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Turkiye cografik konumundan dolay: gen merkezi olmayan birgok bitkinin
ekolojik isteklerini karsilamaktadir. Turuncgiller, Ulkemizin sahip oldugu ekolojik
kosullarda rahatlikla yetisebilen, besleyici 6zellige sahip ve genis alanlarda tretimi
yapilan bir bitki grubudur. Ancak, diger bitkisel Griinlerimizde oldugu gibi
yetistiriciligi simirlayan biyotik ve abiyotik etmenler mevcuttur. Dlnyada salgin
yapan tristeza virlisu, turunggil bahgelerini zarara ugratms, Uretim miktarini azaltip
kaliteyi dlsurmisttr. Bu viris Turkiye’ye enfekteli asi materyalleri ile giris
yapmistir ancak etkili vektori tilkemizde bulunmamaktadir. Ulkemiz genelinde,
oOzellikle tretimin yogun bir sekilde yapildigi Akdeniz bélgesinde kullanilan turung
anaci bu virlise kars: duyarlidir.

Bu calismada, turunca alternatif olabilecek Tristeza’ya dayanikli anag
gelistirmek amac: ile dayanikli ebeveynler kullanilarak olusturulan (¢ farkl
melezleme kombinasyonlarindan elde edilen melez bitkiler, haritalama sonucu
dayaniklilik geninin varhgini gosteren 35 RAPD markéri ile taranmigtir. Bu
calisma ile Turunggil anag islahinda Tristeza’ya dayaniklilik igin erken seleksiyon
markorlerinin farkli populasyonlarda kullanilabilirligi ortaya koyulmustur.

Anahtar kelimeler: Turunggil, anag, Tristeza virusu, dayaniklilik, markorler
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DETECTION OF RESISTANCE TO CITRUS TRISTEZA VIRUS (CTV)
WITH MOLECULAR MARKER IN SOME CITRUS HYBRIDS

Burcu GOKSU

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF HORTICULTURE

Supervisor : Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR
Supervisor Il : Yrd. Dog. Dr. Muharrem KAMBEROGLU
Yil: 2017, Sayfa: 116
Jury : Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR
: Prof. Dr. Selim CETINER
: Prof. Dr. Turgut YESILOGLU

Turkey meets ecological desires of many plants that are not gene center,
because of geographical location. Citrus that have nutritive properties and produced
in large areas is a group of plants that can grow easily on the ecological conditions
in our country. However, citrus cultivation is limited by biotic and abiotic factors
like other herbal products. Tristeza virus which affects the citrus orchards around
the world, has damaged citrus orchards, reducing the amount of production and
decreasing the quality. This virus has been entered with infected graft materials in
Turkey, but effective vector is not available in our country. Sour orange that used
as citrus rootstock especially Mediterranean Region where production is performed
intensively in our country, is susceptible to tristeza virus.

In this study, hybrid plants that obtained from three different hybridization
combinations formed by using Tristeza-resistant parent, were screened with 35
RAPD markers indicating the presence of the resistance gene. This study
demonstrated utility of early selection markers for citrus rootstock breeding for
resistance to tristeza virus in different population.

Key words: Citrus, rootstock, Tristeza virus, resistance, markers



GENISLETILMIS OZET

Turunggiller Dinyada ve Ulkemizde genis tretim alanlarina sahip,
ekonomiye 0nemli derecede katki saglayan, besin degeri yiiksek olan meyve
gruplar arasinda yer almaktadir. Diinyada en yogun bir sekilde turuncgil
uretimi yapan Ulke Cin olup onu sirasiyla Brezilya, Hindistan ve Meksika
izlemektedir. Tlrkiye ise turuncgil Gretiminde 3.783.517 milyon ton Uretim
ile dokuzuncu sirada yer almaktadir. Ulkemiz, Akdeniz Glkeleri icerisinde
Ispanya ve Misir’dan sonra 3. sirada yer almaktadir. Ulke igerisinde ise en
fazla yetistiriciligin yapildigi bolgeler Akdeniz bdlgesi ve Ege bolgesi
gelmektedir.

Dunyada ve Turkiye’de bitkisel tretimin miktar ve kalitesini disuren,
urin kalitesinde kayiplar meydana getiren viris, bakteri ve fungus kaynakl
hastaliklar mevcuttur. Diinyada turuncgil yetistiriciligi yapilan birgok alanda
kayiplar meydana getiren Citrus Tristeza Virustu (CTV)’nln neden oldugu
hastalik Ulkemize disaridan getirilen viriis enfekteli materyaller ile giris
yapmistir. Ancak virusiin yayilmasina neden olan etkili vektoriin Turkiye’de
bulunmamas: hastaligin  yayilmamas: bakimindan  Ulkemizin sansh
konumda oldugunu gostermektedir. Ancak virtsiin turung anaclarim
etkilemesi ve bahcelerimizde buyik oranda turung anaci Uzerinde
yetistiricilik yapilmasi, kiresel 1sinma ve iklim degisikliklerinin etkisi ile
etkili vektorin Gretim potansiyelimizi etkilemesi beklenmektedir.

Meyve vyetistiriciliginde, Uretilen meyvelerden ekonomik olarak
kazancg saglanabilmesi amaci ile meyve agaclarinin verim, meyvelerinin ise
kalite yonlnden pazarlanabilir olmas: istenir. Verim ve kaliteyi etkileyen

faktorler arasinda ekolojik kosullar, yetistiricilik sirasinda yapilan kultirel



uygulamalar, cesit secimi, anag¢ secimi, ¢esit ve anacin uyumu, hastalik ve
zararhlar yer almaktadir. Bu nedenle gunimiz meyve yetistiriciliginde
meyve bahgeleri kurulumunda anag kullanim: 6n plana gikmaktadir. Uzerine
asili meyvelerin verim ve kalitesini uzun yillar boyunca etkileyeceginden
anacg secimine dikkat edilmesi gerekir.

Farkli 6zellikteki bitkiler arasinda yapilan melezleme calismalarinda
istenilen genin aktarildig: bitkinin secimi hem islah stresini kisaltmak hem
de 1slahin etkinligini artirmak agisindan 6énem arz etmektedir. Bu secimde
ise yol gosterici belirtecler olarak*’markor’’ler kullamimaktadir. Ozellikleri
tanimlanan bu markirlar, konu ile ilgili yapilacak olan diger 1slah
calismalarinda arastirmacilara kolaylik saglayacaktir.

Bu tez calismasinda, turuncgillerde anag islahi projesi kapsaminda
CTV’ye kars1 dayanikli ana¢ elde etmek amaciyla ana¢ olarak kullanilan
farkl: ebeveynlerle yapilan melezleme ¢alismalar: sonucu elde edilen melez
bitkilerde Tristeza’ya dayaniklilik geninin olup olmadigini molekdler
markarler yardima ile belirlenmistir.

Calismada bitkisel materyal olarak Cin turuncu, Gou Tou turuncu,
Sunki mandarini, Yerli Gi¢ yaprakli ve Rubidoux Ug¢ yapraklis1 kullaniimis ve
melezleme kombinasyonlari olusturulmustur. Tristeza’ya dayaniklilig:
belirleyen 35 adet erken seleksiyon markdrlerinin Rastgele Cogaltiimis
Polimorfik DNA (RAPD) yontemi ile Polimeraz Zincir Reaksiyonlari
calismalar1 yapilmis ve sonraki asama olan agaroz jel elektroforezinden
sonra dayanikli bireylerin erken dénemde secilebilmesi mimkin olmustur.

Bu arastirma ile turunggil anag islahinda dayanikliligi belirleyen erken
seleksiyon markirlarinin turunggil melezlerinde kullanilabilirligi agiklanmis

ve melezler arasindan dayanikli bireylerin secilmesi mimkiin olmustur.
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1. GIRIS Burcu GOKSU

1. GIRIS

Turunggillerin anavatan1 Hindistan’in kuzeyi, Himalayalarin 1lik giney
yamaglandir. Buradan zamanla Cin’e kadar yayilmistir. Roma’ya Misir ve
Filistin’den ihracat yolu ile yayildig1 bilinmektedir. Ispanya’mn fethedilmesinden
sonra koloni déneminde turuncgiller dinyaya tamtilmaya baslanmistir (Spreen,
2010).

Turunggiller Rutaceae familyasi, Aurantoideae alt familyasi, Citrus alt cinsi
icinde yer almaktadir. Kugik ve orta boylu, cali veya aga¢ formda olup, tropik ve
subtropiklerde yetistirilen bitkilerdir (Manner ve ark, 2006). Turunggiller igerisinde
Citrus cinsi ve yakin cinslerin diploid kromozom sayilar: 18’dir (2n=18) (Soost ve
Cameron, 1969).

Turuncgillerin, dinyadaki Gretim miktar1 137.845.380 milyon ton, dretim
alant ise 8.909.949 ha’dir. Turkiye’de 130.497 ha’lik Uretim alaninda 3.783.517
milyon ton Uretim yapilmaktadir (FAO, 2017).

Diinyada en blyuk turuncgil Ureticisi Ulke 34.926.500 milyon ton Uretimle
Gin olup, onu sirasiyla Brezilya, Hindistan ve Meksika izlemektedir. Tirkiye ise
turunggil Gretiminde 3.783.517 milyon ton Uretim ile dokuzuncu sirada yer
almaktadir (Cizelge 1.1). Bu dretim, aym zamanda dinya turuncgil Gretiminin
yaklasik % 3 Ginii olusturmaktadir. Tiirkiye, Akdeniz lkeleri icerisinde Ispanya ve
Muisir’dan sonra 3. sirada yer almaktadir (FAO, 2017).
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Cizelge 1.1 Dunyada en fazla turuncgil Uretimi yapilan tlkeler (FAO, 2017)
Ulkeler Uretim Miktari (ton) | Uretim Yuzdesi (%)
Gin 35.469.287 26
Brezilya 19.073.914 14
Hindistan 11.146.630 8
Meksika 7.823.498 6
ispanya 7.055.427 5
ABD 6.803.885 5
Misir 4.404.979 3
Nijerya 3.783.826 3
Turkiye 3.783.517 3
Arjantin 2.884.980 2

Turuncgiller, Turkiye meyve Uretiminin %24,7’sini karsilamaktadir ve

meyve gruplar igerisinde en fazla tiretim miktarina sahip olan meyvelerdir (TUIK,

2017).

Cizelge 1.2. Bolgelere gore turuncgil alan ve Gretim miktar: (TUIK,2017)

Uretim Uretim Yizdeleri
Bolgeler Alan (da) Miktari (ton) (%)
Akdeniz Bolgesi 1.139.066| 3.728.586 86,85
Ege Bolgesi 204.343 545.167 12,70
Marmara Bolgesi 8.720 12.420 0,29
Karadeniz Bolgesi 2.531 6.834 0,16
TURKIYE TOPLAM 1.354.660|  4.293.007 100,0

Ulkemiz turuncgil Uretiminin %86,8’ini Akdeniz bolgesi, %12,7’sini Ege

bolgesi,

%0,29’unu  Marmara bdlgesi,

2

%0,15’ini

ise Karadeniz

bolgesi
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karsilamaktadir (Cizelge 1.2). Karadeniz bolgesinin Gretimi icerisinde Dogu
Karadeniz bolgesinin pay: yuksektir (TUIK, 2017). Ulkemizde 2016 yilinda toplam
42.364.546 adet turuncgil agaci bulunmaktadir (TUIK, 2017). Toplam agac

sayisinin %83’ Akdeniz bélgesindedir.

Cizelge 1.3. Turuncgiller ve diger meyvelerin ihracat miktarlar: (TUIK, 2017)

Yillar Turuncgiller (ton)
2015-2016 1.741.021
2014-2015 1.689.944
2013/2014 1.598.734
2012/2013 1.253.447
2011/2012 1.631.210
2010/2011 1.548.275

Turunggillerin yillara gore ihracat miktarlar: incelendigi zaman Cizelge
1.3’de de gorildugl gibi ihracat miktar: fazla olan tarimsal Griinlerden birisidir.
Dolayisi ile bu miktarin fazlalig tlkemize ve ciftcilerimize ekonomik kazang

olarak geri donecegi anlamina gelmektedir.

1.1. Turuncgil Tristeza Virusu

Ulkemizde bulunan ve yetistiriciligi yapilan kiiltiir bitkilerinde kayiplara
neden olan toplam 528 hastalik etmeni, yabanci ve zararli ot bulunmaktadir.
Bunlar1 yok etmeye yonelik micadele ¢alismalari yapilmadigi durumlarda ortalama
% 35 dolaylarinda uriin kaybina neden olmaktadir. Bu kayip bitkiye, zararlinin tor
ve yogunluguna baglh olarak % 100’lere ¢ikabilmektedir (Anonim, 2011). Uretimi
dustiren ve kaliteyi etkileyen bu hastaliklardan birisi de turuncgil tristeza virlsi
(CTV)dr.

Tristeza virus(, Closteroviridae familyasi, Closterovirus cinsi icerisinde yer
almaktadir. Bu viris, Citrus quick decline virlis, Hassaku dwarf virlis, Lime

3
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dieback, Seedling yellow olarak da bilinir. CTV, ipliksi yapida partikullerden
olusan, 2000 x 10-12 nm boyutunda, tek iplikcikli, iki kapsid proteinini kodlayan,
pozitif polarli, genom biyikliglu yaklasik olarak 19.3 kb uzunlugundaki RNA
molekiliinden meydana gelmektedir. Genomda 12 open reading frames (ORF) ve
iki non-translated region (NTR) bolgeleri bulunmaktadir. ORF bélgelerinden 1a ve
1b bolgeleri genomik RNA’nin translasyonunda ve RNA replikasyonu sirasinda
proteinlerin sifrelenmesinde gorev yapar. Diger ORF bdlgeleri virionlarin bir araya
gelmesi ve hiicreden hiicreye tasinmasi, RNA replikasyonu sirasinda pozitif ve
negatif polarli RNA’larin asimetrik olarak birikmesi, transkripsiyon sonrasi gen
susturma ve baskilama, konukgu bitkilerin istilasi olaylarinda gorev alir (Bar-
Joseph ve ark, 1989; Karasev ve ark, 1995; Moreno ve ark, 2008; Folimonova,
2012). CTV, dinyada var olan virsler arasinda turuncgillerde biyik zararlar

meydana getirir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Tristeza virls partikullniin gérinimi (Albiach-Marti, 2013).

Machado ve ark (2011), Tristeza virusiinun genellikle agaclarda iki farkl

formda belirti gosterdigini belirtmistir. Govde cukurlasmasinda meyve iriligi ve
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verimliligin azaldigi, ani 6limde ise bitkinin kisa surede oldigt bildirilmistir
(Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Viris eekféli agaclarin éﬁrUnUmU (AhorTim, 2017a):
Tristeza, dinyada turuncgil yetistiriciliginin yapildigi her kitada salgin
yapmis ve bu salginla miicadele yollari arastirilmistir. Yunanistan (Chatzivassiliou
ve Nolasco, 2014), italya (Davino ve ark, 2005; Abou Kubaa ve ark, 2012),
Ispanya (Ballester-Olmos ve ark, 1993), Hindistan (Ghosh ve ark, 2014), iran
(Nasrollanejad, 2012), Pakistan (Arif ve ark, 2005) ve Suriye (Kubaa ve ark, 2012)
gibi tlkelerde salgin yapmus, etkili vektorleri araciligi ile turunggil bahgelerini hizl
bir sekilde yok ettigi gibi turuncgil endstrisini blyik zararlara ugratmustir.
Tristeza virusiinun yayilmasinda en 6nemli vektor yaprak bitleridir. Baslica
vektorleri Aphis spiraecola, A. gossypii, T. aurantii (Afechtal ve ark, 2015) ve
kahverengi yaprak biti Toxoptera citricida (Kirkaldy) olarak bilinmektedir
(Michaud, 1998; Hughes ve Gottwald, 1999). Ancak en etkili vektdrii Brown
Citrus Aphids (BCA) olarak da bilinen kahverengi yaprak bitidir ve hastaligi A.
gossypii’den 6-25 kat daha hizli yaydig: bildirilmistir (Herron ve ark, 2006; Ghosh

5
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ve ark, 2014; Yokomi ve ark, 1994). Turunggil endustrisi icin dzellikle de turuncgil
kahverengi yaprak biti olan bélgelerde tehdit durumundadir (Fang ve Roose, 1999).

Sekil 1.3. Kahverengi yaprak biti (Toxoptera citricida (Kirkad)) (Anonim,
2017b, c, d)

Tristeza virlsu, as1 gozu ve asilama yoluyla yayildigi gibi, en 6nemli
yayilma yolu ise yaprak biti vektorleridir. Hastalik etmeni tohumla veya mekanik
olarak kesici aletlerle tasinmaz (Kersting ve Ozden, 2004). Bu hastalik yurt
disindan Ulkemize getirilen Washington ve Yafa portakali, Gold Nugget ve Rize
mandarini, ayrica Kumquat gibi yabanci gesitlerde saptanmistir (Cengiz ve ark,
1976).

Tristeza virlisu, turungta soymuk borularinda nekrosisler meydana
getirmekte ve sonunda koklerin besin yolu kapanmakta ve agac¢ aniden 6lmektedir
(Ozsan, 1964; Garnsey ve ark, 2005).

Tristeza hastaliginin belirtileri sunlardir. As1 yerinin altinda anag¢ olarak
kullanilan turung kabugunun i¢ yuzinde, a1 petegine benzeyen ve c¢iplak gozle
gorulebilen delikler olusur. Bu belirtiler, gvdenin etrafinda tamamen ve de yer yer
lekeler halinde gorulebilir. Kabugun bu deliklerine denk gelen gévdenin dis odun
kismi incelenirse burda da kicuk diken gibi cikintilar goérdlir. Kesin sonug
Mexican lime denen indikator bitkisine hastalikli agagtan alinan as1 kaleminin
asilanmasi ile mumkindur (iren, 1966). Bu viris, yapraklarda govdede, meyvede
ve koklerde kendini gosterir.
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Tristeza virusi, bitki sayisint hizhica azaltir, turung (Citrus aurantium)
Uzerine asili bitkilerin 6limune neden olur ve anaca baglh olmaksizin portakal ve
altintopta gévde cukurlagmasi (stem pitting) denen hastaliga yol acar. CTV salgin
1930’larda patlak verdiginden bu yana, 60 milyondan fazla agaci yok etmistir.
Amerika’da ve diger Ulkelerde, siki karantina énlemleri ve CTV enfekteli agaclarin
bahceden ¢ikarilmasi ile CTV’nin zarari azaltilmistr.

Tristeza virlsi Mexican lime bitkisinin yapraklarinda “’vein clearing’’e
sebep olur (Perez-Clemente ve ark, 2014). Mandarin, kaba limon ve tatli portakal
CTV’ye tolaranttir.

Tristeza virtsu 6zellikle turung anaci lizerine asilanmisg portakal cesitlerini
etkilemektedir. Bu hastalik agaclarda genel bir bodurlagmaya, strgln ve dallarda
calilasma ve geriye 6lim gorlntusiine neden olur. Ayrica Tristeza virlsu,
yapraklarda donuk yesil bir renk olusumuna ve zaman zaman damarlarda renk
acilmasina sebep olur. Tristeza’dan etkilenmis olan agaclar Tristeza’nmin irkina ve
siddetine bagh olarak, agaclarin ¢ok kisa strede 6limine neden olabilir veya
agaclar asirt bodur ve verimsiz halde yillarca yasamlarint strdirebilirler. Bunun
yaninda tristeza viriist, kiicik meyve olusumuna ve hasta agaclarda asi1 yerinde
sismeye neden olur (Kersting ve Ozden, 2004).

Tirkiye’de, tristeza virtstntn varligi 1963’te resmi olarak rapor edilmistir.
flk bulgulardan sonra farkli turuncgil yetistirilen alanlarda virisiin varligin
belirlemek, CTV irklarini ayirmak, yayilisint anlamak amaciyla teknik ve bilimsel
calismalar yapilmigtir. Buglin Ulkemizde CTV’nin ve vektorlerinin (Toxoptera
citricidus haricinde) oldugu bilinmektedir. Yapilan gozlemlerde CTV virusinin
yayilimi kontrol altindadir. Ancak, turuncgil endustrisine hala buylk bir tehdit
olusturmakadir (Baloglu ve Birisik, 2009). Tristeza virtsunin, Dogu ve Bati
Akdeniz, Ege bolgesi ve Karadeniz bolgesinde var oldugu bilinmektedir (Erkis,
2009; Cevik ve ark, 2013). Ancak, bu viristn epidemi yapacak etkili tasiyicist

olmadigi igin salgin haline gelmemistir (Anonim, 2014a).
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1.2. Ana¢ Kullamimi ve Turuncgil Anaglar

Meyve vyetistiriciliginde, Oretilen meyvelerden ekonomik olarak kazang
saglanabilmesi amaci ile meyve agaclarimin verim, meyvelerinin ise kalite
yoénunden pazarlanabilir olmas: istenir. Verim ve Kkaliteyi etkileyen faktorler
arasinda ekolojik kosullar, vyetistiricilik sirasinda yapilan kiiltirel uygulamalar,
cesit secimi, ana¢ se¢imi, cesit ve anacin uyumu, hastalik ve zararlilar yer
almaktadir. Meyve agaclarinin verim agisindan ekonomik 6mriniin ortalama 30-40
yil oldugu diistinilirse anag seciminde ¢ok dikkatli davranmak gerekmektedir.

Anag, Uzerine asili cesidin meyve iriligi, meyve tadi, meyve rengi,
erkencilik, bodurluk, bélge ekolojik kosullarina adaptasyon, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik, verim, seker ve asit icerigi gibi bircok Ozelligini etkiler (Martinez-
Cuenca, 2016; Hajagos ve ark, 2012). Turuncgillerde ise bu sayilan faktorlere ek
olarak aga¢ gelisimi, periyodisite, meyve dokimdi, aga¢ boyu, kabuk kalinligi,
meyve suyu rengi ve icerigi gibi faktorler ana¢ tarafindan etkilenir (Martinez-
Cuenca, 2016).

Bitters (1964), dunya turunggil tariminda turung, tath portakal, kaba limon,
pomelo, lcyaprakli portakal, mandarin, lime, citron gibi tlrlerin ana¢ olarak
kullanildigin1 bildirmektedir. Bu anaglar hastalik ve zararlilara ve de ekolojik
kosullara dayanim konusunda yetersiz kaldiklarinda, Citrus, Poncirus ve
Fortunella ile turuncgillerin yakin akrabalari olan diger cesitli cinslerin tur ve
cesitleri ve hatta bunlarin gok cesitli melezleri genis 6lgide ana¢ se¢me imkani
verebilmektedir (Ozsan, 1964).

Turkiye’de Karadeniz bdlgesi haricinde yaygin olarak kullanilan anag
turungtur. Turung alkali topraklarda rahatlikla yetisebilmekte ve Akdeniz
boélgesinin yar1 kurak toprak kosullarina iyi adapte olabilmektedir (Asins ve ark,
2004). Ege ve Karadeniz bolgelerinde ise turuncgillere anac olarak ¢ yaprakl
kullaniimaktadir (Ozsan, 1964; Kafa ve Canihos, 2010). Ege Bélgesinde kullanilan
Uc yaprakli anaci yerini zamanla Carrizo ve Troyer sitranjina birakmistir (Uzun ve

ark, 2013). Ozellikle Akdeniz bolgesinde kullamlan turung anaci, Gzerine asilanan
8
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cesitlerle uyusabilir olmasi ve meyve kalitesi Uzerinde olumlu etkileri olmasina
ragmen agaclara ¢ok bulyuk zararlar veren ve Uretim potansiyelini duslren Tristeza
virisune karsi hassastir. Virlisun asiri miktarda ¢ogalmasi bitkinin hizli bir sekilde
6lumiine neden olur (Mirkov ve Prewett, 2002).

Turuncgillerde cekirdeksiz cesitlerin  bulunmasi, niseller embriyoni,
genclik kisirhgi, asirt dikenlilik, agac yuksekligi, tuzluluk, alkalilik gibi problemler
ana¢ kullanimini  gerektirmektedir (Bitters, 1986). Diinyada ve Turkiye’de
turuncgiller Gzerinde biyotik ve abiyotik etmenlerden kaynaklanan olumsuzluklar
ortadan kaldirmak amaciyla yapilan 1slah ¢alismalari devam etmektedir. Tuzcu ve
ark, (1998) degisik turuncgil anaglarinda Yafa, Valensiya ve Washington navel,
Moro portakallarinin, italyan memeli ve kitdiken limonu; Marsh seedless, Red
blush altintopu, Satsuma mandarininde meyve verimi (zerine etkisini
incelemislerdir. Acikalin-Ciicii ve ark, (2008), Interdonato limonunda Carizzo
sitranji1, Troyer sitranji ve turung anag olarak secilmis ve bu anaclar tizerinde verim,
kalite ve aga¢ gelisimleri incelenmis ve en iyi sonu¢ turun¢ anacindan elde
edilmistir. Cukurova’da limon disinda kalan turunggil tirlerinde Carrizo sitranji
anacinin turunca alternatif olabilecegi tespit edilmistir. Fakat Carrizo sitranjinin
cok ylksek pH gosteren yerlerde turung kadar basarili olamadigi gézlenmektedir
(Kafa ve Canihos, 2010).

Cengiz ve ark (1976), yaptiklari g¢alismada, Akdeniz bdlgesinde virus
hastaliklarinin yayilisini 6nlemek ve yeni tesislere virusten ari ve saghkli asi
materyali verebilmek amaciyla arastirmalarin 1956 yilinda basladigin: bildirmistir.

Florida’da meydana gelen don olaylar1 ve 1920°li yillardaki Tristeza
(Goglren) salgint sonunda dinyada turuncgil anaglari Gzerine ciddi ¢alismalar
yapilmaya baglanmis ve degisik oOzellikte anaclar ortaya cikarilmistir (Anonim,
2014b).

Turuncgil tariminda 6nceden énem verilen bazi anaglar cesitli hastaliklar
sebebiyle yavas yavas degerlerini kaybetmeye baslamiglardir. Deger kaybeden

anaclardan birisi de turungtur. Turung iyi vasifli bir ana¢ olup bilhassa degisik
9
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karakterli toprak sartlarina elverisli ve Phytophtora'ya karsi oldukca dayaniklidir.
Bununla beraber turung, son zamanlarin en énemli virus hastaliklarindan birisi olan
Tristeza hastaligina dayanikh degildir (Ozsan, 1964). Akdeniz bélgesinde turung
anacinin yaygin olarak kullanildigi disunlirse, Tristeza’nin Glkemizdeki Uretim
alanlarina yayilmas: durumunda en fazla retimin yapildigi Akdeniz bdélgesini
etkilemesi beklenmektedir.

Virilis hastaliklar: ile tek basina micadele yontemi yoktur ve kimyasal
micadele yapilamaz. Bahcedeki yabanci ot temizligine ve hastaliksiz as1 gozu
eldesine, sertifikali fidan kullammina dikkat edilmesi gerekmektedir (Baloglu,
2017). Virus ile enfekte olmus agaclari sokmekten bagka miicadele yolu yoktur
(Mirkov ve Prewett, 2002).

1.3. Markorler

Bitki islahinin amaci, melezleme islahi ile tarimsal degeri olmayan,
istenmeyen Ozellikleri eleyip; tarimsal degeri olan, arzu edilen Gstin ozellikleri
bitkiye kazandirmaktir. Bu aktarim genler araciligi ile saglanmaktadir. Islah
calismalarinda, mayoz bdliinme sirasinda meydana gelen krossing-over (parca
degisimi) olayi ile arzu edilen genin elde edilen tim melez bitkilere aktarilmamasi
s0z konusudur. Krossing-over olayr sonunda, ¢ok sayida, genetik yap: olarak
birbirinden farkl: bitkiler meydana gelir. Farkli bitkiler arasindan istenilen genin
aktarildigr bitkinin secimi hem islah stresini kisaltmak hem de islahin etkinligini
artirmak acisindan 6nem arz etmektedir. Bu secimde ise yol gosterici belirtecler
olarak*’markor’’ler kullaniimaktadir.

Markorler, en basit tanimi ile istenilen genetik dzelligin varligini gésteren
belirteclerdir. Bu belirtegler morfolojik 6zellikler; biyokimyasal maddeler;
DNA’lar olabilirler.

Tarihsel sureg icerisinde degerlendirildiginde karsimiza ¢ farkli genetik
markor tipi ¢ikmaktadir. Bunlar sirasiyla; morfolojik markérler, biyokimyasal

markorler ve molekiiler markorlerdir.
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Morfolojik markorlerde, yaprak sekli, cicek rengi, kabuk rengi, meyve
sekli, tohum rengi, tohum sekli, kok uzunlugu (Jiang, 2013) gibi 6zelliklerle yani
bitkinin dig gorlnustine ait Ozelliklere bakilarak genetik yapisindaki farklilik
aciklanmaya calisilmaktadir. Ancak morfolojik yapidaki bu tlr farkliliklarin azlig:
ve tirler arasi farklihg: bulup tir icerisindeki genetik farkliligi tamamen ortaya
cikaramamasi bu markorin kullanilabilirligini kisitlamstir.

Izoenzim ve tohum depo proteinleri gibi biyokimyasal markirlar
kullanilarak genetik yapidaki farklilik ortaya cikarilabilmektedir. Ayni gorevi
yapan enzimler elektroforez isleminden sonra farkl: blyukliklerde bant gosterir ve
0zel boyama yontemleri kullanildiginda bireyler arasindaki farklilig: isaret eder
(Kordrostami ve Rahimi, 2015). Ancak sayilarimin az olmasi ve cevresel
kosullardan etkilenmesi bu markirlarin kullanilmin: sinirlandirmastir.

Molekiler markorler denildiginde akillara genetik materyal olan DNA
gelmektedir. DNA’nin bireye 6zgu oldugu disunulirse bireyler arasindaki
farkliligt molekiiler markorler ¢ok agik bir sekilde ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu
Ozellik de molekiler markdrleri morfolojik ve biyokimyasal markorlerden Gstun
kilmaktadr.

Molekiler markdrler hibridizasyona, polimeraz zincir reaksiyonlarina
(PCR) ve sekansa dayali markorler olarak ti¢ gruba ayrilmaktadir. Ilk kullanilan
markor kesilen pargalarin uzunluguna dayali polimorfizmi ortaya gikaran RFLP
markoriidir. DNA- DNA hibridizasyonu ile bireyler arasindaki farkliligi ortaya
cikaran fazla zaman gerektiren bir tekniktir. Bu teknikten sonra daha kolay
uygulanabilen, az zaman harcayan RAPD (Randomly Amplified Polimorphic
DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), SCAR (Sequene Chracterized Amplified
Region), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) gibi PCR (Polimeraz
Chain Reaction)’a dayali markorler gelistirilmistir. Sekansa dayali markor ise tek
nikleotit polimorfizmi olarak adlandirilan Single Niicleotid Polimorphism
(SNP)’dir (Singh ve Singh, 2015).
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Yapilan caligmalar incelendiginde tir ici ve tlrler arasi farkliliklarin
morfolojik, biyokimyasal ve molekiler markorler ile ortaya cikabilecegi
gozlenmistir. Ancak, morfolojik 0Ozellikler ve biyokimyasal markorler tirler
arasinda ayrim yapabilmesine ragmen tur igindeki ayrimi ortaya ¢ikarmada yetersiz
kalabilmekte, fenotipik &zelliklerin ortaya ¢ikmasi ise ekolojik kosullardan
etkilenebilir oldugundan diger bir belirte¢ olan bireyler arasi farklihg genetik
tabanda yapabilen molekiler markirlar 6nem kazanmaktadir.

Molekiiler markorler, genotipler arasindaki farki DNA dizeyinde (yani
DNA zinciri Uzerindeki A,G,C, T bazlarinin siralanisina gore) belirleyen ve
genotiplerde istenen bir geni belirlemek amaci ile kullanilan markorlerdir.
Markorlerle 1slahta en ©nemli asama, gene yakindan bagli markdrlerin
belirlenmesidir. Genetik haritalama, baglanti haritalar1 ve QTL analizleri ile islah
amacina uygun populasyonlar olusturularak bu gene en yakin markérler tanimlanar.
Tammlanan bu markirlar, konu ile ilgili yapilacak olan diger islah ¢alismalarinda
arastirmacilara kolaylik saglamaktadir.

Molekiler markorlerden PCR’a dayali bir yontem olan rastgele ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD) markorii genetik yapidaki farkliligi belirleyebilen 10
bazlik dizilime sahip bir markordir. Genom (zerinde rastgele baglanarak birden
fazla DNA parcas: Uretir. Genom dizisi hakkinda 6n bilgiye gerek yoktur, cok
yuksek saflikta ve miktarda DNA’ya ihtiya¢ yoktur, genom haritasina ihtiyac
duyulmadan istenilen genin varligin1 gosterebilir. Hizli, basit ve pratik bir yontem
olup radyoaktiviteye ihtiya¢ duyulmaz. RAPD markori, genetik haritalama ve
baglant: haritalarinin olusturulmasinda, genetik karekterizasyonda, bitki tirlerinin
genetik akrabaliklarinin belirlenmesinde, hibritlerin belirlenmesi, populasyonlar
arast ve populasyon igi genetik cesitliligin belirlenmesinde, bitki ve hayvan
islahinda, rahatlikla kullanilabilir. Ancak bu markériin homozigot ve heterozigot
bireyler arasinda tam ayrim yapamamasi, tekrar edilebilirliginin disuk olmasi
kullanimint sinirlayan durumlar arasindadir (Oz Aydin, 2004; Kumari ve Thakur,

2014).
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1.4. Markdr Destekli Seleksiyon

Markor destekli seleksiyonun tarimsal agidan énemli, bir ya da birden fazla
gen veya lokus tarafindan idare edilen 6zelliklerin hizli bir sekilde kalitilmasin
sagladigi bilinmektedir (Soylemezoglu ve ark, 2010).

Geleneksel islahta, melezleme 1slah: ile elde edilen bitkilerde istenilen
ozelligin ortaya ¢ikmasi uzun zaman almaktadir. Ozellikle meyvelerde genclik
kisirligi, periyodisite gibi durumlarin gértlmesi meyvelerden elde edilen tohum ya
da cekirdeklerden olusacak olan yeni bitkilerin elde edilmesini zorlastirmakta ve
zaman kaybi olmaktadir. Ayrica genotip ve gevre etkilesiminden dolay: istenilen
bitkinin secimi zor olmaktadir (Aycan ve ark, 2015). Geleneksel 1slahin, istenilen
geni direkt olarak belirleyebilecek kantitatif 6zellik lokuslar: (QTL) ve molekuler
markdr yontemleri ile hizlandirilmas: gerekir (Cristofani ve ark, 1999).

Markor destekli islah ¢alismalari, klasik bitki 1slahi ile molekiler biyoloji
ve genetik ¢alismalarini kombine eder (Anonim, 2014c). Bu kombin bitki 1slah
calismalarinda yapilan daha 6nceden bulunan, aranilan genin varhgini gosteren
markorlerin yeni olusturulan melez bitkilerde kullanilmast ya da genetik
kaynaklarin taranmasi sonucunda elde edilen bitkiler ile markor destekli seleksiyon
gerceklestirilir.

Markorlerle islahta en 6nemli asama, gene yakindan bagli markorlerin
belirlenmesidir. Bu markorlerin genetik haritalama ve QTL ile belirlenmesi
sonucunda gene en yakin markorler tanimlanir (Anonim, 2014d). Tanimlanan
markorler, konu ile ilgili yapilacak olan diger islah calismalarinda aragtirmacilara
kolaylik saglamaktadir. Islah¢inin islah sdresinin kisalmasina, alan ve isguclinden
kazang saglamasina yardim etmistir (Aksu ve Sahin-Cevik, 2014).

Markorler yardimi ile seleksiyon caligmalari gen kaynaklarimin tespit
edilmesi ve koruma altina alinmasi, 1slah suresinin kisaltilmas: (Aksu ve Sahin-
Cevik, 2014), gen piramitlerinin olusturulmasinda, geri melez islahinda aktarilan
genin secimi, erken seleksiyon gibi amagclarla tarimda kullanilmaktadir (Eserkaya-

Guleg ve ark, 2010).
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Bahge bitkilerinin ilgilendigi sis Dbitkileri, bagcilik, meyvecilik ve
sebzecilik alanlarinda yapilan islah programlarinda markirlarla seleksiyon yaygin
bir sekilde uygulanmaktadir.

Bitkiler; virls, bakteri, fungus, nematod ve bocekler tarafindan saldiriya
ugramaktadirlar.  Bitkiler bunlara karsi kendilerini  koruyacak bagisiklik
sistemlerine sahip degillerdir. Bununla birlikte kendilerini korumak icin ya devaml
ya da tesviklenme durumunda faaliyete gecen antimikrobial savunma
mekanizmalar: ve dayaniklilik genleri (R) tasimaktadirlar. Dayaniklilik islahinin
amaci, dayanikli genlerinin belirlenmesi, kdltlr bitkilerine aktarilmas: ve
klonlanmasidir. Dayaniklilik genlerinin belirlenmesi, geleneksel ydntemlere gore
uzun zaman almakta ve gozlemlemek zordur. Molekuler markérler kullanilarak bu
zorluklar ortadan kaldiriimaktadir (Devran, 2003).

Bitki 1slahcilari, hastaliklarin kontroliinde hastaliga dayanim genlerini (R
genleri) kullanmaktadirlar. Farkli patojenlere dayamm saglayan, klonlanan R
genlerinin, genler tarafindan kodlanan proteinlerle ortak 0zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu bulgular, bitkilerin, patojen olmayan etmenlere karsi dayanimin
ifade edilmesi igin ortak bir sinyal iletim mekanizmas: olusturabilecegini ileri
sirmektedir. Patojeni tanima ve diger molekiler ¢alismalar molekdiler isaretlerin
karakterizasyonu sonucunda belirlenmistir. Bu molekiler olaylarla, dayanimin
ifadesini belirlemek, bitki hastaliklarinin kontroliinde yeni gelisimlere yol acar
(Staskawicz ve ark, 1995).

Bitkilerde dayaniklilik yapisal, biyokimyasal ve genetik dayaniklilik
olmak Uzere Ug sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Genetik dayaniklilik nesilden nesile
aktarilabildigi, 1slah ve genetik muhendisligi ¢alismalariyla dayanikh bitki elde
etme programlarinda kullanmilabildigi icin  oldukga ©Onemlidir. Genetik
dayaniklilikta resesif ve dominant genlerle (NBS- LRR) korumanin yani sira RNA
susturma olarak bilinen genin aktivasyonunu degistiren ya da azaltan savunma
mekanizmasi rol oynamaktadir (Revers ve Nicaise, 2007; Degirmenci ve Ertung,

2010; Candar ve Erkan, 2011). Ayrica Gomez-Munoz ve arkadaslari (2016)
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tarafindan yapilan calismada turuncta dayanmikhgin viris irklarina bagh olarak
degistigi ve dayaniklihgin bitkisel bir hormon olan salisilik asit ve gen susturma
ile saglanabildigi ancak, viris irklar degistiginde dayaniklilik mekanizmasinin da
degistigi bildirilmektedir.

Bitkilerdeki dayaniklilik mekanizmasinda virisiin yasam donglsiindeki
bazi evrelerde virlisiin gelismesi bitki tarafindan 6nlenerek dayaniklilik saglanir. P.
trifoliata’da tristeza virustine karsi dayaniklilik mekanizmas: ¢cok net olarak belli
degildir ancak asirt duyarlihik (HR) mekanizmasinin etkili olabilecegi
disundlmektedir. P. trifoliata’da virs hicre icinde replike olur ancak
belirlenemeyen bir nedenle virionlarin birlesmesi engellenir (Albiach-Marti ve ark,
2004).

Virlsln bitkide cok fazla ¢cogalmamasi zayif ve gucli virtis irklarinin
birlikte ayn: agacta bulunmasi, yani c¢apraz koruma etkisi, virtisun bulundugu
bitkinin dayanikli olmasi, virusiin etkili vektoriniin bulunmamasi gibi nedenlerle
virisun epidemi yapmasi engellenir.

Diinya turuncgil endistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan CTV
viriisiine dayamm geni, bazi turuncgillerde dogal olarak vardir. Ornek olarak
Atlantica ceylanica (Arn.) Oliv., Fortunella crassifolia Swingle, P. trifoliata (L.)
Raf., Severinia buxifolia (Poir.) Ten verilebilir (Mestre ve ark, 1997c). Bu dayanim
P. trifoliata’da tek ve dominant bir genle kontrol edilmektedir (Mestre ve ark.
1997b; Fang ve ark, 1998). CTV’ye dayanikli bitkiler, virlis enfeksiyonunu
Onlemede dnemli rol oynarlar (Mirkov ve Prewett, 2002). Bu dayaniklilik genleri
Citrus’larla eseysel olarak uyusabilen Poncirus’larla melezleme yolu ile aktarilarak
dayanikl: bireyler elde edilebilir.

Bu calisma, turuncgillerde CTV’ye karsi dayanmkl ana¢ elde etmek
amaciyla dayanikli ana¢ kullanilarak yapilan melezleme c¢alismalari sonucu elde
edilen melez bitkilerde Tristeza’ya dayaniklilik geninin olup olmadigini molekdler

markdrler yardimu ile belirlemek amaciyla yurutilmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Aragtiricilar, turuncgil yetistiriciligini  sinirlayan  biyotik ve abiyotik
faktorlere kars1 dogada kendiliginden var olan dayanikli ya da tolerant gen kaynagi
bitkilerin sahip olduklari bu 6zellikleri melezleme islah: ile verim ve Kaliteyi
artirmak adina bu genlerin eksikligi gorildigi bitkilere aktararak hem anag¢ hem de
cesit gelistirme calismalarini surdirmektedir. Cesit ve anag gelistirmenin uzun
yillar aldigi calismalarda islah siresini kisaltmaya yardimci olan molekiler
markdrlerden yararlanilmaktadir. Bu bdlimde 6zellikleri 6nceden tanimlanan
turuncgil ve bazi meyvelerin erken seleksiyon calismalarina 6rnek olabilecek

calismalara yer verilmistir.

2.1. Turuncgillerde Markirlar Yardimi ile Erken Seleksiyon
2.1.1 Tristeza Dayamkhhg ile ilgili Erken Seleksiyon Calismalar:

Gmitter ve ark (1996), Citrus’larla akraba olan ve eseysel olarak uyum
saglayan P. trifoliata L.’min tristeza virisuine dayanim genine yakin bdlgenin
genetik baglantt haritassi melez bireyler kullanilarak olusturulmustur. Bulk
segregant analizi ile Citrus ve Poncirus arasinda yapilan geri melezlemelerle
olusturulan melez bitkiler arasindan CTV’ye dayanikli bireyler belirlenmistir.
Toplamda 320 RAPD primeri kullanilarak tarama yapilmis ve BSA (Bulk
Segregant Analizi) sonucu ile uyumlu RAPD markérleri secilmistir. Dort melez
kombinasyonunda, 8 RAPD fragmenti Ctv genine bagl bulunmustur. Harita
uzunlugu ve lokuslarin sirasi iki farkli program ile Karsilastirilmis ve
MAPMAKER program: ile 3.0 ve JOINMAP 1.3 program: ile belirlenmistir.
Ayrica dort geri melez familyasinda JOINMAP 1.3 programu ile de genetik harita
olusturulmustur. Markdrlerin siralar1 bir markor haricinde ayn: bulunmustur. Bu
familyaya spesifik dayanimla ilgili markdrler tantmlanmustr.

Mestre ve ark (1997a), CTV dayanikliligi ile ilgili yapmis olduklari

calismada iki populasyon kullanmiglardir. Olusturulan ilk populasyon kendine
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tozlanan P. trifoliata var ‘Flying Dragon’ bitkilerinden, ikinci populasyon ise C.
medica L. var ethrog ‘Arizona’ ve P. trifoliata var ‘Flying Dragon’ melezlerinden
olusmaktadir. Calismada dayaniklilik genine baglh markirlar: belirlemek ve her iki
populasyonda dayanim geninin yerini karsilastirmak amaclanmistir. Bu bitkilere
tristeza virGsu inokule edilmis ve virlis varhigi 3, 6, 12 ay sonra Double Antibody
Sandwich Enzyme-Linked Assay ve Direct Tissue Blot Inmunoassay testleri ile
aralikli olarak kontrol edilmistir. Operon firmasina ait 260 RAPD primeri, bulk
segregant analizi sonucunda olusturulan dayanikli ve duyarli oldugu bilinen
melezler ile tarama yapildiktan sonra gene yakin olarak belirlenen primerler
OPE20, OPW18, OPG18, OPK16 primerleri RFLP’ye cevrilmistir. Her iki
populasyonda farkli haritalama programlari kullanilmasina ragmen lokus siralart
ayn1 olarak belirlenmistir. Ancak, JOINMAP programinda gen bolgesinin
blyukligi MAPMAKER programina gore daha kisa olarak belirlenmistir. CTV’ye
dayanim geni cW18 ve cK16 markorleri arasinda bulunmustur. Belirlenen bu
markorlerin markorler yardimi ile seleksiyonda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Mestre ve ark (1997b), CTV’ye dayanimin mekanizmasini belirlemek icin
kendine tozlanan P. trifoliata var.’Flying Dragon’ melezlerinde ve bu bitkiye ait
iki nuseller bitkide viriistin yakin ve uzak mesafelerdeki tasinimi incelemislerdir.
CTV’ye dayanim geni markdrlerle belirlenmeye c¢alisilmigtir. Ctr-Rr ve Ctr-RR
genotipindeki bitkilerin dayanikl: oldugu, Ctr-rr genotipindeki bitkilerin ise duyarl
oldugu belirtilmistir. Ancak, Ctr-Rr geni tasiyan bitkilerde viris varligina
rastlanilmastir. Bu durum, CTV’ye dayanimda Ctr’den baska bir genin daha etkili
oldugunu gostermistir. Bulk segregant analizi ile yapilan ¢alismada Ctm lokusunun
varligi belirlenmis ve bu lokusa baglh 5 RAPD markoérii (OPDO7, OPE04, OPGO09,
OPG19, OPK16) tanimlanmigtir. Dayanimda bu iki genin birlikte etkili oldugu
belirtilmistir.

Deng ve ark (1997), yaptiklar: calismada tirleraras: geri melezlerde bulk
segregant analizi uygulanarak, tek genle kontrol edilen dayanim genini 12 adet

RAPD markori ile belirlemiglerdir. Bu markorlerle ve daha dnceki ¢alismalardan
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belirlenmis 8 markdrle Ctv gen bolgesi haritalanmistir. Ctv geni etrafinda 2,5 cM
uzaklikta 9 adet markor belirlenmistir. Dayanim genine baghh 20 RAPD
markoriinden yedisi klonlanip ve sekanslanmistir. Bu sekanslar ile SCAR markori
gelistirmek icin uzun primerler tasarlanmistir. Bu SCAR markériniin, markorlerle
seleksiyon calismasi, yiksek ¢ozundrlikli haritalama, klonlamaya dayali
haritalama icin glvenilir bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmistir. Klonlanan 7
RAPD markord, tekrar tasarlanip, PCR parametreleri optimize edilerek, ¢cogalma
trlinleri kesilerek SCAR markdriine donustrtlmistir. Bu 7 markérden 4’0
dominant olarak belirlenmistir, diger 3 markdr ise kodominant olarak
belirlenmistir. Farkililigin belirlendigi iki genomik bolge iki adet SCAR markdri
ile belirlenmistir.

Fang ve ark (1998), genetik haritalama c¢alismasinda belirledikleri 10 melez
kombinasyonundan (Cizelge 2.1), elde edilen 554 melez birey lzerinde CTV’ye
dayanim geninin markérlerini RAPD ve RFLP markorleri ile belirlemiglerdir.
PCR’a dayali markdrler bulk segregant analizi ile belirlenmistir. Ctv’ye en yakin
11 markorden 2’si tim populasyonda agilim gostermistir. On markor ise klonlanip
sekanslanarak ko-dominant RFLP markord gelistirilmistir. Yapilan haritalama
sonunda markarlerin Ctv geninin 5.3 cM etrafinda dagildigi gozlenmistir (Sekil
2.1). Z16’mn Ctv ile beraber agilim gosterdigi gorilmustir. C19 ve ADO08
markarlerinin ise Ctv geninin flanking (korunmus) bdlgelerinde oldugu gene
sirasiyla 0.5 ve 0.8 c¢cM uzaklikta oldugu belirtilmistir. Kullamilan iki farkl
haritalama programinda gen siralarinin ayni oldugu belirtilmistir.

Cristofani ve ark (1999), C. sunki Hort. ex. Tan. ve P. trifoliata (L.) Raf.”in
genetik baglanti haritalarin1 ve Tristeza’ya dayanikli gen bdlgesini haritalamak
amaciyla yaptiklari ¢alismada, pseudo-testcross haritalama yontemini kullanarak
RAPD markdrleri gelistirilmistir. C. sunki Hort. ex. Tan. ve P. trifoliata (L.) Raf.’in
arasinda yapilan melezlemede 314 F1 melez elde edilmis ve haritanin
olusturulmasinda bu F1 populasyonuna ait 80 melez bitki kullanilmigtir. Baglant:

haritasinin olusturulmasinda ve CTV’ye dayanikli gen bdlgesinin haritalanmasinda
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iki farkli program kullanilmigtir. CTV’ye dayanim genin degerlendirilmesinde
Western blot, DIBA (Dot immunobinding assay) ve Bulk Segregant Analizi
yapilarak cM degerlerinin hesaplanmasinda ise MAPMAKER 2.0 programi
kullanilmistir. Toplamda 169 RAPD markoriintin 125°i 18 baglanti grubunda yer
almistir. C. sunki’de 63 markor ile 10 baglanti grubu ve P. trifoliata cv.
Rubidoux’ta 62 markdr ile 8 baglanti grubu olusturulmustur. Diger 44 markorin
(% 26.78) diger gruplardan ayrim gostermedigi belirlenmistir. Toplam uzunlugu
1599.20 cM olan 2 harita olusturmuslardir. C. sunki’nin CTV’ye tolerant ve P.
trifoliata’mn CTV’ye dayanikli olduklarindan hibritlerinin, herhangi bir tristeza
enfeksiyonu gostermedikleri belirtilmistir. Son olarak CTV ile iligkili bltin
markorlerin P. trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux’un 1.baglanti grubunda, yalnizca
tek bir gen bolgesinin haritasinin olusturulabildigi belirtilmistir.

Deng ve ark (2000), yapilan ¢alismada turunggillerde 6nemli iki sorun olan
tristeza ve nematoda dayamm genlerinin kromozom (zerindeki yerlerini
belirlemislerdir. NBS (nucleotide binding site)-LRR (leucine rich repeat) grubu
dayanim genlerinin klonlanmas: ve karekterizasyonu yapilmustir. Poncirus’larda,
belirlenen genlerin haritalanmas: ve hastalikla iliskisi degerlendirilmistir. DNA
klonlarinin sekanslamasina ve genetik polimorfizmi ortaya ¢ikaracak kesim
enzimlerine dayali olarak 0zel primerler tasarlanarak CAPS markorleri
gelistirmislerdir. Amplifiye olan 3 DNA fragmenti (18P33a, Pt9a, Pt8a) Tristeza’ya
dayanimla bir DNA fragmenti ise nematoda (Pt8a) dayamimla ilgili olarak
bulunmustur. NBS bolgesinden dretilen primerlerin dayanim, gen etiketleme ve
klonlama ile calismalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Deng ve ark (2001), yaptiklar1 ¢calismada 678 adet geri melez populasyonu
kullanilarak, Ctv gen bdlgesinin yiksek ¢cozundrliklu haritalamas: yapilmistir. Ctv
geni ile birlikte segrege olan, gene yakindan bagl 3 adet markor belirlenmistir.
Poncirus ve Citrus melezlerinden olusan BAC kituphanesi taranmistir. Kromozom
walking ve landing aracilig: ile gelistirilen iki BAC contiginden birisi Ctv bdlgesini

cevrelemekte, digeri ise dayanim geninin alleli olan duyarlilik gen bdlgesini
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gostermektedir. Dayanim gen contigi 20 adet BAC klonundan olusmakta ve
yaklagik olarak 550 kb uzunlugundadir. Duyarliik gen contigi ise 16 BAC
klonundan olusmakta ve yaklasik olarak 450 kb uzunlugunda olmaktadir. BAC
Klonlar1 genetik harita ile birlestirildiginde klonlarin Ctv geninin etrafinda farkh
uzaklikta olduklar1 belirlenmistir. Southern hibridizasyonu ile NBS-LRR
sekanslarinin birka¢ kopyas: Ctv lokusunun etrafinda bulunmustur. Bu ¢alismalarla
odunsu bitkilerde haritalamaya dayali klonlama calismalarinin uygun oldugu
belirlenmistir.

Fang ve ark (1998), yaptiklari caligmada Ctv genine 2 cM uzaklikta
bulunan ve tiim populasyonda segrege olan markérleri RAPD markéri olan
OPADO8 primerini ve RAPD’ten RFLP’ye cevrilen RfC19, RfE20, RfzZ16
markdrlerini Fang ve Roose (1999) Chandler x Rubidoux ve Chandler x Webber
Fawcett melezlerini kullanarak yapilan taramalar sonucunda tristeza hastaligina
dayanimi kontrol eden farkl: bir gen daha oldugunu belirtmislerdir.

Yang ve ark (2001), yaptiklari calismada, kendi ¢icek tozu ile tozlanmis, P.
trifoliata (L.) Raf melezlerinde Ctv genine bagli markorleri belirlmiglerdir.
Dayanim geninin AD08 ve Z16 markdrlerine 1.2 cM, C19 makérine ise 0.6 cM
uzaklikta oldugunu belirlemislerdir.

Otha ve ark (2011), tarafindan C.hassaku hort. ex Tanaka, P.trifoliata
‘Flying Dragon’, ‘H-FD-1" (C.hassaku x P.trifoliata ‘Flying Dragon’), ‘Kiyomi’
(C.unshiu “‘Miyagawa wase’ x C.sinensis “Trovita’), Nou-8, ‘Harehime’ [(*Kiyomi’
x ‘Osceola’) x C.unshiu], C. grandis ve bu ebeveynlerin geri melezleri ile elde
edilen populasyonda 3 STS ve 1 SNP markirinin CTV’ye dayanim ile ilgili
markorler oldugu tespit edilmistir ve bu markirlarin markirlar yardimi ile
seleksiyonla islah programlarinda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Pinar ve ark (2016), Tristeza’ya dayanikli ana¢ gelistirmek amaciyla
Turkiye’de kullanilan 14 turunggil anacinda (Volkameriana, Kabalimon, Kleopatra,
Citrumelo, Troyer, Taiwanica, Carrizo, Brezilya Turuncu, Yerli Turung, Ug

Yaprakli, Yuzu, Rangpur lime, Sadokve Fortunella spp.) ve bu anaglarin bazilarina
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ait melezlerde Fang ve ark (1999), tarafindan gelistirilen RAPD markirlarinin
SCAR markirlarina donisturilmesiyle elde edilen 3 adet SCAR markirt ile
(SCT08, SCO07, SCADO08) tarama yapmuslardir. Hastahkla iliskili olarak
degerlendirilen bu markirlarin Ug¢ yaprakli ve melezlerinde dayanim geninin
oldugunu gostermistir. Molekuler analizler sonrasinda yapilacak viris testleri ile

dayanikliligin dogrulanacagini belirtmislerdir.

2.1.2. Turuncgillerde Uygulanan Diger MAS Cahsmalar

Turuncgillerde genetik haritalarin olusturulmas: ve bu haritalardan elde
edilen bilgilerin markdrler yardimi ile erken seleksiyon amaciyla 1slah
programlarinda kullanimi bilylik 6nem tasimaktadir.

Markirlar yardimi ile erken seleksiyon turuncgillerde 6zellikle patojenlere
dayaniklilik ve meyve 6zellikleri gibi ekonomik 6neme sahip 6zellikleri barindiran
melez bireylerin secimi icin yararl: bir tekniktir. Son 20-30 yilda turuncgillerde
genetik harita olusturmak icin gok sayida markir gelistirilmistir (Cizelge 2.1).

IIk turuncgil genetik haritas1 RFLP ve izoenzim markarlar: ile olusturulmus
(Durham ve ark. 1992, Jarrell ve ark. 1992) ardindan SSR markirlar: haritalama
calismalarina entegre edilmistir (Kijas ve ark. 1997). Daha sonra gelistirilen
genetik haritalarda 6nemli, genlerin lokalize olduklar1 yerlere odaklaniimis
soguklara dayanmklihk (Cai ve ark. 1994), turuncgil tristeza virtsine (CTV)
dayanikliligi (Cristofani ve ark. 1999, Fang ve ark. 1998, Gmitter ve ark. 1996),
meyve asitligi (Fang ve ark. 1997), apomiksis (Garcia ve ark. 1999, Kepiro ve
Roose, 2010), nematoda dayaniklihk (Ling ve ark. 2000) ve Phytophthora
gummosis’e dayanmkhhk (Siviero ve ark. 2006) ile ilgili calismalar

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.1. Mandarinlerde 1slah amagl: haritalanan 6zellikler (Omura ve Shimada,

2016)
Ebeveynler Melez Ozellik Baglanti Kaynak
SEV N grubu
Kiyomi x Miyagawa wase 125 Tohum sayisi 6 Omura ve
(QTL) ark (2003)
Kiyomi x Miyagawa wase 125 . N 1 Nakano ve
Poliembriyoni ark (2012)
Kiyomi x Okitsu 92 8 Nakano ve
Erkek kisirlik ark (2003)
Nou-8 x Shiamese 92 CTV'ye 2 Otha ve ark
acisless dayanim (2011)
Okitsu-46 x Nou-5 87 : i 9 Shimada ve
Cekirdeksizlik ark (2014)
Okitsu-46 x Nou-5 87 Karotenoidler 6 Sugiyama ve
ark (2011)

Bireysel genetik haritalar 6nemli veriler vermesine ragmen karsilagtiriimasi
zor oldugu igin belli bir stregten sonra referans genetik haritalar olusturulmustur.
Ollitrault ve ark (2012), klemantin mandarininde SNP ve EST-SSR markairlarlar:
kullanarak, Shimada ve ark (2014), mandarin melezlerinde CAPS ve SNP
markirlart kullanarak referans genetik haritalar olusturmuslardir (Cizelge 2.1)
(Omura ve Shimada, 2016).

Dalkili¢ ve arkadaslarimin  (2005) yaptiklart galismada, mandarin
hibritlerinde Alternaria hastahigina dayamm genini  RAPD markorleri ile
belirlemislerdir. Bu P12, AL13 markdrlerinin Joinmap program analizinden sonra
Ctv genine sirasiyla 15.3 cM ve 36.7 cM uzaklikta oldugu belirlenmistir. Minneola
tangelo’nun Alternaria’ya dayaniklihiginin tek ve resesif bir genle (aaM1) kontrol
edildigi Gzerine yapilan calismalarda dayanikli Klemantin mandarini ve duyarh
melezlerin (Clemantine x Minneola tangelo) geri melezlenmesi sonucunda 61

dayanikl: birey, 58 duyarli birey bulunmustur.
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Altaf ve ark (2014), Kinnow mandarininin cekirdekli ve gekirdeksiz
cesitlerinin arasindaki morfolojik farklilik belirlenmis, genetik farklilik ise RAPD
ve SSR markorleri ile ortaya gikarilmustir.

Yu ve ark (2016), SNP markorlerini kullanarak mandarin meyve kalitesini
etkileyen dnemli dzelliklere ait lokuslar: belirlemek amaci ile Fortune x Murcott
melezlerine ait F1 populasyonunda QTL haritalama sonucu olusturduklari birkag
SNP markériniin MAS ile kullanilabilecegini belirtmisleridir.

Chavez ve Chaparro (2011), cekirdeksizlikle ilgili genomik bdlgeyi
belirlemek amaci ile Robison tangerin x Citrus kinokuni ‘Mukaku kishu’
kombinasyonuna ait 371 F1 melez bireyde bulk segregant analizi uygulanmstir.
Analizler sonucunda tek ve dominant bir genin gekirdeksizlik 6zelligini kontrol
ettigi belirlenmis ve bu gene yakindan bagli RAPD markdrleri (OPAIL1, OPAJ19,
OPMO6r, OPAJO4r) tammlanmustir.

Chae ve ark (2011), erkek kisir olan Kiyomi (C. unshiu x C. sinensis)’nin
ve Jinkyool (C. sunki)’in melezlenmesi ile olusturulan 150 F1 bitkide BSA analizi
uygulanarak SRAP markorleri ile erkek kisirlik ozelligine bagli markorleri
gelistirmek amaclanmistir. Gelistirilen SRAP markorleri SCAR  markérine
donustirilmis ve tanimlanan SCAR markdrinin (pMS 33U/pMS 1462L) MAS ile
1slah programlarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Xiang ve ark (2010), turunggilde nematoda dayanim calismalarinda 8 adet
farkli melezleme kombinasyonlarina ait F1 populasyonlarini  nematoda
dayanikliligi belirleyen RAPD-SCAR ve dayaniklilik geni adayr markorlerle
taramiglardir. Tarama sonucu SCADO08, Y65 and 45b9T markoérlerinin dayanim
geninden uzak oldugu, 7A4L, 7A4R and 4L17L markirlarinin ise tekrar
edilmesinde sikinti  yasandigi  gortlmustir. Nematoda dayanim geninin
belirlenmesi ve MAS c¢alismalarinda kullanilmas: icin en az iki farkli markir

sistemi ile calisilmas: gerektigini belirtmislerdir.
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2.1.3. Bahge Bitkileri Turlerinde Yapilan MAS Cahsmalarina Ornekler

Yang ve Francis (2005), domateste verim ve kaliteyi dlsuren bakteriyel
hastaliklara kars1 dayaniklilik genini tek bir bireyde toplamak igin markdrler
yardimi ile seleksiyon yontemini kullanarak gen piramiti ile iki farkli hastaliga
dayaniklilik genini geri melez populasyonlar1 olusturarak bir bitkiye aktarmayi
basarmglardur.

Chen ve ark (2005), tek ve dominant bir genle kontrol edilen dogu findik
yanikhigi  hastahgina  dayanikli  bireylerle  olusturduklart  melezleme
kombinasyonlart 64 AFLP primeri ile taramiglardir. Haritalama sonucunda
dayaniklilik genine baghh 3 AFLP markort belirlemislerdir. Bu markirlarin
hastaliga dayanimda markirlar yardimu ile seleksiyonda kullanilacag: belirtilmistir.

Fazio ve ark (2003), hiyarda ¢oklu yan dal olusumunun (MLB) 5 farkh
faktoriin kontrolu altinda oldugunu belirterek islah etkinligini artirmak amaciyla
markdrler yardimi ile seleksiyon ile daha 6nceden gelistirilmis markérleri geri
melezleme ile olusturduklar1 populasyonlarda denemislerdir. Hem fenotipik hem
de MAS ile yapilan genotipik seleksiyonun birlikte uygulanmasinin islahin
etkinligini artirdigini bildirmislerdir.

Dalbo ve ark (2001), yilinda yaptiklar: calismalarda asmalarda killemeye
dayaniklilik genine ait markorleri MAS c¢alismalar ile gelistirmislerdir. Dayanikli
ebeveynle yapilan melezleme calismalari ile olusturulan melezlerden bulk
segregant analizi ile bir RAPD ve bir AFLP markori gelistirilmistir. Daha sonra bu
markorler CAPS markdrlerine gevrilerek islahin etkinligi artirilmastr.

Schnell ve ark (2007), kakaoda yetistiriciligi sinirlayan Moniliophtora spp.,
M. roreri, ve Pthytophthora spp.’nin neden oldugu hastaliklara karsi dayanikl
birey gelistirmek amaci ile olusturulan F1 populasyonunda QTL calismalar: ile
hastaliklara dayaniklilik markérlerini gelistirmislerdir.

Chunxiao ve Sink (1997), kuskonmaz bitkisinde cinsiyeti belirlemek amaci
ile olusturulan melezleme populasyonlarinda bulk segregant analizi uygulanarak

ilgili lokusa baglh RAPD ve SCAR markorlerini gelistirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada kullanilan 160 adet melez bitki Cukurova Universitesi Ziraat
Fakultesi’ne ait turuncggil serasindan temin edilmistir. Markorler yardimi ile
seleksiyon yontemi ile tristeza virlisine dayanikli turuncgil anag 1slahi kapsaminda
kullanilan ebeveyn bitkiler ve melez bitkiler sayilar1 Cizelge 3.1’de, primer baz
dizilim siralar1 ve bant buylklukleri Cizelge 3.4’de, primerlerin elde edildigi

ebeveyn bitkiler ise Ek-13"de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan ebeveynler ve melez bitki sayilari

Ana Ebeveyn (?) Baba Ebeveyn (3) Melez Bitki
Sayisi

C. aurantium var. “Gou Tou” P. trifoliata var. Yerli 27

C. myrtifolia Rafinesque P. trifoliata var. Rubidoux 92

C. sunki (Hayata) hort. ex o ]
P. trifoliata var. Rubidoux 41
Tanaka

3.1.1.1. Yerli Ug Yaprakh (Poncirus trifoliata var. Yerli )

Cin’de sis bitkisi olarak, Japonya’da 6zellikle Satsuma mandarinlerinde
kullanilan bir anactir. Tristeza’ya ve soguklara toleransliligi agisindan melezleme
islaht caligmalarinda sikga kullanilir. Yuksek pH’li topraklarda siklikla demir

klorozu gosterir (Cimen, 2011).

3.1.1.2. Rubidoux Ug Yaprakhs: (Poncirus trifoliata var. Rubidoux)
Soguklara, P. gummosis ve tristeza hastaligina dayanikli, su eksikligine
toleranshidir (Siviero ve ark, 2006; Fang ve Roose, 1999; Yahmed ve ark, 2016).

Kiglk yapraklilar grubunda olan Rubidux tzerine asili bitkilerin habituslarinin gok
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fazla yayilmasina izin vermez (Shannon ve ark, 1961). Ozellikle Uizerine asili
mandarinlerinde verim, kalite ve agac¢ gelisimi, agisindan diger anaglara gére daha
etkilidir.

3.1.1.3. Gou Tou Turuncu (Citrus aurantium var. “Gou Tou™)

Cin kokenli bir anag¢ olup ebeveynleri bilinmemektedir. Sel baskinina, alkali
topraklara ve tristeza virlsiine toleranttir (Bowman ve Garnsey, 2001; Garnsey,
1992). Hakkinda cok fazla bilgi olmamasina ragmen diger anaglarin gelisimini

engelleyecek yiksek pH’l1 ve phytophthora ile bulasik topraklarda kullanilabilir.

3.1.1.4. Sunki Mandarini (Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanaka)

Diinyada ¢ok fazla yaygin olarak kullanilmamakla birlikte Cin ve Tayvan’da
ana¢ olarak kullanilmaktadir. Yuksek pH’li kirecli topraklara adaptasyon
saglamaktadir. Sunki mandarini bircok portakal ve mandarine ana¢ olarak
kullanildiginda cok iyi sonuclar verir. Kiiglik meyvelidir ve {izerine asili gesitlerde
bodurluk ozelligi gosterir. Hastaliklara dayanimi ve Uzerine asili cesitlerdeki
meyve kalitesi ile istenilen anag 6zelligi tasimaktadir. Turunggil yanikhigi, demir
klorozu ve Tristeza’ya toleranttir (Bitters, 1986; Hamilton ve ark, 1985; Cristofani
ve ark, 1999).

3.1.1.5. Cin Turuncu (Citrus myrtifolia Rafinesque)

Turung klonlarinin ¢cogu ya da hemen hepsi tek bir atadan gelmektedir.
Ancak, nuseller embriyoda ya da vejetatif dokularda mutasyon meydana gelmesi
ile genetik yapis1 farkli klonlar olusmustur. Cin turuncu, kiglk yapraklh, kigik
meyvelidir ve bogum aralar: kisa, blyime giict distik, bodurluk 6zelligi gosteren
Tristeza’ya duyarl: bir bitkidir (Bowman ve Garnsey, 2001; Castle ve ark, 2011).

Kirece toleranttir.
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3.2.  Metot
3.2.1. Klasik Melezlemelerin Yapilmasi

Melezlemeler nisan ayinda ciceklenme doneminde yapilmistir. Cesitlerin
ciceklenme doneminde, baska cesitlerin cigek tozlarinin karigmamasi igin baba
ebeveynlerden ta¢ yapraklar acilmadan once cicekler alinarak, sicak ve kuru
kosullarda tutulmus ve acan giceklerden cicek tozlari alinarak kapali kaplara
konulmustur. Ote yandan ana ebeveynde cicekler agilmadan énce tag yapraklar
acilarak erkek organlar kopartilip uzaklastirilmis ve cigekler sik dokulu bir bez
kese icine alinmistir. Tozlayic1 ebeveynlerden ayri ayri alinan ve ayr kaplara
konulan cicek tozlari ile ana ebeveynin keseye alinmis ciceklerinin reseptif hale
gelmis disi orgam bir firca yardimiyla tozlanacak ve her cicege ilgili etiketi
baglanarak yine ayni kese icerisine alinmistir. Meyveler belirli bir buyikluge
geldiginde, keseler c¢ikarilacak ve bunun yerine daha iyi hava alinmasin
saglayacak olan ve olgunluk déneminde meydana gelebilecek dokiimlerde meyve
kaybin1 énlemek icin daha seyrek dokunmus olan fileler kese olarak kullanilmistir.

Meyveler olgunlasinca hasat edilmis ve tohum ¢ikarma islemine kadar soguk
hava depolarinda muhafaza edilmistir. Daha sonra tohumlar meyveleden ¢ikartilip
kurutularak ekim zamanina kadar +4°C’ de saklanmustur.

Yerli U¢ yapraklinin baba olarak kullanildigi kombinasyonlarda, Yerli (g
yaprakli agaclari, ana olarak kullanilan genotiplere gore daha erken cigeklendigi
icin alinan ¢igek tozlarinin nemi silikagel veya CaCl, yardimiyla 2 saat kadar
siireyle alinmis, sonra silikagel bulunan ortamda kapal: kutuda -80°C’de muhafaza
edilmistir. Ana olarak kullanilan genotipler ciceklendigi zaman ¢icek tozlar: derin
dondurucudan ¢ikartilarak melezlemede kullanilmustir.

Olgunluk  doneminde meyveler toplanmis, meyvelerden tohumlar
cikartilarak, seraya tohum ekimleri yapilmistir. Elde edilen melez bireylerde
molekiler markirlar yardimi ile seleksiyon amaciyla yaprak ornekleri alinarak

DNA izolasyonlar: gerceklestirilmistir (Yesiloglu, 2011).
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3.2.2. DNA izolasyonu

Serada biytulen melez bireylerden taze yapraklar alinip (Sekil 3.1.), DNA

izolasyonu yapilmastir.

Sekil 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan taze yapraklar

izolasyon sirasinda gerekli CTAB ve Kloroform: isoamilalkol (24:1)

cozeltileri hazirlanmistir. CTAB c¢ozeltisini olusturan kimyasallarin miktar ve

derisimleri Cizele 3.2’deki gibidir.

Cizelge 3.2 CTAB c¢ozeltisi bilesen miktarlar1 ve konsantrasyonlari

Bilegenler 100ml CTAB icin gereken miktarlar | Konsantrasyon
CTAB 29r % 2
NaCl (5M) 28 ml 1.4 M
EDTA (0,5M) pH:8 4ml 02M

Tris HCI (1M) pH:8 10 ml 0.1M

Su 40.3 ml

30




3. MATERYAL VE METOD Burcu GOKSU

Izolasyon asamasinda izlenilen asamalar ve kullanilan kimyasallar sirasiyla

sOyledir;

Orneklerin bulundugu her tipe 700ul CTAB cozeltisi ve 4 pl B-
merkaptoetanol eklenip tiipler 20 dk 65°C’de bekletilmis ve her 10
dakikada bir karistirilmustir.

Tlplere 700 pl kloroform: izoamil alkol (24:1) karisimi eklenip
karigtirtldiktan sonra 10 dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifij
yapilmistir.

Santriftj sonrasi Ustte kalan sipernatant kisim yeni bir tupe
aktarilmusir.

Yeni tipe alinan slipernatant Gzerine 700 pl kloroform: izoamil alkol
eklenip 10 dk boyunca 13.000 rpm’de santrifij edilmistir.

Temiz bir tipe aktarilan drnekler Gzerine 3 pl RNase enzimi eklenip
hafifce karistirilarak 15 dakika boyunca beklemeye birakilmustir.

Daha sonra tiplere 3M 70 pl NaCl eklenmis ve karistirilmasi
saglanmustir.

Tiplere 420 ul soguk isopropanol eklenmis ve 13.000 rpm’de 20dk
santrifiij edilmistir.

Bu islemden sonra isopropanol dikkatlice ¢ope dokulir.

DNA ile 1 mlI’lik % 70-75 etanolle 5 dk boyunca 13.000 rpm’de
santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasinda tupteki alkol dokulmstar.
Tup icerisinde kalan alkoller kisa santrifiij ile iyice uzaklastirildiktan
sonra izole edilen DNA’lar 25 pl TE buffer icerisinde

cozundurilmastdr.
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.

Sekil 3.2. DNA izolasyon asamalari. (A. 65°C’de bekletilme asamasi, B. CTAB ve
kloroform eklendikten sonra santriflj sonrazi fazlara ayrilma, C., D.
Siipernatant kismin alinmasi ve yeni tipe aktarilmasi, E. Slpernatant (izerine
kloroform:isoamil alkol eklenmesi, F. Supernatant (zerine isopropanol
eklendikten sonra DNA’nin bulut seklinde yogunlasmast)

3.2.3. DNA Kalitesi ve Kantitesinin Belirlenmesi

izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin  PCR’a uygunlugu agisindan
kalitelerini ve miktarlarint belirlemek amaci ile spektrofotometrede (NanoDrop ND
100) ol¢im yapilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullaniimak (zere
Olcumleri gerceklestirilen DNA’larin miktarlari aym olacak sekilde 5 ng’a
ayarlanmustir.

=

Bl LA & W
Sekil 3.3. DNA miktar

ve kalite dlctim
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3.2.4. Kullamlan Primerler, RAPD Reaksiyon Kosullart ve Agaroz Jel
Elektroforezi

Markorler yardim ile seleksiyon caligmasinda dayaniklilik bantlarint elde
edecegimiz markorleri, markorlerin bant buyuklikleri ve primer dizisi Cizelge
3.4.’de verilmistir.

Bu markorler ile RAPD reaksiyonlarinda kalip DNA’dan ¢ogaltim
saglanabilmesi amact ile kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlari, konantrasyonlari

asagidaki Cizelge 3.3 deki gibidir.

Cizelge 3.3. PCR bilesen, miktar ve konsantrasyonlar

PCR Bilesenleri Kullanilan Miktar (ul) Konsantrasyon
Master Mix 6,25 2X
Primer 1,25 100pmol
MgCl, 0,5 25mM
DNA Taq Polimeraz enzimi 0,05 5U

Kalip DNA 3 5ng

Su 1
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Cizelge 3.4. Kullanilan primerler ve baz dizilis siralari

Cristofani ve ark (1999) | Bant Bayiklugi (bc) Z_:'mer Dg',z)'s'
OPW18 450 TTC AGG GCAC
OPAV12 470 AGC CGT CGA A
OPE16 510, 570 GGT GACTGT G
OPAV11 1430 GAC CCCGACA
OPATO7 400 ACT GCG ACC A
OPE20 510 AAC GGT GAC C
OPNO8 2750 ACCTCAGCTC
OPEO7 820 AGATGCAGCC
OPA04 480 AAT CGG GCT G
OPN15 1630 CAGCGACTGT
OPMO05 380 GGG AACGTGT
Fang ve Roose (1999) Bant Buyuklugu (bg) ?Srllmer l)3|z)|5|
OPADOS8 1100 GGC AGG CAAG
Mestre ve ark (1997a) Bant Buyuklugu (bg) I(35r|mer l)3|z)|5|
OPOO07 650 CAGCACTGAC
OPG18 1000 GTG CCT AACC
OPA15 1200 TTC CGAACCC
OPO10 1400 TCAGAG CGC C
OPW18 450 TTC AGG GCAC
Mestre ve ark (1997b) Bant Buyuklugu (bg) I(:’Srlmer l)3|z)|5|
OPDO7 800 TTG GCACGG G
OPEO4 750 GTCACATGCC
OPG09 1200 CTGACGTCAC
OPG19 1000 GTC AGG GCAA
OPK16 800 GAG CGT CGAA
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Cizelge 3.4.”lin devami

Fang ve ark (1998) Bant Buyuklugi (bg) (P5r|mer [2?8'
OPC19 960 GTT GCCAGCC
OPJO7 570 CCTCTCGACA
OPJ20 750 AAG CGG CCT C
OPLO4 370 GACTGCACAC
OPO04 700, 1300 AAG TCCGCTC
OPO12 1000 CAGTGCTGT G
OPW18 450 TTC AGG GCAC
OPADO2 700 CTGAACCGCT
OPAFO05 700 CCC GAT CAG A
OPAF07 580 GGA AAG CGTC
OPC17 760 TTCCCCCCAG
OPE16 570 GGT GACTGT G
OPF19 950 CCTCTAGACC
OPGO06 900 GTG CCT AACC
OPTO09 390 CACCCCTGAG
OPZ16 650 TCCCCATCAC
OPE20 600, 920 AAC GGT GAC C

Hazirlanan karisimdan her ornege 9 pl eklendikten sonra thermal cycler
cihazinda istenilen gen bolgesinin gogaltiminin saglanmasi amaci ile thermal cycler
cihazinda 6n denatiirasyon, denatiirasyon, baglanma, uzama ve son uzama
asamalari igin sicaklik ve siire ayarlamalar: yapilarak PCR reaksiyon kosullar:
olusturulmustur. On denatiirasyon asamasinda 94°C’de 2 dakika, 45 dongii olacak
sekilde denatlrasyon asamasinda 94°C’de 1 dk, primerin baglanma asamasinda 37
°C’de 1 dk, uzama asamasinda 72°C’de 2 dk; son uzama asamasinda ise 72°C’de

10 dk, olacak sekilde programlandirilmistir. Thermal cycler cihazindan alinan
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PCR urinlerinde istenilen bant buytkliklerinin varligini gérmek amaci ile agaroz
jel elektroforezi yapilmustir.

Agaroz jel hazirhigi asamasinda 10X konsantrasyona sahip 1L stok Tris-
Borik asit-EDTA (TBE) ¢ozeltisi hazirlanmistir (Cizelge 3.3). Daha sonra bu
cozelti 0,5X’e seyreltilerek elektroforez tanklarina koyulmustur ve 300 ml 0,5X
TBE tampon ¢0zeltisi igerisine 4,5 gr agaroz eklenerek % 1.5’lik konsantrasyona

sahip agaroz jel hazirlanmustur.

Cizelge 3.5. 10X konsantrasyona sahip TBE bilesenleri

Kullanilan Kimyasallar Miktari
Tris bazi 108 gr

Borik asit 55 gr

0,5M EDTA (pH 8) 40 ml

Mikrodalga firinda 10 dk agarozun ¢ozindirilmesi saglanmstir. Firindan
cikarilan jelin Uzerine UV 1sik altinda floresan etki gosteren 10mg/ml
konsantrasyona sahip 10 pl etidiyum bromir eklenmistir. Firindan ¢ikarilan jel, jel
tepsisinden sizmayacak sicakliga gelene kadar sogutulmus ve hazirlanan jel
tepsilerine dokulup ve taraklarla kuyucuklar olusturulmustur (Sekil 3.4).

PCR drdnlerinin tzerine 3 ul 6X ylkleme boyas: eklenerek agaroz jelde
olusan kuyucuklara érnekler yiiklenmis ve 70V’ta 3,5 saat elektrik akimi altinda
niikleik asitler blyukliklerine gore ayrilmistir. Bantlarin buyikligi bilinen 100 bp
ve 1 kb’lik referans bantlarla skorlama yapilmistir. Beklenilen buyukltkteki
bantlarin varhigr durumunda (1), yoklugunda (0) seklinde skorlanarak her meleze

ait tablolar olusturulmustur.
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Sekil 3.4. Agaroz jel elektroforezi (A. Agarozun tartiimasi, B. Agaroz ile TBE

cozeltisinin erlene koyulmasi, C. Agarozun  mikrodalga firinda
cozundurilmesi, D. c¢ozeltinin  sogultulmas;, E. Agaroz jelin

elektroforez tepsisinde donmasi, F. Jel tepsisinin tanka koyulmasi, G.
Orneklerin jele yliklenmesi)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Tez calismasi kapsaminda, tristeza virlisuine dayaniklihik agisindan markorler
yardimi ile erken seleksiyon ¢alismalar: icin PCR reaksiyonlarinda kullaniimak
Uzere ebeveyn ve melez bitkilerden DNA izolasyonu gerceklestirilmis, miktar ve
kaliteleri spektrofotometre ile 6lgiilmiistir. Olgiim sirasinda A230, A260, A280
degerleri dikkate alinmistir. Bu absorbans degerlerinde A260/A280 oraninin 1.8
olmas:t DNA’nin saf bir sekilde izole oldugunu gosterirken, A260/A230 oraninin
yaklasik 2.2’den farkl: olmasi da DNA’nin protein, fenol, karbonhidratlarla bulasik
oldugunu gostermektedir (Kancagi, 2012). Bu tez calismasinda izole edilen
DNA’larin 6lgiim sonuglar: degerlendirildiginde DNA miktarlart Gou Tou turuncu
x Yerli U¢ yaprakli melez kombinasyonunda 50,86-2247,78 ng/ul araliginda, Sunki
mandarini X Rubidoux U¢ yapraklisinda 53-300 ng/ul araliginda, Cin turuncu X
Rubidoux melezlerinde 51-1151ng/ul araliginda; DNA kaliteleri (A260/A280) ise
Gou Tou turuncu x Yerli tg¢ yaprakli melez kombinasyonunda 1.24-2.01, Sunki
mandarini X Rubidoux (¢ yapraklisi kombinasyonunda 1.58-2.03 araliginda, Cin
turuncu x Rubidoux melezlerinde ise 1.53-2.05 araliginda PCR calismalarina
uygun kalitede ve yeterli miktarda DNA elde edilmistir.

Molekiiler genetik calismalarinin baslangic asamas: olan DNA izolasyonu
sirasinda etkin bir izolasyonun yapilmasi, daha sonraki asama olan PCR
calismalarindan guzel sonuglar elde edebilmek agisindan énemlidir. Bu nedenle
DNA izolasyonunda kisa surede, saf, ylksek miktarda ve kaliteli DNA elde etmek
gerekmektedir (Simsek ve ark, 2008). izolasyon sirasinda tamamen temizlenmeyen
sekonder metabolitler ve diger bilesikler, izolasyonun etkin bir sekilde
yapilmamasina neden oldugu gibi PCR sirasinda gen bdélgesinin ¢cogalmasint ve
klonlama islemlerinin verimliligini de etkiler (Khanuja ve ark, 1999; Schrader ve
ark, 2012).
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4. 2. RAPD-PCR Reaksiyon Sonuglari

Bu calismada, turuncgillerde anac¢ islahi programi cergevesinde farkl
populasyonlarla olusturulan melezlerde tristeza virusiine dayaniklilik agisindan
onceki calismalarda tespit edilen markirlarin bu tez c¢alismasinda kullanilan
populasyonda etkin kullanilip kullanilamayacag: arastirilmigtir.

oncelikli olarak secilen ebeveynlerde sozkonusu primerlerle RAPD-PCR analizleri

yapilmustir.

Analiz  sonuglar

degerlendirilerek bu primerlerin dayaniklilik

bantlarini verip vermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4).

Bu amagla

Cizelge 4.1.Cristofani ve ark, (1999)’nin belirledigi primerlerin tarama sonuglar

. Sunki Rubiggep: Cin Yerli U¢ | Gou Tou
PT.'”.‘.er‘..b:"‘..”t Mandarini ¢ Turuncu | Yaprakh |Turuncu
buyukligi (bp) yapraklisi
OPW18 450 - + - + -
OPAV12 470 - il - + -
OPE16_ 510,570 - + - + -
OPAV11 1430 - + - + -
OPATO07 400 - + - + -
OPE20 510 - + - + -
OPNO08 2750 - - - - -
OPEQ7 820 - + - + -
OPA04 480 - + - + -
OPN15 1630 - - - - -
OPMO05 380 - + - + -

Cizelge 4.2. Fang ve Roose, (1999)’un belirledigi primerlerin tarama sonuglar

Primer-bant Sunki URgbldoux Cin Yerli Ug | Gou Tou
buyukligu (bp) |Mandarini yapraklisi Turuncu | Yaprakh |Turuncu
OPADO08_1100 - + - + -
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Cizelge 4.3. Mestre ve ark, (1997a)’nin belirledigi primerlerin tarama sonuglari

Primer-bant
biayuklagi (bp)

Sunki
Mandarini

Rubidoux Ug

yapraklisi

Cin

Turuncu

Yerli Ug
Yaprakh

Gou Tou
Turuncu

OPO07_650

OPG18 1000

+

+

OPA15_1200

OPO10_1400

OPW18 450

+ |+ |+ [+

+ |+ |+ [+

Cizelge 4.4. Mestre ve ark, (1997b)’nin belirledi

gi primerlerin tarama sonuglari

Primer-bant
biayuklagi (bp)

Sunki
Mandarini

Rubidoux Ug

yapraklisi

Cin

Turuncu

Yerli Ug
Yaprakh

Gou Tou
Turuncu

OPDO07_800

+

+

OPE04 750

OPG09_1200

+

+

+

OPG19 1000

+

OPK16_800

+

+ |+ |+ [+

+

Cizelge 4.5. Fang ve ark, (1998) nin belirledigi primerlerin tarama sonu

lar

Primer-bant
buyuklugl (bp)

Sunki
Mandarini

yapraklisi

Rubidoux Ug

Cin

Turuncu

Yerli Ug
Yaprakh

Gou Tou
Turuncu

OPC19_960

+

+

OPJ07 570

OPJ20_750

OPL04_370

OPO04_700,1300

OPO12 1000

OPW18 450

OPADO02_700

OPAF05_700

OPAF07_580

OPC17_760

OPE16_570

OPF19_950

OPGO06_900

N A AR A R R R

R R AR R R R s

OPT09_390

OPZ16_650

OPE20_600

+ |+

+ |+

OPE20_920
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RAPD analizi sonrasinda ebeveyn bitkilerden Tristeza’ya dayaniklilig
bilinen Rubidoux U¢ yaprakhisinda ve Yerli U¢ yapraklida kullanilan primerlerden
dayaniklilik bantlari elde edilmistir. Ancak Cristofani ve arkadaslarinin (1999),
belirledigi primerler arasindan OPNO8 ve OPN15 primerlerinden (Cizelge 4.1),
Fang ve arkadaslarinin (1998), belirledigi primerler arasindan ise OPEZ20
primerinden 920 bg¢ baydkliginde ilgili DNA  bolgesinin  cogaltim
saglanamamistir (Cizelge 4.5). Tristeza’ya duyarh ya da tolerant olarak bilinen
ebeveynlerde ise OPGO06, OPO12, OPO04, OPG09, OPK16, OPG18
primerlerinde ilgili bant biyukligini verdigi gorilmustir. Ancak ebeveynlerin
tristezaya dayanikl, tolerant ya da duyarl: olma durumlarinin genetik mekanizmasi
(RR, Rr, rr) bilinmemektedir. Ebeveynlerdeki dayaniklilik bantlarinin varhgin
kesinlestirmek amaci ile ko-dominant markér sistemi kullanilmali ve virls
testlemeleri yapilarak dogrulanmalidir.

Tez calismas: kapsaminda, Sunki mandarini x Rubidoux U¢ yapraklisi, Cin
turuncu x Rubidoux (¢ yapraklisi ve Gou tou turuncu x Yerli U¢ yaprakh
kombinsyonlarindan elde edilen melez bireyler kullanilmigtir (Sekil 4.1, 4.2 ve
4.3). Kullanilan tim melez bireylere ait RAPD analiz sonuglari Ek 1-9'da

sunulmustur.
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Nt

Sekil 4.1. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerine ait goriinti
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-~

Sekil 4.3. Gou Tou turuncu x Yerli Uc yaprakli melezlerine ait gorintu

Fang ve ark (1998), olusturdugu 10 populasyonda (Cizelge 4.6) Ctv geninin
5 cM etrafindaki primerler (Sekil 4.4) bu tez calismasinda kullaniimstir.
Olusturulan 10 populasyonda ortak bir sekilde segrege olan 6 primerin haricinde
dayaniklilik bantlarinin  varligini gosteren diger primerler de bu calismada
kullaniimistir (Cizelge 3.4). Bu primerlerin farkli melez kombinasyonlarindaki
PCR reaksiyonlar1 sonrasi Cin turuncu x Rubidoux U¢ yapraklist melezlerine ait
sonuglar Ek-1-4’de, Gou Tou turuncu X Yerli ¢ yaprakli melezlerine ait sonuglar
Ek-5-8’da, Sunki mandarini X Rubidoux U¢ yapraklist melezlerine ait sonuclar Ek-
9-12°de sunulmustur.
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Cizelge 4.6. Fang ve ark, (1998) nin kullandig: ebeveyn bitkiler

Fang ve ark., (1998)
Populasyon Anne Baba
1 Citrus taiwanica Poncirus trifoliata cv.
Webber Fawcett
2 C. maxima cv. Chandler P. trifoliata cv. Rubidoux
3 C. maxima cv. Chandler P. trifoliata cv. Webber
Fawcett
4 C. maxima cv. Tahitian P. rifoliata cv. Flying
Dragon
5 C. maxima cv. Tahitian Carrizo citrange
6 C. sinensis cv. Ruby P. trifoliata cv. Flying
Dragon
7 Scaton citrumelo Troyer citrange
8 P. trifoliata cv. Pomeroy P. trifoliata cv. Pomeroy
9 P. trifoliata cv. Flying Dragon [ 1oliataglying
Dragon
10 P. trifoliata cv. Flying Dragon | C-35 citrange
B F2
(L0 == HVH
A FI
LIRY] I!rl--:'I-'I: 3 U.'JJ'.'_'
S54-1 E20 ¢ Consensus
1.5 Upklib
2.9 OploT 0.0 Opdo7?
o 0 = £ 03 E2n
TR N
1 . 2.1 FAT N |
j: ,?,’f s a2 co 21 v Ctv gen bolgesi
2271~ ADos = .
54 UpADOE = ! 19 ADDR
(HL s
116 =4= TH9
53 i

Sekil 4.4. (A) 1.-6. Populasyonlara ait birlestirilmis baglati haritasi, (B) 7.-9.
Populasyonlara ait birlestirilmis baglati haritasi, (C) Join map 2.0
programi kullanilarak olusturulmus 10 populasyona ait ortak harita.
(MAP MAKER 3.0.) Uzaklik birimi cM’dir (Fang ve ark, 1998).
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Fang ve ark (1998), genetik haritalama sonras: olusturduklar: birlestirilmis
haritada elde edilen gen bélgesine 5 ctM mesafeye kadar olan markdérlerin OPC19,
OPJ07, OPT09, OPZ16, OPE20, OPADO8 oldugunu belirlemislerdir. Ayrica,
kullanilan OPADO8 primerinin Deng ve ark (1997), tarafindan kullanilan melez
kombinasyonlarinda da dayaniklilik bandi verdigi ve Ctv genine 2 cM mesafede
bulundugu belirtilmistir. Fang ve ark (1998), OPADO08 ve OPZ16 primerlerinin
tim populasyonda agilim gosterdigini bildirmislerdir.

Ayni primerlerin kullanmildigi bu tez calismasinda Sunki mandarini x
Rubidoux melezlerinde OPADO08, OPC19, OPE16, OPJ07, OPO04, OPO12,
OPTO09, OPZ16, OPE20 primerlerinin dayanimla ilgili bant verdigi gozlenmistir
(Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7).

1kb OPADOS- 1100 bp 1kb
= 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19!

¢ MR SRS
e

Sekil 4.5. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPADO8 primerine ait jel
goruntusa
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™

Hiii 369 bip

bt et b

H“ [ N ]

Sekil 4.6. Sunki mandarini x Rubidux melezlerinde OPC19 primerine ait jel
gorintusu

TIPTIA - Bekienien Bani Rirgll kg V) b

Sekil 4.7. Sunki mandarini X Rubidux melezlerinde OPTOQ9 primerine ait jel
gorlntusu

Galigmamizda  kullamlan ~ Cin  turuncu X  Rubidoux melez
kombinasyonlarinda OPADO08, OPE16, OPOO04, OPE20 primerlerinin tim
populasyonda PCR reaksiyonlaridan istenilen sekilde amplifikasyon elde edilmis,
dayaniklilik bandi gérilen melezler bireyler skorlanmigtir. OPZ16 primeri ile bu
kombinasyondaki melezlerdeki tim bitkilerde (¢ kez PCR reaksiyonlar
gerceklestirilmesine ragmen higbir gen bolgesinin ¢ogaltilamadigi gorilmustar.

OPJO7 primerine ait PCR reaksiyonlari populasyondaki 41 bitkide sorunsuz
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gerceklesmis ve dayanikli oldugu bilinen melezler belirlenirken populasyondaki
diger 51 bitkide amplifikasyon gerceklesmemistir. OPO12 primerinin ise sadece 1
melez bireyde, OPC19 primerinin ise 5 adet melezde sonu¢ vermedigi
goralmisttr. OPF19 ve OPADO2 primeri 21 genotipin, OPAF05 13 genotipin,
haricindeki melezlerde bant elde edilmis ve dayaniklilik bandini gdsteren melez
bireyler secilmistir. OPJ20 ve OPL04, OPW18, OPAF07, OPGO06 primerleri Cin
turuncu x Rubidoux kombinasyonuna ait tim melezlerden skorlanabilir sonuglar
elde edilmistir. Cin turuncu x Rubidoux melez kombinasyonlarinda OPADO8 ve

OPC19 primerlerine ait gorintu Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da sunulmustur.

100+ OPADOS - 1100 bp 1004+
74 75 77 79 B0 82 83 B84 85 86 B7Y BA B9 90 93 34 85 97
§  — " [ ] H frrey - = =1 ==

7J43.ﬁ5H=HuH 1 LF

Sekil 4.8. Cin turuncu x Rubidux melezlerinde OPADO8 primerine ait jel
gorlntusu

OPCLS- Beklenen Bant Bilyikligi: 360 bp

100 bp

Sekil 4.9. Cin turuncu x Rubidux melezlerinde OPC19 primerine ait jel gorintisi
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Calismada kullanilan Gou tou x Yerli ti¢ yaprakh melezlerinde ise Fang ve
ark., (1998)’nin kullandig:r 554 melez bitkide calistig1 g6zlenen primerlerden olan
OPC17 primerinin 9 melezde ve OPZ16 primerinin ise 3 melezde istenilen
amplifikasyonu gergeklestiremedigi gozlenmistir. Kullanilan diger primerlerin ise
skorlanabilir sonuclar verdigi gozlenmis ve dayanmkli 6zellik gosteren melez
bireyler degerlendirilmeye alinmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).

OPGOG- 300 bp

2 e B T 8 9 A0 11 1233 15 18 I

100 bp

Sekil 4.10. Gou tou turuncu x Yerli ¢ yaprakli melezlerinde OPGO6 primerine ait
jel gorintusi

OPTO9- 390 bp
100 bp

TR R T 6§ 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17

Sekil 4.11. Gou tou turuncu x Yerli ti¢ yaprakli melezlerinde OPTO09 primerine ait
jel goriintusi
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OPZ16-650 bp

R T b B9 1) ¥E 12 A3 15 16 A
100 bp 100 bp

Sekil 4.12. Gou tou turuncu x Yerli ti¢ yaprakli melezlerinde OPZ16 primerine ait
jel goriintusi

Ayrica, Fang ve ark (1998), genis cicekli grubundaki Uc yapraklilardan
segrege oldugunu belirttigi OPC19 ve OPZ16 pimerlerinin bu calismada
kullanilan kiigtik cicekli gruba ait Rubidoux (i¢ yapraklisi ve Yerli ti¢ yapraklilarla
olusturulan melezleme kombinasyonlarindan Sunki mandrini x Rubidoux ve Gou
Tou turuncu x Yerli G¢ yaprakli melezlerinde ilgili bantlar elde edilmistir. Bu da
genis cicekli ve Kkiglk ciceklilerde dayanmimi saglayan gen bdélgesinin ortak
olmasindan kaynaklandig: sdylenebilir.

Cristofani ve ark (1999), Sunki mandarini X Rubidoux melezlerini
kullanarak Sunki mandarini ve Rubidux ¢ yapraklisina ait baglanti haritalarin
RAPD primerleri ile olusturmuslardir. Olusturulan genetik haritanin 1. grubunda
yer alan OPAV12 ve OPN15 primerlerinin dayaniklilik genine olan uzakliklarin:
sirasiyla 17.8 cM ve 23.1 cM olarak belirlemislerdir (Sekil 4.13). Gen bdélgesine 5
cM’dan daha uzak mesafede bulunan markirlarin rekombinasyon sikliginin
artabilecegi ve genomda aranilan boélgede herhangi bir ¢ogaltim 0riini elde

edilmeyecegi gz dniinde bulundurulmahdir.
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Group |

N12Z_1550 *
1).] e i

&l ]
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Civ s Ctv gen bolgesi
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Sekil 4.13. P. trifoliata genetik haritasimin 1. baglanti grubu (Cristofani ve ark,
1999)

Tez calismas: kapsaminda Cristofani ve ark (1999), tarafindan gelistirilen
primerlerin kullanilmas: ile melez kombinasyonlarindan sadece Cin turuncu X
Rubidoux melez kombinasyonundan OPAV12 ve OPN15 primerlerinden istenilen
amplifikasyon uruni elde edilmis ve her iki primerin dayaniklilik band: verdigi 26
melez birey (60, 61, 63, 65, 71, 74, 75, 77, 80, 83, 86, 93, 95, 97, 102, 104, 105,
106, 108, 109, 110, 111, 113, 114, 115, 116 nolu melezler) belirlenmistir. Bu
markorler genin her iki tarafindaki korunmus bolgedeki (flanking) primerler
olmasindan dolay: rekombinasyon sikhiginin distik olmasi sonucunda iki markoér
arasindaki dayaniklilik gen bdlgesini igerebilmektedir (Frish ve ark, 1999). Diger
melez kombinasyonlarinda ise OPAV12 primerinden dayanikliliga dair beklenen
bant elde edilirken, OPN15 primerine ait amplifikasyon Urlni elde edilmemistir.
Bu durumun, markoérlerin dayaniklilik genine olan uzakliklarinin 5 cM’dan daha
fazla olmasindan kaynaklandigi dustnulmektedir. Collard ve Mackill (2008),
markdriin hedef gene 5 cM’dan daha yakin mesafede bulunmasinin markorin
glvenilirligini artirdigini belirtmistir.

Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde ise OPAV12, OPW18,
OPNO08, OPATO07, OPA04, OPN15, OPE16 ve OPMO5 primerleri skorlanabilir
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sonuclar vermistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). OPN15, OPEQ7, OPNO08
primerlerinden dayaniklilik bandi elde edilmemistir. OPE16 primerinde 16,
OPAV11 primerinde 6, OPEOQ7 primerinde 4 melez bitkide PCR reaksiyonlar

gerceklesmemistir.

OPWIE - Beklenen Bant Bdvaklagi: 450 bp
3 4 g [ 7 " " 10 11 12 13 14 15 16 17
-—--—-—-ﬂ-—i-‘-—---—;—..—-.—._.
- — .

— S — — - — —

Sekil 4.14. Sunki mandarini x Rubidoux
gorintusu

melezlerinde OPW18 primerine ait jel

0 11 12 13 14 15 16 17 18 19

100bp

OPAT07-400bp
Sekil 4.15. Sunki mandarini x Rubidoux
gorintusu

melezlerinde OPATOQ7 primerine ait jel
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CIAD - 483 bp

¥ e e 25 T

—;—-l!
=) '

- . - .

Sekil 4.16. Sunki mandarini x Rubidoux meezlerinde OPAO04 primerine ait jel
gorlntusu

Cin turuncu x Rubidoux kombinasyonuna ait melezlerde OPE20, OPMO05
primeri tlim melezlerde skorlanabilir sonuclar vermistir. OPW18 primerinde 7,
OPAV12 primerinde 4, OPAV11 primerinde 36, OPEQ7 primerinde 32, OPA04
primerinde 11, OPN15 primerinde 11 melez bitkide PCR reaksiyonlart
gerceklesmemistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19).

OPMO5- 380 bp

100bp 5 12¢ 21 28a 32 34b35b37a 38b 39 42 47 51 53 100bp

Sekil 4.17. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPMO5 primerine ait jel
gorlntusu
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OPWIE - 450 bp

£ 12c 31 18, 3z M35 3T g6l ka7 LaA) (4] (44 MShE 52s
N Y e % __3__ 1. 11 L~

il il - sl s w el P el - =

=
=

-a:——:_..gﬂfg: E:

A IE

/[

Sekil 4.18. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPW18 primerine ait jel
goruntusu

1kb ppawvii- 1430 bp

20 22 23 24 25 26 27 30b36b 43a 44b 49b 52a

Sekil 4.19. Cin turuncu x Rubidoux melezlerinde OPAV11l primerine ait jel
gorintisu

Gou Tou turuncu x Yerli G¢ yaprakh melezlerinde OPMO5 primerinde 17
melez bitkide PCR reaksiyonlar1 gerceklesmemistir. OPAV11, OPNO08, OPEOQ7,
OPNZ15 primerleri skorlanmig ancak dayaniklilik bandi gérilmemistir. OPW18,
OPAV12, OPATO07, OPE20 ve OPA04 primerlerinden dayaniklilik band: elde
edilmis ve dayanikl olan ve olmayan bireylerde var (+) yok (-) degerlendirmesi
yapilmistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21).
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100 bp 100 bp

Sekil 4.20. Cin turuncu x Rubidoux melezlerinde OPAW18 primerine ait jel
goruntisu

OPAVI12-A70 bp

10 11 12 13 15 16 17 q00bp
100 bp 100 bp

Sekil 4.21. Cin turuncu x Rubidoux melezlerinde OPAV12 primerine ait jel
gorantusu

Cristofani ve ark (1999), Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinden
haritalama sonucu gelistirdikleri OPAV12 ve OPN15 RAPD markirlarini 2000
yilinda P. trifoliata’mn farkli gesit ve melezlerinde denemislerdir. Gelistirilen
markorlerden rekombinasyon olasiliklar: sirasiyla %17.8 ve %23.1 olan OPAV12
ve OPN15 markorleri ile taranan bitkilerden bazi gruplarda tristeza hastaliginin

gorilmesi bulunan markérlerin Ctv genine uzaklhigini ve rekombinasyon sikligin
55



4. BULGULAR VE TARTISMA Burcu GOKSU

dustindirmustir. OPAV12 ve OPN15 primerlerinin birlikte taranmas: durumunda
ise rekombinasyon sikliginin %4.20ye dustgl belirtilmistir.

Mestre ve ark (1997a), tristeza virlisinde dayanikli Flying Dragon’un
kendilenmesi ve Arizona ile melezlenmesi sonucunda olusan bireylerde bulk
segregant analizi yaparak haritalama sonunda dayaniklilik genine bagli OPA15,
OPO07, OPW18, OPG18, OP0O10, RAPD markirlarint bulmuslardir. Daha sonra
yapilacak 1slah c¢alismalarinda, belirlenen bu markérlerin - kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda da kullanilan primerlerin melezlerde
dayaniklilik bantlarimt gosterip gostermeyecegi incelenmistir. Cin turuncu x
Rubidoux kombinasyonuna ait melezlerde OPO10 ve OPG18 primerlerinin
skorlanabilir bantlar verdigi gozlenmis ve dayaniklilik genine sahip melez bitkiler
belirlenmistir. OPOO07 primerinde 8, OPA15 primerinde 14, OPW18 primerinde 6
melez bitkide PCR reaksiyonlari gerceklesmemistir (4.22, 4.23 ve 4.24).

L e e I N e — e Sl Fol Sl ¢ w5 g

R R Sl S el Bl e ol S — el el G o o o

; aﬁ‘“‘ - -
- = I--.--Lu-l-jl-u P "

Sekil 4.22. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPG18 primerine ait jel
goruntusu
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Sekil 4.23. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPOOQ7 primerine ait jel
goruntusu

OFPW18 - 450 bp

5 12e 20, 2B RaEN 3 37 136, L3735 o38) 43 #4b WOh  52a
G il Sl - G e P Sl il b Bl

- - o e - w S b E—

-

A1 E

= BEEE.

Sekil 4.24. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPW18 primerine ait jel
goruntusu

Tez cahsmasinda kullanilan  Sunki  mandarin X  Rubidoux
kombinasyonuna ait melezlerde OPOO07, OPG18, OPA1l5, OPO10, OPW18
primerlerinden PCR reaksiyonlar1 sonrasinda sorunsuz bir sekilde ilgili gen
boélgesinin cogaltimi saglanmistir. Dayaniklilik bandi gorilen melez bireyler
degerlendirilmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
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CIFW IR - Beidhnon Bawd Blivaklagn: 450 bp

Sekil 4.25. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPW18 primerine ait jel
gorantusu

QPR - Beklrnen Bani Biyilligd: 650 lp
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Sekil 4.26. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPOQ7 primerine ait jel
goruntisu

Sekil 4.27. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPA15 primerine ait jel
goruntisu
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Diger melez kombinasyonumuz olan Gou Tou turuncu X Yerli g
yaprakh melezlerinde de OPO07, OPG18, OPA15, OPO10, OPW18 primerleri
basarili bir sekilde dayaniklilik bantlarinin varligini gostermistir (Sekil 4.28 ve
Sekil 4.29).

OPOO7 - 650 bp

9 10 11 12 13 15 16 17 100bp

Sekil 4.28 Gou Tou turuncu x Yerli t¢ yaprakli melezlerinde OPOQ7 primerine ait
jel goriintust

GXR Melezleri
OPG18 - 1000 bp
1Tg-Sl=0 4 b 9. 10 11 12 13 25 3% 17 19 M

Sekil 4.29. Gou Tou turuncu x Yerli i¢ yaprakli melezlerinde OPG18 primerine ait
jel gorintusi
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Mestre ve ark (1997b), arkadaslarinin yaptiklar: calismada tristeza viriisiine
dayanikliligin mekanizmasini anlamak igin olusturduklari popilasyonlarda Ctv
genine baglhi OPD07, OPEO4, OPG09, OPG19, OPK16 primerlerinin markdorler
yardimiyla seleksiyonda kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu tez calismasindaki

melezleme kombinasyonlarina ait deneme sonuclari asagida agiklandigi gibidir.

Tez caligmasinda kullanilan  Sunki  mandarini  x  Rubidoux
kombinasyonuna ait melezlerde dayanikliligi belirten OPDO07, OPE04, OPG09,
OPG19, OPK16 primerlerinden basarili degerlendirilebilir sonuglar elde edilmistir
(Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33).

Sekil 4.30. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPDOQ7 primerine ait jel
goruntasd

OPK16- 800 bp

21 22 23 25 26 27 28 30 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 44
E, 100 bp

bp

o

Sekil 4.31. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPK16 primerine ait jel
goruntasu
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Sekil 4.32. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPE0O4 primerine ait jel
goruntasu

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1kb

Sekil 4.33. Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinde OPG19 primerine ait jel
goruntasd

Gou Tou turuncu x Yerli ¢ yaprakh melezlerinde OPEO04 primerinin 11
melezde calismadigi  gozlenirken OPDO07, OPG09, OPG19, OPK16
primerlerinden basarili sonuclar elde edilmistir (Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36).
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100 bp + 100 bp +
QFPDO7-2800 bp

19 21 22 23

[

Sekil 4.34. Gou Tou turuncu x Yerli ti¢ yaprakli melezlerinde OPDOQ7 primerine ait
jel gorintusi

1kb
OPGO9- 1200 bp

9 1Al 243 15 16 IF

Sekil 4.35. Gou Tou turuncu x Yerli ti¢ yaprakli melezlerinde OPG09 primerine ait
jel gorintusi
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OPG13- 1000bp

9 10 11 12 13 15 16 1}

100 bp 100 bp

Sekil 4.36. Gou Tou turuncu x Yerli i¢ yaprakl melezlerinde OPG19 primerine ait
jel goruntisi

Cin turuncu x Rubidoux melezlerine ait OPK16 primerinde 20, OPG09
primerinde 4, OPEO4 primerinde 1, OPDO7 primerinde 23 melezde ilgili gen
bolgelerinde cogalma Urint gozlenmemistir. OPG19 primerinde ise basaril
skorlanabilir sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.37, 4.38, 4.39, 4.40, 4.41).

OPDO07- Beklenen Bant Biiylkligi: 800 bp
1 2 3 4 6 7 & 1011 13 14 15 16 17 18 19 4,
100 bp

Sekil 4.37. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPDO7 primerine ait jel
gorintisu
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OPED4- Beklenen Bant BliyliklGgl: 750bp
20 22 23 24 25 26 27 30b 36b 43a 44b 49b 523

1ﬂﬂbp-‘dﬂﬂ-HI---r-Ildir-Hi—il—dlﬁDbp
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'—"",-._.._--.‘—dq‘.‘_u R N R e el —

e

Sekil 4.38. Cin turuncu x Rubidoux melezlerinde OPEO4 primerine ait jel
goruntisu

100 bp+ OPGIS- Baklanen Bant Boydkligi; 1200 bp

3 i -] 7 B 9 11

— e e e

S . X X R N

- - — . —

Sekil 4.39. Cin turuncu x Rubidoux melezlerinde OPGO09 primerine ait jel
goruntisu
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OPG19- Beklenen Bant BlylikiGED: 1000 bp

10

Sekil 4.40. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPG19 primerine ait jel
gaorintisu

OPK16- Beklenan Bant Bliyiikliigi: 800 bp
2 3 4 s 7 8 D A% 13 43 15 36 A7

Y — — . — — —
— o — e —

L

Sekil 4.41. Cin turuncu X Rubidoux melezlerinde OPK16 primerine ait jel
goruntusd

Dayaniklilik ile ilgili bulunan OPW18 primeri Gmitter ve ark (1996),
Mestre ve ark (1997a), Fang ve ark (1998), Cristofani ve ark (1999), tarafindan
kullanilan dayaniklilik geninin 5 ¢cM civarinda bulunan bir markérdir. OPW18
markori bu tez caligmasinda kullanilan melezleme kombinasyonlarinda basarili ve
skorlanabilen sonuglar vermistir. Farkli arastiricilarin, farkli  ebeveynlerle
olusturulan melezleme kombinasyonlarinda kullandigi bu  markdr  virls
inokilasyonu ile testlenmesi sonrasinda dayanim genini gosteren markor olarak
kabul edilebilir.

65



4. BULGULAR VE TARTISMA Burcu GOKSU

Melez bitkilerde amplifikasyonun gerceklesmedigi bitkilerin gorulmesi
DNA izolasyonu sirasinda DNA’y1 kirletici bilesiklerin varligi ve RAPD-PCR’1n
laboratuvar hassasiyeti gostermesinden kaynaklandigi ya da ilgili genomik
boélgenin melez bitkilere aktariimamasindan kaynaklandigi durumlarini 6n plana
cikarmaktadir. Ancak DNA izolasyon sonuglari degerlendirildiginde sonuclar
arasinda PCR’a engel teskil edebilecek kalite ve miktarda DNA’ya rastlanmamustir.
Bu durumda RAPD-PCR’in tekrarlanabilirliginin dustik olmasindan ya da ilgili

genomik bolgenin aktarilamamasindan kaynaklandig: distntlmektedir.

4.3. Kullanilan Primerlerin Basar1 Oranlar

Bu tez cahsmasinda  kullanilan  primerlerin ~ tim  melez
kombinasyonlarindan elde edilen her bir melez bitki (izerindeki basar1 oranlar:
yuzde olarak verilmistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9). Melezler
arasindan dayaniklilik bandi elde edilen primerler agisindan basar1 yuzdesi
yuksek olan melezler secilmistir.

Sunki mandarini x Rubidoux u¢ yaprakhsina ait her melezde kullanilan
primerlerin basar1 oranlart %39,5 ile 9%65,8 arasinda degismektedir. Bu
kombinasyonda dayaniklilik calismalari icin 6nerilebilecek melezlerin %60 ve
izerinde basan elde edilen 3, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 19, 20, 26, 27, 33, 34, 37, 42

ve 47 numaral melezler oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Primerlerin Sunki mandarini x Rubidoux melezlerine ait basar

oranlar
SXR Primerlerin SXR Primerlerin SXR Primerlerin
Melezleri| basari %'si | Melezleri | basari %'si | Melezleri | basari %'si
1 54,28 17 51,42 37 60
42,85 18 54,28 38 48,57
3 65,71 19 60 39 57,14
4 60 20 68,57 40 54,28
5 68,57 21 48,57 41 51,42
6 51,42 22 57,14 42 65,71
7 68,57 23 54,28 44 51,42
8 65,71 25 54,28 46 57,14
9 60 26 60 47 62,85
10 57,14 27 60
11 57,14 28 48,57
12 68,57 30 57,14
13 65,71 32 45,71
14 60 33 62,85
15 51,42 34 62,85
16 51,42 36 45,71

Gou Tou turuncu x Yerli G¢ yaprakh melezlerindeki basari oraninin %
37,8 ile % 59,5 arasinda degistigi gorilmektedir. Bu kombinasyonlardaki basari
oraninin diistk olmas: sebebi ile onerilebilecek melezlerin primer basar: ylzdesi
%55’in  Uzerindeki melezlerin 11, 12, 15, 17 numarali melezler oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Primerlerin Gou Tou turuncu x Yerli ¢ yaprakli melezlerine ait basar:

oranlar
GXY Melezleri Primerloefir_1 bagar GXY Meleleri Primerlefir_l basan
'SI %'si
1 48,57 15 57,14
2 45,71 16 54,28
3 48,57 17 60
4 51,42 19 40
S 54,28 21 51,42
6 54,28 22 4571
% 57,14 23 48,57
8 42,85 24 40
9 40,0 25 40
10 42,85 26 48,57
11 57,14 28 40
12 57,14 29 37,14
13 42,85 30 48,57
35 45,71

Cin turuncu x Rubidoux ¢ yaprakhsit melezlerindeki basari oraninin %
27,8 ile % 63,9 arasinda degistigi gorulmektedir. Dayaniklilik calismalarinda
kullanilabilecek melezlerin 23, 41, 61, 74 numarali melezler oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Primerlerin Cin turuncu x Rubidoux (i¢ yapraklisi melezlerine ait
basar: oranlar

.| Primerlerin basari .| Primerlerin basari
CXR Melezleri %'si CXR Melezleri %'si
1 40 24 37,14
2 48,57 25 40
3 45,71 26 37,14
4 48,57 27 45,71
5 34,28 28 45,71
6 51,42 29 48,57
7 54,28 30 51,42
8 48,57 32 48,57
9 31,42 33 42,85
10 28,57 34 57,14
11 48,57 35 37,14
12 31,42 36 45,71
13 37,14 37 57,14
14 45,71 38 54,28
15 57,14 39 48,57
16 51,42 41 63,9
17 57,14 42 48,57
18 51,42 43 4571
19 54,28 44 42,85
20 36,1 45 4571
21 48,57 46 57,14
22 48,57 47 42,85
23 65,71 49 51,42
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Cizelge 4.9.”un devami

. Primerlerin . Primerlerin
CXR Melezleri basari %'si CXR Melezleri basari %'si

50 54,28 90 42,85
53 34,28 93 57,14
55 54,28 94 57,14
60 54,28 95 42,85
61 65,71 97 48,57
62 42,85 99 42,85
63 57,14 100 34,28
65 54,28 102 51,42
70 57,14 103 40

71 45,71 104 42,85
72 51,42 105 42,85
74 65,71 106 40

75 48,57 107 30,6
77 51,42 108 45,71
79 51,42 109 57,14
80 48,57 110 37,14
82 34,28 111 37,14
83 45,71 112 34,28
84 57,14 113 40

85 45,71 114 40

86 37,14 115 42,85
87 51,42 116 40

89 42,85 117 51,42
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde var olan ancak zarar: simdilik ortaya ¢cikmayan tristeza virtisiiniin
yayilmasi durumunda Ulkemiz turuncgil endustrisi dinyadaki 6rneklerde oldugu
gibi buyiik zarar gorecektir. Uretimin yogun yapldigi 6zellikle Akdeniz
bolgesinde, Ege bdlgesinin bir béluminde kullanilan turung anacinin bu virlse
duyarl olusu Uretimi ve kaliteyi duslrecektir. Bu zarar1 engellemek amac: ile
virlisun etkisine dayanikli anaclar gelistirilmesi turuncgil endistrisini koruma altina
alacaktir.

Turuncgil ana¢ 1slahi caligmalarinda hastalik ve zararhilara dayaniklilik
biyik ©6neme sahiptir. Dogada kendiliginden var olan dayaniklihk
mekanizmalarint uygun 1slah metotlar1 ile ana¢ ya da cesitlere aktarmak
gunimazin amaglar: arasindadir. Islah edilerek olumlu 6zelligi aktarilmak istenen
genlerin genomdaki ve kromozomdaki yerlerini belirlemek, islah c¢alismalar:
sonrast melezlere aktarihp aktarilmadigimi arastirmak, klasik 1slah  ve
biyoteknolojik yontemlerle agiga kavusturulabilir.

Bu calismada kullanilan MAS yontemi de daha 6nce yapilan haritalama
calismalardan segilen markorlerin klasik 1slahla birlestirilmesi ile islahin etkin bir
sekilde ilerlemesine katkida bulunmustur. Tristeza virtsiine dayaniklilik geninin
tek ve dominant bir gen olmas: dolayist ile kalitimi kolay bir 6zellik olup melezler
arasindan dayanikli olanlarin secimi ¢ok gen tarafindan idare edilen genlere gore
daha kolay olmaktadir.

Markorler yardimi ile seleksiyon yontemi ile istenilen dzelliklerin secimi
kolaylagsmaktadir. Elde edilen dayanikli melez bitkiler daha ileriki dénemlerde
tristeza hastaligina dayanikli ana¢ olarak pazara sunulmas: ile Ulkemizin bu
hastaliktan korunup Ureticilerin, tuketicilerin, (llkemiz ihracatinin tristeza

virisuniin neden olacagi ekonomik zarardan etkilenmemesi amaglanmaktadir.
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MAS ile elde edilen melez bitkiler arasindan istenilen genomik bélgenin
aktarildig: bitkiler erken dénemde secilerek zaman, emek ve para agisindan tasarruf
saglanabilir.

Bu tez ¢alismasinda da u¢ fakli melez kombinasyonu kullanilarak elde edilen
160 melez bitkinin tristeza virtstne dayaniklilik durumlar: literatlirden secilen ve
dayaniklilig: belirleyen 35 adet RAPD markoru ile taranmigtir. Bu galigmadan elde

edilen sonugclara gore farkli kombinasyonlara ait 160 melez bitki arasindan;

Sunki mandarini x Rubidoux melezlerinden 18 adet bitki (3, 4, 5, 7, 8,
9,12, 13, 14, 19, 20, 26, 27, 33, 34, 37, 42, 47 nolu) belirlenmistir.

Cin turuncu x Rubidoux melezlerinden primer basar1 oram yiksek olan
4 adet bitki (23, 41, 61, 74 nolu), ayrica Cin turuncu x Rubidoux
melez kombinasyonundan OPAV12 ve OPN15 primerlerinden istenilen
amplifikasyon 0rlinu elde edilmesi ile ilgili gen bolgesini igerebilecegi
disundlen 26 melez bitki (60, 61, 63, 65, 71, 74, 75, 77, 80, 83, 86, 93,
95, 97, 102, 104, 105, 106, 108, 109, 110, 111, 113, 114, 115, 116 nolu
melezler ) belirlenmistir.

Gou Tou turuncu x Yerli ti¢ yaprakli melezlerinden 4 adet bitki (11, 12,
15, 17 nolu) tristeza virtsiine dayaniklilik acisindan 06n plana

cikmaktadir.

Kullanilan bu markérlerin dayanikliligi kesin olarak saglayip saglamadiginin
kanitlanabilmesi ve bu primerlerin kullaniminin gecerli kabul edilebilmesi igin
tristeza virlistintn belirlenen bitkilere inokilasyonu ile miimkin olacaktir.

Bu cahsmada markorler yardimi ile seleksiyonda RAPD teknigi
kullanilmistir ve melezler arasindaki dayaniklihk bandi agisindan farklilig
gostermistir.  Ancak, kullanilan RAPD teknigi dominant bir markordir,

ebeveynlerin ve melez bitkilerin tristeza virusiine genetik olarak dayaniklilik
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durumlart (RR, Rr, rr) bilinmemektedir. Sonuglarda tristeza virlisine tolerans
oldugu bilinen ve bu ¢alismada ebeveyn olarak kullanilan Sunki mandarini ve Gou
tou turuncunda OPG18, OPG09, OPK16, OPO12, OPG06 markorlerinden
dayaniklilik bantlar: elde edilmistir. Bu durumda bir sonraki ¢alismada dominant
bir markdr olan RAPD markdérinin kodominant bir markér olan SCAR markérine
donustirilmesi sonraki zamanlarda yapilacak olan islah ¢alismalari acisindan
O6nem arz etmektedir. Temel bir ¢alisma niteliginde olan RAPD markdrlerinin
SCAR markoriine cevrilmesi ile ebeveyn ve melez bireylerin dayaniklilik

durumlar: hakkinda daha kesin bilgi elde edilecektir.
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Ek-1. Cin Turuncu x Rubidux melezlerinde RAPD primerlerine ait sonug tablosu (Fang ve ark, 1998)

Melezler OPJO7- | OPJ20- | OPL04- | OPO12- | OPW18-| OPADO2- | OPAF05- | OPAFO7- | OPC17- | OPF18- | OPGO06- | OPO04- | OPOO04- | OPT09- | OPZ16- | npeqg.
570bg | 750bg | 370 bg | 1000 bg | 450 bg 700 bg 700 bg 580 bg 760 bg 950 bg 900 bg | 700 bg | 1300bg | 390 bg 650 bg 690 bg
1 + - - - - + - - - + + + - NA *
2 - - - + - + + - - + + + - NA +
3 + + + + - + - + - - + + + - NA +
4 - - - + + + + - - + + + + - + +
5 - - - + - NA - - - - + + - - + @
6 + + + + + + - + - - + + + - NA *
7 + + + + + + + = & + + 2 NA +
8 + + - + - + + - - + + + - - NA +
9 NA - + NA NA NA NA - - NA - NA - - NA +
10 - + - + + - + - + + + + N NA +
11 + + + “ + + + + 5 = + + + - NA +
12 8 - - + - NA E - + + + - - + -
13 + + + + - + - + - + + - - NA g
14 - - - + + + + - - + + + + - NA +
15 - + + + + + - + + + + - + +
16 + + + + - + + + - 2 + + + - NA -
17 + + + + + + + . - - + * - NA +
18 - - - + - + + = % + + + = = + +
19 + + + .+ - + + + - - + + + - NA +
20 - - - + - + - - - + + + - - NA -
21 L + + & + NA + + - - - + - - - +
22 + + - + + + - + - NA + + + - NA +
23 - + - + + + - + - NA + + + - + +
24 - - - + - + - - - NA + + + = * +
25 + + - + + + - + W NA % + + - NA -
26 - - - - + + - . NA + + + - + +
27 - + - + - + - + - NA + + + z NA =
28 % - - + - NA + & - + + + + - + +
29 NA + + + + + - - NA + NA - - NA NA
30 - + = + + + - + - NA + * + - NA +
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NA

NA

NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA
NA

NA
NA

NA

NA

NA
NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA
NA

NA
NA
NA

NA

NA

NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

32
33

34
35
36
37
38
3
41

42

43
44

45
46

47

49

50

53
55

60
61

62
63
65
70

71

72

74
75
77
79
80
82
83
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NA

NA

NA

63

25

NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA

NA

NA
NA

72

12

92

67

24

89

79

13

NA
NA

NA

NA

21

48

23

92

24

68

NA

NA
NA
NA

NA

NA

13

24

55

NA

NA
NA
NA

21

67

42

49

78

13

43

49

58

34

NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

51

20

21

84
85

86

87

89

90

93
94
95
97

99
100
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

112

113

114

115

116

117
Toplam
NA

Toplam

Toplam

()
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Ek-2 Gin turuncu x Rubidoux ¢ yapraklisi melezlerinde tristezaya dayaniklilik durumlari (Mestre ve ark, 1997a ve Mestre ve ark, 1997b)

MELEZLER | OPO07-| OPG18- |OPA15- |OPO10- | OPW18- | MELEZLER | OPDO07- | OPE04- | OPG09- | OPG19- | OPK16-
650 bg {1000 bg {1200 bg | 1400 bg |450 bg 800 750 1200 1000 800
1 + - - + - 1 + + - - NA
2 + + - + - 2 + + - - +
3 + x - + - 3 - + & “ =
4 + - - + + 4 + + - - +
5 + - - + - 5 + + + + -
[ + - - + + 6 + + = - -
7 + - - + + 7 + + - - -
8 + - - + - 8 + + - - -
9 NA - NA Ed NA 9 NA + G = *
10 + - - + + 10 + + - - -
11 + - - + + 1 + + - - -
12 + - - + - 12 + - + - -
13 + - = + - 13 + + - + +
14 + - & - + 14 + + = + +
15 + + - + + 15 + - = + +
16 + * - + - 16 NA + - + #
17 + + - + + 17 + + - = +
18 + - - + - 18 + + - + +
19 + - - + - 19 + + - - -
20 s - = - - 20 - + + +
21 + - - + + 21 + + + +
22 + + - + + 22 - + - + -
23 + + - + + 23 + + - - -
24 + - - + - 24 + + - 4 &
25 + & - + + 25 + + = -
26 + - - % - 26 + + - - -
27 + - + + - 27 + + - + -
28 + - - + - 28 + s + + +
29 NA + + - + 29 NA + + - -
30 + - - + + 30 + + - + +
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NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA
NA

NA

NA

NA

NA
NA

32
33

34
35
36

37

38

39

41

42
43

44
45

46

47

49

50

53

55
60

61

62
63
65
70
71

72

74
75

77
79
80
82
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NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

32
33
34
35
36
37

38
39
41

42
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44

45

46

47
49

50
53

55
60

61

62
63
65

70

71

72

74
75
77
79

80
82
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84 + - - + + 84 + + + + NA
85 + - - + + 85 NA + + - NA
86 + - - + - 86 NA + + - NA
87 + + + + - 87 + + + - NA
89 + £ + + - 89 NA + + + =
90 + - - + + 90 - + + - -
93 + + = + + 93 + + + - -
94 + + + + - 94 + + + + +
95 + - + + NA 95 + + * - -
97 NA + NA + - 97 + + + = &
99 + - NA + - 99 + + + + NA
100 + + NA + - 100 + - + - NA
102 + + + + + 102 + + + - NA
103 + + NA + - 103 + + + - NA
104 + - NA + - 104 - + ¥ - NA
105 + - + + - 105 NA - + - NA
106 + - NA + NA 106 NA + i - NA
107 + - NA + - 107 - + NA - NA
108 + + + + + 108 NA + + - NA
109 + - * + + 109 + + + - NA
110 + + - + - 110 NA + & - NA
111 + + - + - 111 NA NA + - NA
112 + + + + - 112 NA + * - -
113 + + + + + 113 NA - G - -
114 + - - + - 114 + + + - -
115 + - + + - 115 NA + + - -
116 NA + + + 116 NA + + - -
117 + & + + + 117 NA + g + &
Toplam NA 8 0 14 0 6 Toplam NA 23 1 4 0 20
Toplam {+) 84 31 23 81 42 Toplam (+) 59 76 60 38 20
Toplam (-) 0 61 55 11 44 Toplam (=) 10 15 28 54 52
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Ek-3 Gin turuncu x Rubidoux g yapraklisi melezierinde tristezaya dayaniklilik durumlari (Cristofani ve ark, 1999)

MELEZLER | OPW18- | OPAV12-| OPE16- | OPAV11-| OPATO07-| OPE20- |OPNO8- |OPE07- |OPA04- |OPN15- | OPMO5-
450 bg | 470 bg 510 bg | 1430 b¢ |400 bg 510 bg |2750 bg |820bg [4B0 bg |1630 bg | 380 bg

1 - + Z + - & - - NA - -
2 - + - + - - - + NA -

3 - + - - - - - - NA . +
4 + + - + . - = - NA E =
5 - i - NA - - = - - - -
6 + + - - - - - - NA - +
7 + + - - - . - - NA - +
8 - #* - + - - NA - -
9 NA * - + + - NA + - NA +
10 + + - + 2 = = = NA = +
11 + + - - - - - - é i g
12 - + - NA - - - NA - - -
13 e + - - - - - 8 - - u
14 + + = + - - - - - - -
15 + + - + - - - - = = +
16 - + - - - > - - - ~ +
17 + + - NA = = & = - " +
18 - + - + = - N + - = =
19 - + - - - = = + - - +
20 - + B + - = = + Z 2 g
21 + + - NA - - - NA - - +
22 + + - - - - - - T =

23 £ * = ki 2 T = ¥ = a1 =
24 = + - + & % = & - = =
25 + + - r - T 5 £ = 2 =
26 - * - + - - = - - -

27 - + E + @ g 2 i % 9 +
28 * - NA - - - NA - -
29 + + - + - - NA + + NA .
30 + + - + = . - - - . +
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NA
NA
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NA

NA

NA

NA

NA
NA

NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA
NA
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NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA

NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

32
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34
35

36
37

38

39

41

42

43
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46

47

49

50

53
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60

61
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63

65

70
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72
74
75
77

79

80

82
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101



84 x + # NA 5 - NA + + - +
85 + NA - + - - NA + - £ -
86 = + - NA = - NA NA + + z
87 - + - NA - - NA * - NA -
89 - + - NA - - NA NA - NA =
90 + + - NA - - NA NA - NA =
93 + + - NA = - NA NA + + -
a4 = + - NA - - NA NA + % -
95 NA + - NA - - NA NA - + -
97 - + = NA - - NA NA - + &
99 - + - NA o - NA NA + - -
100 - & - NA - - NA NA - - =
102 + + - NA - - NA NA - * 2
103 = + - NA - - NA NA + - =
104 - + - + - = NA NA - + -
105 = + @ + S = NA NA - * z
106 NA + - * - - NA NA - + -
107 . + - NA - - NA NA NA - +
108 + + - NA - - NA NA - + &
109 + + . + - - NA NA = i £
110 - + - + - - NA NA - +

111 - + - + - = NA NA - + z
112 - NA - + - - NA NA = + 5
113 + + - + - - NA = - + -
114 - + - + - - NA - - + -
115 - + - + - - NA - - + -
116 + + - + - - NA - - + -
117 + + - + - - NA - z = -
Toplam NA 6 4 0 36 0 92 48 32 11 11 0
Toplam {+) 42 87 0 44 10 0 3 27 12 29 34
Toplam {-) 44 1 92 12 82 0 41 33 69 52 58

102




Ek-4 Gin turuncu x Rubidoux (i¢ yapraklisi melezlerinde tristezaya dayaniklilik durumlan (Fang ve Roose, 1999)

MELEZLER | OPAD08- 1100 bg¢ | MELEZLER | OPADO8-1100 b¢ | MELEZLER | OPADOS8- 1100 b¢ | MELEZLER | OPAD08- 1100 bg
1 + 28 + 70 + 107 -
2 - 29 + 7 - 108 -
3 * 30 - 72 + 109 +
4 - 32 + 74 + 110 -
5 - 33 - 75 - 111 -
6 + 34 77 + 112 5
7 + 35 - 79 + 113 -
8 + 36 - 80 + 114 -
9 - 37 + 82 - 115 -
10 5 38 + 83 + 116 +
11 % 39 + 84 + 117 _
12 - 41 + 85 +
13 42 + 86 +
14 - 43 i 87 i
15 - 44 + B9 +
16 + 45 + 90 %
17 + 46 + 93 +
18 - 47 + 94 +
19 + 49 - 95 +
20 - 50 + 97 +
21 + 53 - 99 +
22 + 55 + 100 -
23 - 60 + 102 +
24 - 61 + 103 -
25 + 62 - 104 +
26 - 63 + 105 +
27 - 65 + 106 -

Toplam NA 0

Toplam (+) 55

Toplam (-} 37
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Ek-5- Gou Tou turuncu x Yerli g yaprakli melezlerinde tristezaya dayanikhlik durumlari (Fang ve ark, 1998)

MELEZLER | OPC19 | OPJO7 | OPJ20 | OPLO4 | OPOD4 | OF00 OPO12 | oPW18 | OPADOZ | OPAFO5 | OPAFO7 | OPC16 | OPE16 | OPF19 | OPGOS | OPT09 | OPZ16 | OPE20
960 bg | 570 bg | 750 bg | 370 bg | 700 bg bg be 450 bg [ 700 bg 700bg | 580bg | 760bg | 570bg | 950bg | 900 bg | 390 bg | 650bg | 920 bg
1 = + + + + + + + - - - NA - + + - - +
2 - - + . + - + = - + = NA + + + = - +
3 - + + = + = + = + - - NA + + + - - +
4 = + - + + + + + + + - + - + - = - +
5 - + + - & z + - + + e + = + + . u +
6 - + + + - + + + - - & NA - + - - - +
7 + + + + - + + + + + 5 + - L - = - +
8 - + - - = + + - + - NA + + + O - +
9 - - + - 5 - + - - - - = + + + 2 5 +
10 + + + - - - + = + - - Z - 5 + = - +
11 + + - + - + + + + - - + - + - - - +
12 + + » + + - + + + - - + - + - - & +
13 + + - . . - + - r + - NA - - + - - +
15 + + + + + + + + + - - + - + = - = +
16 = + - - + + + + - . = + + + - +
17 + + + + + - + - + - - + - + - = = *
19 - - + - + - + - - - - NA + - + - - +
21 - e + + + + + + “ - - NA + + = = + +
22 + - + - - + - + - - - - + + - - +
23 - + = + - + = = = = + + + - + +
24 + z + - - - + = + = - - - + + = +
25 - - + - + + + - + = 5 = + + + - = +
286 + + + + + + + + + - - - - + - - - +
28 - - + + + + + + - - - - + - = - = +
29 - + + + - + + + 5 - - NA - - - NA +
30 - + + + - + + + + - - - - - - - NA +
35 - + + = + - - - - - - - + + + - NA +
Toplam NA 0 0 Q Q0 0 0 0 0 1] 4] o 9 [4] Q 0 Q 3 0
Toplam (+) 10 18 21 13 14 26 12 16 5 ] 7 11 11 15 0 2 27
Toplam (-) 17 9 6 14 13 1 15 11 22 27 11 16 6 12 27 22 0
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Ek-8- Gou Tou turuncu x Yerli Gg yaprakli melezlerinde tristezaya dayaniklilik durumlari (Mestre ve ark, 1997a ve Mestre ve ark, 1997b)

OPO07-| OPG18- | OPA15-| OPO10- | OPW18- OPDO07-| OPEO4- | OPGO09- | OPG19- | OPK16-
MELEZLER | G50 bg | 1000 bg | 120 bg | 1400 bg | 450 be | MELEZLER | 500 be | 750 bg | 1200 bg | 1200 bg | 800 bg
1 + = = + + 1 - + + - +
2 + = + + - 2 - + + - +
3 + + - + = 3 + + + - -
4 + + + + + 4 - - + - -
5 + = = + - 5 - + + + +
6 + + + + + 6 + = + + +
7 + - + + + 7 - + + - -
8 + + + + - 8 - + + - -
g + & + + = 9 + + + - -
10 + + - + - 10 - + + - -
11 + + o + + 11 + + + + +
12 + + + + + 12 - & + + +
13 + + + + - 13 - - + # +
15 + - - + + 15 + + + - +
16 * + + + 16 - + + + +
17 + + + + - 17 + + + + B
19 + + = + - 19 + - + + 4
21 + + + + + 21 + NA + + +
22 + + + + - 22 + = + + _
23 + - + + 23 + NA + + +
24 % - + % - 24 - - + +
25 + + 5 * 5 25 + - + = =
26 + + u + + 26 = - + = +
28 + + + + + 28 - e + + z
29 - + + + + 29 - NA + - -
30 + - + + + 30 - - + + +
35 + + + + - 35 + - + + +
Toplam NA 0 0 0 0 0 Toplam NA 0 3 0 0 0
Toplam (+) 26 18 18 27 12 Toplam (+) 12 12 27 15 14
Toplam (-) 1 9 9 0 15 Toplam (-) 15 12 0 12 13
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Ek-7- Gou Tou turuncu x Yerli g yaprakli melezlerinde tristezaya dayanikhlik durumlari (Cristofani ve ark, 1999)

MELEZLER OPW18 | OPAV12 | OPE16 | OPAV11 | OPATO7 | OPE20 | OPNO8 | OPEO7 | OPAO4 | OPN15 | OPMO5
450 beg 470 bg 570 bg | 1430 bg | 400 bg 510 bg | 2750 bg | 820 bg 480 b¢ | 1630 bg | 380 bg
1 + + + - - + - & - - +
2 - + + - - + - - - & +
3 - + - - - + - - - - +
4 + + . - - - - - - - +
5 = + + - - - - - - - +
5 + + + - - - - - - =, NA
7 + + = = - - - - - - +
8 = + : - - + - - - - NA
9 - + - - - - - - - - +
10 - + - - - - - = - - +
11 W + & & E + . = - - NA
12 ¥ + + 2 z + - - - - NA
13 - + - - - - - - - - NA
15 + + - - - + - - - - +
16 - + - - + - - - 5 - +
17 - + - - + + - - - - NA
19 - + + - + - - - - - NA
21 + + - - - + - - - - NA
22 = + z E 5 + 5 = E . NA
23 - + + - - + - - + = NA
24 - + - - - - - - - - NA
25 - + + ¥ - - - - - - NA
26 + + - - - e - B - - NA
28 + + + - - + - - - - NA
29 + + - - - +* - = % - NA
30 + + = - - + - - + o NA
35 - + - - - + " = = - NA
Toplam NA 0 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 17
Toplam (+) 12 27 9 0 3 15 0 0 2 0 10
Toplam (=) 15 0 18 27 24 12 27 27 25 27 0
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Ek-8- Gou Tou turuncu x Yerli iig yaprakl melezlerinde tristezaya dayaniklilik durumlari (Fang ve Roose, 1998)

MELEZLER | OPADO08-1100 bg
1 +
2 =
3 -
4 +
5 +
] +
7 +
8 i
9 24
10 +
1 +
12 +
13 +
15 +
16 -
17 *
19 -
21 -
22 +
23 -
24 +
25 -
26 +
28 -
29 +
30 +
35 -
Toplam NA 0
Toplam (+) 16
Toplam (-) 11
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Ek-9- Sunki mandarini x Rubidoux {i¢ yapraklisi melezlerinde tristezaya dayanikhlik durumlar (Fang ve ark, 1998)

OPC19 |OPJO7 |OPJ20 [ OPLO4 | OPOD4 [ OPOO4 OPO12 OPW18B | OPADD2 | OPAF05 | OPAFO7 |OPCA17 | OPE16 | OPF18 |OPGO6 | OPTOS | OPZ16 | OPE20
MELEZLER | 950 bg |570bg [750b¢ [370bg [700bg [1300bg |1000bg |450 bg | 700 bg 700 bg 580 bg 760 bg | 570bg |950bg |900bg [ 390 bg [ 650 bg |920 be
1 + o - - - - + + - - - + + + - = + +
2 - + + = & - + + - = + + - - + +
3 + & * + - + + + - + + + - - + + &
4 + + + + = = + + - - + = & + - + + +
5 + + + + - + + + + i + + + = - = * +
[ - ' + - - - + - + - - + + + - N + +
7 + + + + - + + + + = + + + - - - + +
B8 + + + + - + + + - = + + + E - = * +
9 + + + + - + + + - . + + + = - = + +
10 - + + - - - + - - = + + + + - - + +
11 + + * + - - + + - = = + - - - - + +
12 + + + + - + + + - - + + + & - + +
13 + + + + - + + + - - + + + - s - + +
14 - + + & o + + - + - + + + + = z + +
15 + + + + - - + + - - + - - - - - * +
16 - & s - - - + + - - NA - + + - - + +
17 - = + - - NA + + = - NA + + + = - + +
18 + + + + i - + + - - NA = - - = + +
19 + + + + - + + = NA NA - . - = + + +
20 + * + + = + + e + NA NA + + - - - * +
21 - + + + - = + + = NA NA a + + " - + &
22 + + + + < + + + - NA NA + + - = - + +
23 + NA + + - o + + - + NA + + - = - + +
25 - - + . - + + & + NA NA + + + = + + +
26 + + + + 5 = + + = + NA + + - - 2 * +
27 + + - + + + = + NA = + - = - + +
28 + + - o - + - - NA NA + + + = = + +
30 E + + - . + + - - NA NA + + + A - + +
32 = - + - — - + - - NA NA + + + . - + +
33 + + + + = = + + - + NA + + + - + + &
34 - + + + - + + + o + NA + + + - - + +
36 - + + & = - + - . NA NA + + - + - + +
37 - - + + - + + + N + NA + + - + - + +
38 - - + - - + - = + NA + + + = . + +
39 - - + + - + + + - + NA + + - - - + +
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Ek-10- Sunki mandarini x Rubidoux ¢ yapraklisi melezlerinde tristezaya dayanikliik durumlarn (Mestre ve ark, 1997a ve Mestre ve ark, 1997b)

e A AR I e A A A S
1 + - + + + 1 + 7 _ T 7
2 + - - + + 2 2 _ _ + +
3 + 2 + + + 3 | + z + +
4 + - + + + 4 _ + B + =
5 + - + + + 5 + % = * +
6 * = & + - 6 + + + - +
7 + e + + + 7 + + = + +
8 + - + + + 8 - + + + +
9 + # + + + g - + . o +

10 + + + * 2 10 + + = S ;
11 =+ + + + + 11 + + - + +
12 + + + + + 12 + + - + +
13 + + + + + 13 - * _ % 7
14 + + + + " 14 ” - - ¥ T
15 + + + + + 15 + " - = 7
16 + + + + + 16 + + + . +
17 + + + + £ 17 + + - N =
18 + + + + + 18 + + - + +
19 + + + + + 19 + i = - +
20 + + + + & 20 T + - B 7
21 + - + + - 21 s - - + +
22 + " + + + 22 - # - + &
23 + - + + + 23 N + N N e
25 + - + + % 25 + + » T T
26 + - + + + 26 + + _ _ +
27 it - + + + 27 + + E 5 +
28 + - * + - 28 - + o + +
30 + - + + - 30 - + - i T
32 + 5 & + - 32 + + : : :
33 + - + + + 33 - I N e 7
34 + - + + + 34 + + - + +
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Ek-11- Sunki mandarini x Rubidoux U¢ yapraklisi melezlerinde tristezaya dayanikliik durumlan (Cristofani ve ark, 1999)

MELEZLER OPW18 | OPAV12 | OPE16 | OPE16 | OPAV11 | OPATO7 | OPE20 | OPNO8 | OPEO7 | OPAQ4| OPN15 | OPMOS
450 bg | 470 bg | 510 bg | 570 bg | 1430 bg | 400 bg¢ | 510 bg | 2750 bg | 820 bg | 480 bg | 1630 bg | 380 bg
1 + + - + + e + - NA * - -
2 + + - - + - - - - - - -
3 + + - F - - + - NA + - +
4 + + - + - - + = = + < +
5 + + - - - - - - - + = +
3] = + + = + - + - - - - -
7 + + - + - - + - - + - +
8 + + & = % : + = = + = +
9 + + - - - - - - - + - +
10 " + + + + - - - - + - 5
11 + + 5 = - & + = - + - -
12 + + - s - - + - - + = +
13 + + e o @ a + g & + - +
14 - + P + + - + - - + - +
15 + + - & - i + = - + - -
16 + + + + + - - - - + - -
17 - + + + + - + - - + - -
18 + + - - - - - r + - -
19 + + - NA - - + - - + - +
20 + + - NA - + + - - + - +
21 - + - NA + - + - - + - -
22 + + - NA - - + - - + - -
23 + + - NA - - + - - + - +
25 - + + NA - + * - - + - -
26 + + - NA + - + - - + - .
27 + + NA NA - - + - - + - +
28 2 + NA NA + - + - - + - -
30 - + NA NA + = + » = + - +
32 - + NA NA + + + - - + B
33 + + NA NA - = NA - . + B N
34 + + NA NA - E + . = + Z +




36 - + NA NA NA - + # NA + F: =
37 + + NA NA N = + - - + - +
38 - + NA NA ¥ - + - - + - -
39 + + NA NA - - + - - + - +
40 - + NA NA NA - + - NA + - +
41 - + NA NA £ - + - - + - -
42 + + NA NA + % + - « + % +
44 - + NA NA + - + - - + -
46 + + NA NA + - + - - + - -
47 + + NA NA + - + - - + - -
Toplam NA 0 0 16 23 2 0 1 0 4 0 0 0
Toplam (+) | 27 41 5 8 18 3 35 0 0 39 0 18
Toplam (-) 14 0 20 10 21 38 5 41 37 2 41 22
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Ek-12- Sunki mandarini x Rubidoux ti¢ yapraklist melezlerinde tristezaya dayaniklilik durumlar (Fang ve Roose, 1998)

MELEZLER OPADO08- 1100 bg MELEZLER OPADO08- 1100 bg
1 - 22 +
2 - 23 +
3 + 25 -
4 - 26 +
5 + 27 +
6 - 28 2
7 * 30 +
8 + 32 -
9 + 33 +
10 + 34
11 + 36 -
12 + 37 +
13 ¥ 38
14 - 39 -
15 40 -
16 - 41 -
17 - 42 +
18 + 44
19 + 46 -
20 + 47 +
21 -

Toplam NA 0

Toplam (+) 22

Toplam (-} 19
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Ek-13- Primerler ve elde edildigi ebeveyn bitkiler

Mestre ve ark, (1997a) Ana Ebeveyn (2) Baba Ebeveyn (J)

QPOQ7-650
OPG18-1000 C. medica var. ethrog Arizona | P. trifoliata var. Flying Dragon
OPA15-1200
OPO10-1400
QOPW18-450

P. trifoliata var. Flying Dragon P. trifoliata var. Flying Dragon

Mestre ve ark, (1997b) Ana Ebeveyn (2) Baba Ebeveyn (&)

COPDQ7-800
OPE04-750
OPG09-1200 P, trifoliata var. Flying Dragon P. trifoliata var. Flying Dragon
QPG19-1000
QOPK16-800

Cristofani ve ark, (1999) Ana Ebeveyn (9) Baba Ebeveyn (J)

OPW18-450
OPAV12-470
QPE16-570
OPAV11-1430
QPATO7-400
OPE20-510 C. sunki Hort. ex. Tan. P. trifoliata (L.) Raf cv. Rubidoux
OPN08-2750
QPE07-820
OPA04-480
QPN15-1630
OPM05-380

Fang ve Roose, (1999) Ana Ebeveyn (9) Baba Ebeveyn ()

C. maxima var. Chandler P. trifoliata var. Roubidoux

OPADO08-1100
C. maxima var. Chandler P. trifoliata var. Webber Fawcett
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Ek-13- Devami

Fang ve ark, (1998)

Ana Ebeveyn (Q)

Baba Ebeveyn {d)

0PC19-960

QPJO7-570

OPJ20-750

0OPLO4-370

0OP004-700,1300

0OP012-1000

OPW18-450

OPADQ2-700

OPAF05-700

OPAF07-580

OPC17-760

OPE16-570

OPF19-950

OPGO06-S00

OPT09-390

OPZ16-650

OPE20-600,920

C. taiwanica

C. maxima var. Chandler

C. maxima var. Chandler

C. maxima cv. Tahitian

C. maxima cv.Tahitian

C. sinensis cv. Ruby

Scaton citrumelo

P. trifoliata cv. Pomeroy

P. trifoliatavar. Flying Dragon
P.trifoliata var. Flying Dragon

P. trifoliata var. Webber Fawcett
P. trifoliata var. Roubidoux

P. trifoliata var. Webber Fawcett
P. trifoliata var. Flying Dragon
Carrizo Citrange

P, trifoliata var. Flying Dragon
Troyer Citrange

P. trifoliata cv. Pomeroy

P. trifoliata var. Flying Dragon
C-35 citrange
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