 2002; Barkley ve ark. 2006).

Turunggillerde, parmakizi olusturmak, genetik farkliligi,
filogenetik iliskiyi tespit etmek ve 1slah galigmas1 sonucu elde
edilen tetraploid bireyleri belirlemek amaciyla farkli molekiiler
belirtegler  kullanilmaktadir. izoenzimler, Microcitrus
(Microcitrus inodora) x Eremocitrus (Eremocitrus glauca),
Microcitrus ~ (Microcitrus ~ warburgiana) X  Fortunella
(Fortunella margarita), Fortunella (F. margarita) X
Microcitrus (M. warburgiana), ve Citrus (Citrus grandis
cultivar 'Tosa-buntan’) X Poncirus (Poncirus trifoliata)
melezleme kombinasyonlarindan elde edilen bireyleri teyit
etmek amaciyla kullamilmigtir (Rahman ve Nito 1994). Yine,
koleksiyon bahgesinde yer alan 48 adet tigyaprak (Poncirus
trifoliata Raf)) ve 3 adet turunggilin (Rubidoux, Rich 16-6 ve
Flying Dragon) genetik farkliliklarin1 (Fang ve ark. 1997)
limonlarda genetik ¢esitlilik, bazi turunggillerle akrabalik
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derecelerini belirlemek amaciyla kullanilmigtir (Giilsen ve
Roose 2001). Fang ve ark. (1997) ayn1 zamanda ¢alismalarinda
restriction fragment length polymorphism (RFLP) ve inter-
simple sequence repeats (ISSR) markirlarini da kullanmigtir.
Federici ve ark. (1998), koleksiyon bahgesinde Rutaceae
familyas1 i¢inde yer alan Citrus ve akrabalarinin akrabalik
iligkilerini incelemek amaciyla RFLP ve random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markirlarini kullanmustir. Inter-
simple sequence repeats (ISSR) yine genetik farkliliklari
belirlemek amaciyla kullanilan markir sistemlerindendir (Breto
ve ark. 2001; Giilsen ve Roose 2001; Uzun ve ark. 2009b).
RAPD markir sistemi genetik farkliik ve akrabaliklar
belirlemek amaciyla Nicolosi ve ark. (2000), Breto ve ark.
(2001) ve Uzun ve ark. (2009b) tarafindan da kullanilmustir.
Amplified fragment length polymorphism (AFLP) bir diger
onemli markir sistemlerindendir (Breto ve ark. 2001; Campos
ve ark. 2005). Sequence related amplified polymorphism
markers (SRAP) en son kullanilan markir sistemlerindendir.
Uzun ve ark. (2009a), koleksiyon bahgesinde yer alan
Aurantioidea familyasina ait 88 tiir ve akrabalarinin genetik
farkliliklarint ~ ve  akrabaliklarint ~ belirlemek  amaciyla
kullanmigtir. Yine koleksiyon bahgesinde bulunan 45 limon
(Citrus lemon (L.) Burm.f.) 5 citron (Citrus medica L.) 4 kaba
limon (Citrus jambhiri Lush), iki adet Citrus volkameriana
(Uzun ve ark. 2011), 51 adet turun¢ (Citrus aurantium) ve
akrabalar1 (Polat ve ark. 2012) ve 65 mandarinin (Kacar ve ark.
2013) genetik farkliliklarii1 ve akrabaliklarini  belirlemek
amaciyla kullanilmigtir.

SSR belirtegleri, genomda bol olmasi, yitksek polimorfizm
gostermesi, Mendel kalitimina uygunlugu, kodominantlhik ve
farkl1 laboratuvarlarda tekrar iretilebilir olmasindan dolay1,
yakin akraba gruplari igerisinde filogenetik siniflandirmayi
yapmak, parmakizi olusturmak, gen kaynaklari
koleksiyonlarinda genetik farkliliklar1 belirlemek amaciyla
turunggillerde son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaya
baslanmustir (Barkley ve ark. 2006; Jiang ve ark. 2006; Novelli
ve ark. 2006; Tan ve ark. 2007; Amar ve ark. 2011). Ayrica,
islah calismas1 sonucu elde edilen tetraploid hibridlerin
belirlenmesinde (Scarano ve ark. 2006; Ferrante ve ark. 2010),
genetik haritalama ¢aligmalarinda (Chen ve ark. 2008; Gulsen
ve ark. 2010) SSR’lar oldukga yaygin kullanilmaktadir. Uzun ve
ark. (2011), Polat ve ark. (2012) ve Kacar ve ark. (2013)
caligmalarinda SRAP markirlariyla birlikte SSR markirlarini da
kullanmig ve olumlu sonuglar elde etmistir.

Barkley ve ark. (2006), Citrus gen kaynaklar1 kolleksiyon
bahgesinden, c¢ogunlugu scksiiel yolla elde edilmis 370
turuncgilde molekiiler polimorfizm elde etmek, populasyon
yapisini ve genetik iliskiyi belirlemek amaciyla 24 adet SSR
primeri kullanmstir. Caligma sonucu, dogal yolla olusan sadece
birka¢ Citrus cinsinin var oldugu ve diger birgok Citrus’un bu
dogal olusan formlar arasinda farkli melezlenmeler sonucu
olustugu hipotezini desteklemigtir. Amar ve ark. (2011),
turuncgil gen kaynaklarinin bulundugu koleksiyon bahgesinde
yer alan 24 Citrus ve akrabalarinin genetik farkliliklarin
belirlemek amaciyla, SSR, SRAP ve CAPS-SNP olmak iizere
ti¢ markir sistemi kullanmustir. Calisma sonucunda, kiimeleme
analizi icin UPGMA kullanarak dendrogram olusturulmus ve
SSR markirlarindan elde ettigi verilerin genel dendrogramla en
uyumlusu oldugu tespit edilmistir. Aragtirmacilarin, kolleksiyon
bahgelerinde bulunan turuncgil gen kaynaklari igerisindeki
bireylerin genetik farkliliklarini  ve akrabalik iliskilerini
belirlemede SSR kullanmalar1 ve sonug olarak da olumlu ve
giivenilir veriler elde etmeleri, caligmamizda SSR belirteglerinin
kullanilmasint  saglamistir. Calismamizda, Aurantioideae alt

familyasma ait 80, Toddalioideae alt familyasina ait 1 adet
turunggil ve akrabalarinin birbiriyle olan genetik farkliligini
belirlemek amaciyla SSR molekiiler belirtegler kullanilmustir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki Materyalleri

Calismamizda kullandigimiz turunggil ve akrabalarina ait
81 bireyin DNA &rnekleri, TUBITAK tarafindan desteklenen
106G049 nolu proje kapsaminda Alata Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitlisi’'nden temin edilmistir. Bu materyallerin
isimleri, alt familyalar1 ve soylar1 Cizelge 1’de verilmistir.

2.2. SSR Primerleri

SSR primerleri, turunggillerde yaygmn olarak kullanilan,
Roose ve ekibi tarafindan belirlenmis olan ve liste halinde
sunulan internet sitesinden tespit edilmistir (Roose 2009).
Cizelge 2 halinde verilen listede goriilen 26 primer caligilmis,
¢ok iyi amplifikasyon olusturmayan primerler elemine edilerek,
iyi c¢alisan 20 primerle c¢alismaya devam edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz  primerler, TAAl, CACI19,
TAA45, TAA3, CT21, CAC33, TAA27, CAC39, ACO01,
TAA33, CAC23, CCT01, CT19, CAGO1, CATO1, ATCO9,
CAC15, TAAS2, TAA1S ve CAGG9’dur.

2.3. PCR reaksiyon ve amplifikasyon kosullart

PCR reaksiyonlari, Polat (2009)’nin yapmis olduklar
calismaya gore, 20 ng genomik DNA, 0.1 mM dNTPs, 2.5 mM
MgCIZ, 0.2 U Taq DNA polymerase, 25 uM ileri ve geri

primerler, 10 mM Tris-HCl (pH 9.0) PCR buffer ve 4.8 pl
dd HZO iceren 10 pl hacimler halinde olusturulmustur.

Primerlerin ¢aligma durumlarma goére 3 farkli PCR
protokolii olusturulmustur. I. PCR protokolii, 1 déngii 94 'C’de
3 dk, ardindan 35 dongii olacak sekilde, 94'C de 30 sn, 50'C’de
30 sn, 72°C’de 1dk ve son olarak da 1 déngii 72°C’de 10 dk
seklindedir. Bu protokolde TAA1, CAC19, TAA45, TAAS3,
CT21, CAC33, TAA27, CAC39, AC01, TAA33, CAC23,
CCT01, CT19, CAGO01, CATO01 ve ATCO09 primerleri
caligmustir. 1. PCR protokoliinde ise eslesme (annealing) 45
‘Cdir ve bu programda TAA52, TAA15 ve CAGG9 primerleri
caligmustir. III. PCR protokoliinde eslesme 55 ‘C’dir ve bu
programda CAC15 primeri ¢aligmustir. PCR diriinleri, % 2.5
oraninda, 50 baz ciftine kadar ¢ok iyi ayrim saglayabilen yiiksek
¢Ozlinlirlikte  jelde (Agarose SFR, AMBRESCO)
ayristirildiktan sonra 100 bazlik bantlar igeren bir DNA
biyiiklik belirteci (100 bp ladder DNA, NEW ENGLAND
BioLabs) ile kiyaslanarak belirlenmistir. Jel etidium bromide ile
boyanarak, Kodak GelLogic 200 sistemi ile goriintiilenmistir.

2.4. Verilerin analizi

Jel goriintiileme sistemi kullanilarak elde edilen goriintiiler,
bant varligi durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri
verilerek skor edilmistir. Kiimelendirme, sayisal taksonomi ve
multivaryasyon  analizi  yapabilen NTSYS  (Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version
2.1 Exeter Software, Setauket, N.Y., USA) genetik analiz
programi  kullanilarak tartilmamis ¢ift grup aritmetik
ortalamayla (unweighted pair-group method, UPGMA) analiz
edilmigtir (Rohlf 1993). Benzerlik indeksleri Dice (1945)’e gore
hesaplanmustir. Ayrica temel koordinat analizi (PCO) ayni
program  kullanilarak  yapilmigtir. PIC  (Polymorphism
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information content) degerleri Smith ve ark. (1997)’nin
belirttigi gibi, PIC= 1-X fi’ formiiliine gore hesaplannustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Cahismamizda 45, 50 ve 55 °C olmak iizere ii¢ farkh
annealing sicakligi kullanilarak primelerin en uygun g¢alisma
sicakligr tespit edilmistir. Annealing derecesi gerek polimorfizm
olusumunda gerekse spesifik bant eldesinde 6nemlidir. Calisma
sonucunda, 26 SSR primerinin 18 tanesinden polimorfizm
saglanirken, 2 tanesinden (CT19 ve CACI15) monomorfik bant
elde edilmistir. Bununla birlikte, 6 primerden (TAA41, GT03,
CT02, AG14, CTTO1 ve TC26) basarili bir amplifikasyon elde
edilememigstir. Polimorfik, monomorfik bant elde edilen
primerler ve elde edilen bantlarin baz biiyiikliikleri Cizelge 2’de
verilmigtir. Amplifikasyon saglayan 20 SSR primerinden
toplam 57 bant elde edilmis ve bunun 41 tanesi polimorfizm
olusturmustur. Polimorfizm oram1 % 0-100 arasinda degisim

gostermistir. CAC33, TAA27, ACO1, CATO1, ATC09, TAAS2,
TAA15 ve CAGGY polimorfizm orant en yiiksek olan
primerleri olugturmaktadir.

Primerlerin PIC degerleri ise 0.00 ile 0.99 arasinda degisim
gostermistir (Cizelge 2). Monomorfik primerlerin (CT19 ve
CAC15) PIC degerleri 0.00’dir. Bununla birlikte, polimorfizm
saglayan primerlerin PIC degerleri 0.26 (TAA27) ile 0.99
(TAA3, CAGO1 ve CT21) arasinda degisim gostermistir. PIC
degerleri, genellikle molekiiler ¢alismalarda markir lokusunun
polimorfizmini 6lgmek amaciyla kullanilir (Smith ve ark. 1997).
PIC degeri 0 ile 1 arasinda degisim gosterir. PIC degeri 0.7 ve
tizerinde olursa markir oldukga yiiksek bilgilendirici 6zelliktedir
(Hildebrand ve ark. 1992). Calismamizda kullandigimiz
TAA45, TAA52, TAA15, CAC23, CAGGY, TAA3, CAC33,
CAC39, TAA33, CCTO01, CAGO1 ve CT21 primerleri oldukca
yiiksek bilgilendiricidir. CAC39 primerine ait bant deseni Sekil
1’de verilmistir.

Cizelge 1. Denemede kullanilan akraba grubu turunggillerin isim listesi, alt familyas1 ve soyu.

Table 1. The name, subfamily and tribe of the 81 accessions of Citrus and related genera.

Turuncgilin Ad1 Alt familya Soy
Citrus moi - SRA Aurantioideae Citreae
Citrus celebica -CRC Aurantioideae Citreae
Citrus assamensis (Adajamir) - CRC Aurantioideae Citreae
Citrus tachibana — CRC Aurantioideae Citreae
Citrus webberii SRA(Kalpi papeda) Aurantioideae Citreae
Citrus pectinifera (B6 X 29)SRA Aurantioideae Citreae
Citrus maderaspatana (Kalif.) Aurantioideae Citreae
Citrus megalaxycarpa cv. Hukma Tenga- CRC Aurantioideae Citreae
Citropsis articulata M- 17738 (Florida) Aurantioideae Citreae
Citropsis gabunensis (CRC) Aurantioideae Citreae
Casimiroa tetrameria (Florida) Toddalioideae  Toddalieae
Severina buxifolia- SRA Aurantioideae Citreae
Citrus pennivesiculata (Gajanimma) CRC Aurantioideae Citreae
Milam F/ 14.7 Aurantioideae Citreae
Citrus sunki SRA Aurantioideae Citreae
Citrus khatta SRA Aurantioideae Citreae
Citrus natsudaidai (A.37) Aurantioideae Citreae
Citrus borneo B6 FF 20-SRA Aurantioideae Citreae
Citrus keraji - Antalya Aurantioideae Citreae
Citrus depressa - Antalya Aurantioideae Citreae
Citrus yatsushira - Antalya Aurantioideae Citreae
Citrus ampullacea - Antalya Aurantioideae Citreae
Citrus obovoidea - Antalya Aurantioideae Citreae
Citrus sulcata - Antalya Aurantioideae Citreae
Citrus intermedia Aurantioideae Citreae
Citrus latipes J.W.C CRC Aurantioideae Citreae
Ichangensis lemon (C. grandis x C. ichangensis)  Aurantioideae Citreae
Severinia buxifolia CRC Aurantioideae Citreae
Citrus ichangensis (California) Aurantioideae Citreae
Ichangensis limonu B6 - SRA Aurantioideae Citreae
Citrus amblycarpa (Newcomb) Aurantioideae Citreae
Siamelo (SRA) Aurantioideae Citreae
Poire du Commandeur (Citrus lumia) (SRA) Aurantioideae Citreae
Eremocitrus glauca (California) Aurantioideae Citreae
Microcitrus australasica CRC 02 Aurantioideae Citreae
Citrus tamurana Aurantioideae Citreae
Atalantia ceylanica CRC 02 Aurantioideae Citreae
Citrus limetta 01 Aurantioideae Citreae
Citrus sudachi Aurantioideae Citreae
Aegle marmelos L. Corréa Aurantioideae Citreae
Mixinca (Tam ad1 bilinmiyor) Aurantioideae Citreae

Turuncgilin Ad1 - Alt familya Soy

Citrus limetta 02 (Zerrifin Ist.-Israil) Aurantioideae Citreae
Citrus davaoensis Aurantioideae Citreae
Citrus rugulosa Aurantioideae Citreae
Citrus hiroshima Aurantioideae Citreae
Citrus tengu Aurantioideae Citreae
Del Bresil 5-4 Aurantioideae Citreae
Citropsis gilletiana Aurantioideae Citreae
Citrus micrantha var. microcarpa Aurantioideae Citreae
Glycosmis pentaphylla Aurantioideae Clauseneae
Murraya paniculata Aurantioideae Clauseneae
Clausena excavata Aurantioideae Clauseneae
Clausena lansium Aurantioideae Clauseneae
Pamburus missionis Aurantioideae Citreae
Nasnaran SRA Aurantioideae Citreae
Citrus excelsa SRA Aurantioideae Citreae
Hesperethusa crenulata Aurantioideae Citreae
Citrus benikoji (CRC 3149) Aurantioideae Citreae
Citrus canaliculata (CRC 3565) Aurantioideae Citreae
Citrus miaray (CRC 3574) Aurantioideae Citreae
Citrus honaju (CRC 3469) Aurantioideae Citreae
Microcitrus australasica CRC Aurantioideae Citreae
Citrus tardiva (CRC 3297) Aurantioideae Citreae
Citrus ujukitsu (CRC 3467) Aurantioideae Citreae
Citrus succosa (CRC 3280) Aurantioideae Citreae
Citrus tamurana (Hyuganatsu) (CRC Aurantioideae Citreae
3092)

Citrus rokugatsu (CRC 3473) Aurantioideae Citreae
Citrus shunkokan (CRC 3476) Aurantioideae Citreae
Pleiopermium alatum Aurantioideae Citreae
Citrus leiocarpa CRC 3147 Aurantioideae Citreae
Atalantia ceylanica CRC 3287 Aurantioideae Citreae
Citrus sinograndis CRC 3148 Aurantioideae Citreae
Citrus hystrix Aurantioideae Citreae
Citrus nextour Aurantioideae Citreae
Citrus yuko Aurantioideae Citreae
Citrus montana (Wester) Aurantioideae Citreae
Aeglopsis chevalieri Aurantioideae Citreae
Konejime (C.aurantium) (CRC 3611) Aurantioideae Citreae
Citrus tosu Aurantioideae Citreae
Citrus wintersii Aurantioideae Citreae
Balsamocitrus davea Aurantioideae Citreae
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Cizelge 2. Kullanilan 26 primere ait baz dizilimleri, elde edilen toplam fragment, polimorfik fragment ve polimorfizm oranlar1.

Table 2. Forward and reverse primer sequences for 18 SSR markers, total fragment, polymorphic fragment and polymorphism rate.

Primerler ileri ve Geri Baz dizilimi Toplam Fragment (bp) E(r)ggr;nn?ggtk(bp) POCI)'E?:;?OZA)”)] PIC

TAAL F-GACAACATCAACAACAGCAAGAGC 200, 190 200 50 0.69
R-AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC

TAA45 F-GCACCTTTTATACCTGACTCGG 250, 200, 150, 100 250, 200 66 0.70
R- TTCAGCATTTGAGTTGGTTACG

TAA52 F-GATCTTGACTGAACTTAAAG 200, 110, 100, 90 200, 110, 100, 90 100 0.91
R-ATGTATTGTGTTGATAACG

CAC19 F-ACAACCTTCAACAAAACCTAGG 230, 200, 150, 120 230, 200 50 0.67
R- AAGACTTGGTGCGACAGG

TAA15 F-GAAAGGGTTACTTGACCAGGC 200, 190, 200, 190, 100 0.84
R- CTTCCCAGCTGCACAAGC 180, 150 180, 150

TAA27 F-GGATGAAAAATGCTCAAAATG 200, 190 200, 190 100 0.26
R- TAGTACCCACAGGGAAGAGAGC

TAA4L F-AGGTCTACATTGGCATTGTC - - -
R- ACATGCAGTGCTATAATGAATG

CAC23 F-ATCACAATTACTAGCAGCGCC 260, 150 150 50 0.94
R- TTGCCATTGTAGCATGTTGG

cAGG9 F-AATGCTGAAGATAATCCGCG 400, 390, 220, 200, 110 400, 390, 220, 100 0.72
R- TGCCTTGCTCTCCACTCC 200, 110

TAA3 F-AGAGAAGAAACATTTGCGGAGC 250, 150, 100 250 33 0.99
R- GAGATGGGACTTGGTTCATCACG

CAC15 F-TAAATCTCCACTCTGCAAAAGC 150 - 0 0.00
R- GATAGGAAGCGTCGTAGACCC

CAC33 F-GGTGATGCTGCTACTGATGC 350, 240, 200, 150 350, 240, 200, 150 100 0.73
R- CAATTGTGAATTTGTGATTCCG

CAC39 F-AGAAGCCATCTCTCTGCTGC 200, 190 200 50 0.96
R-AATTCAGTCCCATTCCATTCC

TAA33 F-GGTACTGATAGTACTGCGGCG 180, 140, 90 180 33 0.94
R-GCTAATCGCTACGTCTTCGC

CCTO1 F-TCAACACCTCGAACAGAAGG 490, 210, 160 490, 210 66 0.94
R- CCCACATGCTAGCACAAAGA

GT03 F-GCCTTCTTGATTTACCGGAC - - -
R- TGCTCCGAACTTCATCATTG

CT02 F-ACGGTGCGTTTTGAGGTAAG - - -
R- TGACTGTTGGATTTGGGATG

ACO01 F-TTGACATCAACATAAAACAAGAAA 160, 150 160,150 100 0.61
R- TTTTAAAATCCCTGACCAGA

CAGO01 F-AACACTCGCACCAAATCCTC 350,170, 350, 170 66 0.99
R- TAAATGGCAACCCCAGCTTTG 150

CATO1 F-GCTTTCGATCCCTCCACATA 190, 180, 190, 180, 100 0.62
R- GATCCCTACAATCCTTGGTCC 170, 120 170, 120

ATC09 F-TTCCTTATGTAATTGCTCTTTG 210, 190 210, 190 100 0.51
R- TGTGAGTGTTTGTGCGTGTG

AG1l4 F-AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA - - -
R- CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC

CTTO1 F-TCAGACATTGAGTTGCTCG - - -
R- TAACCACTTAGGCTTCGGCA

CT21 F-CGAACTCATTAAAAGCCGAAAC 160, 150 160 50 0.99
R- CAACAACCACCACTCTCACG

TC26 F-CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC - - -
R- GAGGGAAAGCCCTAATCTCA

CT19 F-CGCCAAGCTTACCACTCACTAC 150 - 0 0.00
R- GCCACGATTTGTAGGGGATAG

M

= 7~
Sekil 1. CAC39 primerinin gostermis oldugu bant deseni. M: 100 bp DNA Ladder.
Figure 1. PCR profile amplified from DNA using CAC39 SSR primer. M: 100 bp DNA Ladder.

Barkley ve ark. (2006), koleksiyon bahgesinde yer alan 370 CT19, CCTO01, CT21, CT02, AG14, CTT01, CAG 01, CAC33,
turunggilde, populasyon yapisini ve genetik iliskiyi belirlemek TAA27, AC01, CATO01, ATC09, TAA1l5 ve CAGG9
amaciyla 24 adet SSR primer kullanmigtir. Bu primerlerden calismamizda da kullanilmistir. TAA41 primeri ¢aligmamizda
CAC23, TAA4l, CAC39, TAA3, CAC15, TAA33, GTO03, amplifikasyon olusturmazken, Barkley ve ark. (2006)
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caligmalarinda en fazla polimorfizm saglayan primer olarak
tespit etmislerdir. TAA41 primerinin PIC degeri 0.916 ile 24
primer igerisinde en yiksek rakami  olusturmustur.
Calismamizda da kullanilan 26 primer, limon ve baz
akrabalarmm (Uzun ve ark. 2011), mandarin genotiplerinin
(Kacar ve ark. 2013), turung ve akrabalarmim (Polat ve ark.
2012) genetik farkliliklarini belirlenmesinde kullanilmustir.
Uzun ve ark. (2011), 12 primerden polimorfik, 1 primerden
(TAA27) ise monomorfik bant elde etmistir. En yiiksek PIC
degeri 0.97 ile CCTO1 primerinden, en diisitk PIC degeri 0.47
ile ATC09, CAC23 ve TAA45 primerlerinden saglanmustir.
Kacar ve ark. (2013) ise, 14 primerden polimorfizm elde etmis,
primerlerin PIC degerleri 0.15 (CAC19) ile 1.00 (CCTO01)
arasinda degisim gostermistir. Yine, Polat ve ark. (2012) 15
primerden polimorfik, 2 primerden monomorfik (TAA27 ve
CAGGY9) bant elde etmis ve polimorfik primerlerin PIC
degerleri 0.02 (TAAS2) ile 0.99 (CAC39) arasinda degisim
gostermigtir.

Sekil 2°’de UPGMA yontemiyle elde edilen dendrogram
verilmistir. Dendrogramdan da goriildiigii gibi, bireyler arasinda
yakinlik 0.33 ile 0.90 arasinda degisim gostermistir. Genetik
benzerlik orani en yiiksek 0.90 ile Citrus montana ve Citrus
winter arasinda oldugu tespit edilmistir. Diger bir genetik
yakinlik ise, 0.86 benzerlik oramiyla Citrus pectinifera (B6 X
29) SRA ve Citrus keraji - Antalya arasinda tespit edilmistir.
Bununla birlikte, Casimiroa tetrameria (Florida) 0.33 benzerlik
orantyla 81 adet Citrus ve akrabalar igerisinde en uzak bireyi
olusturmaktadir.

Casimiroa tetremeria, calismamizda kullanilan
Aurantiodeae familyasi disinda yer alan tek tirdiir. Bu tiir,
Toddalieae soyu, Toddaliinae, alt soyu Toddalioideae alt
familyasi igerisinde yer almaktadir (Swingle ve Reece 1967).
Uzun ve ark. (2009a), genetik tanimlama yapmak amaciyla
Aurantiodeae alt familyasina ait 86 adet citrus ve akrabalarini
ele alarak, yirmi bir SRAP primer kombinasyonu kullanmistir.
Casimiroa tetremeria’yr Aurantioideae alt familyasindan uzak
bulmamigtir. Swingle ve Reece (1967), Aurantioideae’
Clauseneae ve Citreae olmak {izere 2 soya ayirmustir.
Micromelinae, Clauseninae ve Merrillinae, Clauseneae
icerisinde olan alt soylari, Triphasiinae, Citrinae ve
Balsamocitrinae ise Citreae igerisinde yer alan alt soylart
olusturmaktadir. Glycosmis pentaphylla, Murraya paniculata,
Clausena excavata ve Clausena lansium, Clauseneae soyunda
yer almakla birlikte, ¢alismamizda ayri ayri kiimelemelerde
Citreae soyundan olan genotiplerin igerisinde yer almustir.

Clausena excavata, Pamburus missionis, Citrus benikoji ve
Hesperethusa crenulata dendrogramdaki diger uzak bireyleri
olusturmustur. Sekil 3’te verilen PCO analizi sonucunda da bu
durum  goriilmektedir. Pamburus, monotipik bir cinstir.
Hindistan’in giineyi ve Sri Lanka’da dogal olarak yetisir.
Hesperethusa crenulata da monitipik cinstendir, Hindistan ve
Hindistan-Cin tarafinda dogal olarak yetisir. Clausena excavata,
Clausena cinsi igerisinde yer alan bir tiirdiir. Citrus benikoji ise
Citrus cinsinin Papeda alt cinsi igerisinde yer alir (Krueger ve
Navaro 2007). Citrus cinsine ait bireyler ayri bir grup
olugtururken C.benikoji bunlardan farkli bir yerde bulunmustur.
Bu durum Uzun (2009c¢)’nun SRAP markirlarini kullanarak
yaptig1 calismasinda da goriilmiis ve 0.51 benzerlik oraniyla
diger Citrus cinsi iiyelerinden ayrilmistir. Benzer durum Agar
(2007)’in SSR markirlarin1 kullanarak yaptigi ¢alismada da
belirtilmistir.

Uzun ve ark. (2009a), Aegle marmelos, Balsamocitrus
dawei ve Aeglopsis chevalieri’yi 0.28 benzerlik degeriyle en

uzak bireyler olarak tespit etmislerdir. Calismamzda da bu iig
grup yine ayni kiimeleme igerisinde yer almus, fakat benzerlik
indeksi 0.70’lerde olmustur. Benzer sekilde Aegle marmelo ve
Balsamocitrus dawei Morton ve ark. (2003)’nin ¢alismalarinda
yer almig ve ayni kiimeleme igerisinde oldugu tespit edilmistir.
Bu iig tiir, Balsamocitrinae alt soy, Citreae soy, Aurantioideae
alt familyasina aittir (Swingle ve Reece 1967).

Severinia buxifolia CRC, Severina buxifolia- SRA,
Atalantia ceylanica CRC 02 ve Atalantia ceylanica CRC 3287
calismamizda 0.53 benzerlik oranlariyla birbirlerinden oldukga
farkli olmakla beraber ayni kiimeleme igerisinde yer almustir.
Bu durum, Morton ve ark. (2003) tarafindan da tespit edilmis ve
Citreae soyundan oldugu bildirilmistir. Swingle ve Reece
(1967) bu iki tiirii de Citreae soyu igerisinde siniflandirmustir.
Severinia, ilkel turuggiller (primitive citrus fruit trees) igerisinde
yer alir ve en ¢ok taninan tiir Severinia buxifolia’dir. Severinia,
Swingle’in tanimlamasina kadar Atalantia icerisinde yer
almigtir. 19. yiizyilda Swingle’mm tanimlamasindan sonra
Severinia, Atalantia’dan  ayrilmustir.  Atalantia, yakin
turunggiller (near citrus fruit trees) igerisinde yer almaktadir.
Aurantioideae’da bir¢ok familyada oldugu gibi Atalantia’nin
taksonimik ge¢misi de oldukca karisiktir. Her iki tiir birbirine
¢ok benzemekle birlikte petiollerden ayrim gostermektedir
(Krueger ve Navaro 2007).

Citrus, Microcitrus ve Eremocitrus igerisinde yer alan tiirler
diger turuncgil tlir ve akrabalarma gore daha yakin grublar
olusturmustur. Taksonomi ¢alismalarinda Microcitrus ve
Eremocitrus’un Citrus cinsine en yakin akrabalar oldugu
bildirilmistir. Eremocitrus ve Microcitrus, Citrus ile kolayca
melezlenebilir ve “gergcek turuncggiller” arasinda yer alir
(Krueger ve Navaro 2007; Morton ve ark. 2003; Swingle ve
Reece 1967).

Citrus montana (Wester) ve Citrus wintersii Mabb. birbirine
en yakin bireyler olarak tespit edilmistir. Citrus montana
(Wester) Tanaka tarafindan siniflandirilmigtir (Tanaka 1954).
Citrus wintersii Mabb.’in sinonimi Microcitrus papuana
Winters olup, papua yabani laymi (Papuan wild lime) veya
kahverengi parmak laymi (Brown river finger lime) olarak da
bilinir. Her iki tiir de Rutaceae familyasiin Citrus cinsine aittir
(Swingle ve Reece 1967). Citrus celebica, Citropsis
gabunensis, Citrus webberii ve Citrus moi aym kiimeleme
icerisinde goriilmektedir. Bu durum Uzun ve ark. (2009a)’nin
yapmis olduklar1 caligmada da goriilmiistiir. Celebes papeda
olarak da bilinen Citrus celebica,Citrus cinsine ait tirdir.
Citrus webberii, “Kalpi papeda” olarak da bilinir, mandarin
benzeri bir turunggildir. Her iki tiir de Papeda alt cinsi
icerisinde yer alir. “Gabon cherry orange” olarak bilinen
Citropsis gabunensis, Citropsis igerisindedir. ~ Citropsis
gilletiana ve Citropsis articulata yine Citropsis icerisinde yer
alan ve ¢aligmamizda kullandigimiz bagka tiirlerdir. Fakat bu iki
tir farkli grublar icerisinde yer almustir (Swingle ve Reece
1967).

Calisma sonucunda, genel olarak tiirler ve cinsler
ayrilmakla beraber, Aurantiodeae alt familyasinin karmagik
oldugu bir kez daha tespit edilmistir. Morton ve ark. (2003),
Glycosmis ile Clausena’yr ayni kiimelemede ve Clauseneae
soyundan oldugunu tespit etmislerdir. Yine, Uzun ve ark.
(2009a), ayn1 kiimeleme igerisinde Swingle’in taksonomisinde
(Swingle ve Reece 1967) belirttigi gibi Clauseninae alt soyu,
Clauseneae soyundan oldugunu belirlemiglerdir. Caligmamizda
da benzer sonuglar elde edilmistir. Uzun ve ark. (2009a),
Clauseninae alt takimi Citreae takiminm alt takimindan ayri
oldugunu tespit etmistir. Ayrica, Aurantiodeae alt familyasinin
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olduk¢a  karmagik  oldugu  belirtilmigtir. ~ Taksonomik
calismalarda, Swingle ve Reece (1967) Aurantiodeae alt
familyasinda ¢ok farkli cinsler ve tiirlerin bulundugunu ve bu
durumun Aurantiodeae alt familyasinin karmagik ve tartigmali
olmasina neden oldugunu bildirmistir. Yillar boyunca Citrus ve
birgok ilgili cinsler birbirleriyle kolaylikla melezlenebilmis ve
sonugta yeni cins ve tiirler olusmustur.

Calismamizda, SSR’lar bir¢ok Citrus ve akrabalarinin ayirt
edilmesinde uygun molekiiler belirte¢ olarak bulunmustur.

Similarity
o o =] =]
(= = %
2 & [~} <
L3¢ E < £
] ] 1 ] 1

Benzer sonuglar, cesitli arastiricilar tarafindan da ifade
edilmigtir. SSR belirtegler, bazi akraba tiirler, limon, sadok,
aga¢ kavunu, mandarin (Giilsen ve Roose 2001; Polat ve
Turgutoglu 2012), portakal (Novelli ve ark. 2006; Jiang ve ark.
2006), ti¢ yapraklilarda (Jiang ve ark. 2006; Polat 2009) genetik
tanimlama yapmak amaciyla kullanilmis ve basarili sonuglar
elde edilmistir. Barkley ve ark. (2006), turunggil gen bankasinin
olusturdugu koleksiyon bahgesinde mevcut bulunan, 370
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Sekil 2. 18 SSR belirteciyle 81 turunggil genotipinin olusturdugu kiimeleme analizi.

Figure 2. Dendrogram of the 81 accessions of Citrus genotypes based on the 18 SSR markers.
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Sekil 3. 18 SSR belirteciyle 81 turunggil genotipinin temel koordinat analizi (PCO) sonucu olusturdugu desen.
Figure 3. Principal coordinate analysis (PCO) of the 81 accessions of Citrus and related genera based on the 18 SSR markers.

Citrus’u ele alarak yapmis olduklar1 ¢alismada, SSR belirtegleri
kullanarak genetik tanimlama yapmiglardir. Temelde az sayida
Citrus tiiriiniin var oldugu, diger birgok Citrus tiiriiniin
bunlardan dogal olusumlar ve melezlenmeler sonucunda
olustugu hipotezi ¢alisma sonucuyla desteklenmigtir. SSR
belirtegler tiirlerin  parmak izini belirlemek i¢in uygun
bulunmakla beraber, bazi bireyleri ayirt etmede tam olarak
yeterli bulunmamistir. Bu durumun, turunggillerde mevcut olan
genetik karmasadan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Amar ve
ark. (2011), koleksiyon bahgesinde bulunana bireyleri tizerinde,
SSR, SRAP ve CAPS-SNP belirtegleri kullanarak genetik
tanimlama ¢aligmasi yapmustir. Yine, limon ve bazi akrabalarin
(Uzun ve ark. 2011), mandarin (Kacar ve ark. 2013), turung ve
akrabalarmm (Polat ve ark. 2012) genetik farkliliklarini
belirlemede SSR markirlart  kullanmigtir.  Calismalarinda
turunggillerdeki karmasanin fazla oldugunu ve genetik
farkliliklar1 belirlemenin zor oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, genetik tanimlama caligmasinda kullanmis oldugu ii¢
belirteg igerisinde SSR’lar en iyi sonucu vermistir.

4. Sonug

Bu ¢alismada da, molekiiler belirteg sistemlerinden SSR’lar
molekiiler polimorfizm elde etmede olumlu sonuglar vermistir.
Aurantioideae alt familyasina ait 80 adet Citrus ve akrabalarinin
genetik farkliligt ve akrabalik oranlari basarili bir sekilde
belirlenmistir. Caligmamizda, Aurantiodeae alt familyasi
disindaki tek tiir olan Casimiroa tetremeria, Toddalioideae alt

familyasinda yer almaktadir ve 81 genotip igerisindeki en uzak
birey olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Swingle ve
Reece (1967)'nin yapmig oldugu taksonimi sonuglariyla
genellikle uyum gostermigtir.  Yine, Aurantiodeae alt
familyasinin karmasitk yapi sergiledigi bir kez daha teyit
edilmigtir.
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