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OZET

NAGAMI KAMKATI ASI KALEMLERININ KOBALT-60
ISINLAMASINA DAYANIMININ BELIRLENMESI VE FARKLI
GENOTIPLERIN RAPD BELIRTECLERI iLE TANIMLANMASI

Cennet KARA

Yiiksek Lisans Tezi, Bah¢e Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Zeynel DALKILIC
2014, 47 sayfa

Caligmada Nagami kamkat1 as1 kalemi (Fortunella margarita L.) ve li¢ yaprakli
portakal (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) ana¢ olarak kullanilmistir. Cogiirler Aralik
2012’den itibaren 4 farkli har¢ ortaminda (kontrol, mikoriza, solucan giibresi,
mikorizatsolucan giibresi) biiyiitiilmiistir. Temmuz 2013’te anaclarda en fazla
boy artis1 kontrol grubunda olurken, ¢ap kalinlig1 mikorizali grupta, yan dal sayisi
ise solucan giibresi grubunda daha fazla bulunmustur. Temmuz 2013°te Nagami
kamkatinin as1 kalemleri 0, 15, 30, 45, 60 Gy Co gama 1ginina tabi
tutulmuslardir. Isinlanan gézler naylon yiiksek tiinelde saksi igerisinde yetistirilen
iki yagindaki ii¢ yaprakli portakal anaglari iizerine T g6z asis1 ile asilanmiglardir.
248 bitkiden 48 adedinin asis1 tutmustur. Boylece M,V bitkileri elde edilmistir.
Ancak meyve tutumuna kadar ge¢en zamanda hayatta kalan bitki sayisi 30’a
diigmiistiir. Yiiksek tlinel sartlarinda biiyiitiilen bitkilerde asidan 21 giin sonra as1
tutma oran1 %18.8 60 Gy-%43.8 15 Gy arasindadir. Asidan yaklasik 16 ay sonra
siirgiin boyu 20.98 cm 45 Gy-39.02 cm 0 Gy, siirgilin ¢ap1 4.78 cm 30 ve 45 Gy-
5.72 ¢cm 60 Gy, yaprak sayis1 26 adet 30 ve 45 Gy-47 adet 0 Gy, meyve sayis1 2.40
adet 60 Gy-5.50 adet 45 Gy, meyve ¢ap1 16.20 mm 60 Gy-18.99 mm 0 Gy
arasinda degismistir. Klorofil miktar1 yaprak iist ve alt ylizeylerinde sirasiyla
0.6254 30 Gy-0.6735 0 Gy ve 0.4003 30 Gy-0.4224 0 Gy arasinda degismistir. 12
nolu bireyin (S-26-45) diger bireylerden farkli oldugu RAPD primerleri ile
belirlenmistir. Farklilig1 ispat eden PM2, PM3, PM4, PMS5, PM7, PM8 primerleri
ile 4 polimorfik, toplam 14 bant elde edilmistir. Nagami kamkati as1 kalemlerinin
60 Gy “Co gama 1s1mna dayanabilecegi gozlenmistir. Bu nedenle daha yiiksek
dozlarin denenmesi tavsiye edilebilir.

Anahtar sozciikler: Fortunella margarita, Poncirus trifoliata, ®Co 1smlamas,
fidan 6zellikleri, RAPD belirte¢leri, PCR
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ABSTRACT

DETERMINATION OF TOLERANCE OF NAGAMI KUMQUAT
BUDWOODS TO COBALT-60 IRRADIATIONAND IDENTIFICATION
OF DIFFERENT GENOTYPES WITH RAPD MARKERS

Cennet KARA

M.Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zeynel DALKILIC
2014, 47 pages

Nagami kamquat (Fortunella margarita L.) and trifoliate orange (Poncirus
trifoliata (L.) Raf.) were used as scion and rootstock, respectively, in this study.
Seedlings have been grown in four different groups of potting mixtures such as
control, mycorrhiza, vermicompost, and mycorrhiza+vermicompost since
December 2012. While the highest increase in seedling length was in control
group, that of in seedling diameter was in mycorrhiza group and that of in side-
branches was in vermicompost in July 2013. Nagami kamquat sciowoods were
treated with 0, 15, 30, 45, 60 Gy **Co gamma irradiation in July 2013. Irradiated
budwoods were T-budded on two-year-old trifoliate orange rootstocks grown in
high plastic tunnel. Total of 248 budded plants, only 48 were bud-taken. Thus,
M,V plants were obtained. However, only 30 plants survived until fruit set time.
Bud take ratio in plants grown in high plastic tunnel was between 18.8 60% Gy
and 43.8 15% Gy 21 days after budding. The mophological measurement were
ranged as follows: shoot length 20.98 cm 45 Gy-39.02 cm 0 Gy, diameter 4.78 cm
30 and 45 Gy-5.72 cm 60 Gy, leaf number 26 no. 30 and 45 Gy-47 no. 0 Gy, fruit
number 2.40 no. 60 Gy-5.50 no. 45 Gy and diameter 16.20 mm 60 Gy-18.99 mm 0
Gy in approximately 16 months after budding. Chlorophyll contents were changed
in the upper and lower side of the leaf as 0.6254 30 Gy-0.6735 0 Gy and 0.4003 30
Gy-0.4224 0 Gy, respectively. Plant no: 12 (S-26-45) was determined as different
from other plants using RAPD primers. PM2, PM3, PM4, PMS, PM7, and PMS8
primers gave four polymorphic and 14 total bands proving the difference. It was
observed that Nagami kamquat scionwood resist to 60 Gy “°Co gamma irradiation.
Therefore, it is advisible to apply higher doses of “Co.

Key words: Fortunella margarita, Poncirus trifoliata, *Co irradiation, nursery
characteristics, RAPD markers, PCR
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1. GIRIS

Turunggiller, Citrus spp., 2n=18, Rutaceae familyasi igerisinde herdem yesil bitki
tiirleridir. Turunggillerin birinci derecede anavatani Giineydogu Asya’dir. Ikinci
derecede anavatani ise Kuzeydogu Hindistan, Kuzey Burma, Cin’in Yunnan
eyaletidir (Davies ve Albrigo, 2005).

Turunggiller toplam 123.755.751 ton iiretim ile diinyada en fazla iiretilen meyve
grubudur. Diinyada en biiyiik iiretici iilkeler Cin ve Brezilya olup bunlart sirasiyla
Hindistan, ABD, Meksika ve Ispanya izlemektedir (FAO, 2012). Diinya ¢apinda
ekonomik Oneme sahip bes turuncgil grubu vardir. Bunlar; portakallar
(C.sinensis), mandarinler (C.reticulata), altintoplar (C.paradisi), limonlar
(C.limon) ve laymlar (C.aurantiflolia)’dir. Kamkatlar (Fortunella spp.) da sinirli
miktarda yetistirilir (Davies ve Albrigo, 2005). Diinya {iretiminin % 56’s1 portakal,
%17’si mandarin, %12’si limon %6’s1 altintop ve %9’u turuncun da bulundugu
diger turunggillerdir (FAO, 2012). Ulkemizin de icerisinde yer aldigi Akdeniz
havzasinda diinya turunggil {iretiminin %22’si gerceklestirilmektedir. Ulkemizdeki
ekolojik sartlar, Akdeniz ve Ege bolgelerinde turunggil yetistiriciliginin son derece
basarili sekilde yapilmasina olanak saglamaktadir (Seday ve Eti, 2011).

Kamkat, “turunggiller ailesinin kiiciik miicevheri” olarak isimlendirilmektedir
(Hocagil, 2012). Morfolojisindeki farkliliklardan dolay1r bazi sistematikgiler
tarafindan Citrus cinsi yerine Fortunella cinsi igerisine yerlestirilmektedir (Davies
ve Albrigo, 2005). Fortunella adini, 1812-1880 yillar1 arasinda yasamis Iskogyali
bahgecilik uzman1 Robert Fortune’un soyadindan almaktadir. Robert Fortune,
Cin’de yasadig1 yillarda siirekli ilging bitkileri toplamis ve Ingiltere'ye doniisiinde
de bu koleksiyonunu beraberinde gotiirmiistiir. Bati diinyasi, bu birikimin iginde
yer alan kamkatla, Fortune sayesinde tanigmis ve onu onurlandirmak amaciyla bu
bitkilerin cins adma ‘Fortunella’ denmistir. “Kumquat ya da komquot” adlartyla
anilan meyveye “altin portakal” da denilmektedir (Hocagil, 2012).

XIX. ylizyilda Avrupa ve Kuzey Amerika’ya giren kamkat, seralarda ve disarida
yetigtirilmistir. Hatta giinlimiizde siis bitkisi olarak balkonlarda, bahgelerde
bitkisel tasarimlarda da kullanilmaktadir. Diinyada Cin, Japonya, ABD’de yaygin
olarak; daha kiigiik 6l¢ekte Porto Riko, Guatemala, Kolombiya, Brezilya, Giiney
Hindistan’da da sadece deniz seviyesinden belirli yiikseklikteki yerlerde
yetistirilmektedir. Avustralya ve Gliney Afrika’da smurli olarak yetistirilmektedir.



Dogu Asya ve Cin’de dogal olarak yayilis gosterip c¢ali bicimindedir (Hocagil,
2012). Biitiin meyvenin genellikle kabugu da dahil yenmesi kendisine ayr1 bir
ozellik kazandirir. Agag, dikine biiyiime gosteren habitiisityle orta derecede
kuvvetli biiyiir. Yapraklar, mizraktan elipse kadar degisen yaprak ayasiyla
kiigtiktiir ve oldukca indirgenmis yaprak ayasina sahiptir. Yaprak ayasinin alt
ylizeyi, karakteristik giimiisi renktedir. Kamkatlar, diger ticari turunggillerden ¢ok
daha ge¢ cigeklenmeye egilim gosterir. Tam olarak kisa alistigt zaman, yapraklar
ve odun dokusu dona olduk¢a dayaniklidir (Davies ve Albrigo, 2005).

Genel olarak turunggillerde varyasyon sinirlidir. Turunggillerde varyasyonu
simirlayan temel sebepler apomiksis ve poliembriyoni olaylarina olan yiiksek
egilimdir. Ticari agidan énemli dort turunggil tiirii olan portakal, mandarin, limon
ve altintoplar baglangicta dogada sans ¢ogiirli olarak ve sonrasinda ise dogal
melezlemeler sonucu meydana gelmistir. Tiir igerisindeki varyasyonlar ise
cogunlukla dogal mutasyonlar sonucu olusmustur (Gokce, 2011). Turunggiller
dogal melezlemeye ve mutasyona egilimli bitkiler olmasindan dolay1 yeni gesitler
ortaya c¢ikarmaya elveriglidir (Davies ve Albrigo, 2005). Geleneksel 1slah
yontemleri ile ¢ok sayida yeni ¢esit iireticilerin hizmetine sunulmustur. Ancak bu
yontemlerle ¢esit gelistirmede uzun zamana, fazla emege ve kaynaga gerek
duyulmaktadir. Bu nedenle bitki 1slahgilar1 daha kolay ve daha hizli varyasyon
saglayacak yeni yaklasimlar tizerinde durmaktadirlar. Bunlardan biri de mutasyon
1islahidir (Baser vd., 2007).

Mutasyon olusturma ve mutant tiplerden yararlanma diistincesi ilk kez 1901
yilinda Hugo de Vries isimli arastiricinin “Mutasyon Teorisi” adl1 eserinde ortaya
atilmistir. Arastirici, bu eserde mutasyon yoluyla bitki ve hayvanlarda yeni tiplerin
ortaya cikabilecegini savunmus ve 1904 yilinda ABD’de verdigi bir konferansta
rontgen 1sinlarinin  mutasyon yaratmak amaciyla kullanilmasini 6nermistir
(Degirmenci, 2006). Mutagen (mutasyona neden olan madde) kullanilarak
seleksiyonla kombine edilen bu 1slah tipine “mutasyon 1slah1” adi verilmektedir.
Mutasyon 1slahinda temel nokta iyi Ozelliklere sahip cesitlerin 1-2 olumsuz
Ozelliginin, olumlu o&zellikler korunarak iyilestirilmesidir. Bu noktada 6nem
kazanan ise yaratilacak mutasyon frekansidir. Yapay mutasyonla bu frekans dogal
yolla goriilme oranina gore Onemsenecek kadar arttirilabilmektedir. Mutasyon
1slahi, Ozellikle monogenik (tek gen ile kontrol edilen ozellik kalitimi) olarak
yonetilen ve basit kalitim gosteren karakterlerin gelistirilmesinde etkili bir yontem
olarak kabul edilmektedir. Meyvecilikte mutasyon 1slahindan mevcut varyasyonu



genigletmek amaciyla birgok tiirde yararlamilmaktadir. Ozellikle vejetatif olarak
iiretilebilen meyve tiirlerinde, in vitro mutasyon uygulamalarinda bu yontem tercih
edilirken, tohum uygulamalariyla anag 1slahinda, melezleme c¢aligmalari i¢in birey
elde edilmesinde ve cigek tozu (pollen) 1sinlamasiyla da melezleme 1slahinda
kullanilmaktadir. Mutasyonlar ¢ogunlukla resesif ve Oldiirlici olmaktadir.
Mutagenler (mutasyona neden olan etmenler) populasyonlara uygulandiginda
biiylik ¢apta varyasyon ortaya ¢ikarmaktadir. Bu varyasyondan islah amaglarina
uygun, degisimi istenen Ozellikler yoOniinde sonuglar veren bitkiler
secilebilmektedir (Ciftci ve Senay, 2005). Giinimiizde mutasyon 1slahi
caligmalarinda genetik c¢esitlilik (variability) acisindan ¢ok sayida kimyasal ve
fiziksel mutagenler kullanilabilmektedir. Mutasyon 1slah1 calismalarinda
kullanilan bazi kimyasal mutagenler; siilfat siilfonatlar, etilen aminler ve nitroz
bilesikleridir (Degirmenci, 2006).

Fiziksel mutagenler yavas ve hizli iyonize olmalarina gore ikiye ayrilir. Mutasyon
meydana getirmek i¢cin UV 1smlart ile birlikte iyonize radyasyon olarak da
adlandirilan X ve gama 1sinlari, alfa ve beta partcaciklari, proton ve ndtronlar da
kullanilmaktadir. Bunlarin ortak 6zelligi enerjilerini vermeleri olup bu olay da
“iyonize radyasyon” denmektedir. Yavas iyonize olanlar ultraviyole 151k
kaynagindan elde edilen ultraviyole radyasyon, X 15in kaynagindan elde edilen X
isinlar;, Cobalt-60 (*°Co) veya Cesium-137 ('*’Cs) gibi radyoaktif izotoplardan
elde edilen gama 1sinlaridir. Bu mutagenler, bitki dokusuna kolay girebilirler
(penetre). Dogrudan DNA iizerinde etkili olmalariyla birlikte gen (nokta)
mutasyonlarint  ortaya ¢ikarmaktadirlar. Gama 1sim1  uygulamada kolay
yapilabilmesi, gecirgenliginin yliksek olmasi sonucu hedef hiicrelere ulagabilmesi
ve toksik herhangi bir etki ve zararmin olmamasi nedeniyle daha c¢ok tercih
edilmektedir (Degirmenci, 2006). Hizli1 iyonize olanlar ise temel ya da yavas
notronlar ve beta pargaciklaridir (P, *°S). Bu mutagenler de bitki biinyesinde
belirgin derecede degisiklik yaparlar ki, bunlar kromozom kirilmalaridir. Ancak
bitkilerin hayatta kalma sansi biiylik 6l¢lide azalmaktadir (Coban, 2003).

Fiziksel mutagenlerden en c¢ok gama 1511 tercih edilmektedir. Ciinkii gama
isininlarinin  uygulamada kolay yapilabilmesi ve gegirgenligi yiiksek olmasi
sonucu hedef hiicrelere kolay ulasabilmekte, toksik bir etki birakmamaktadir
(Degirmenci, 2006). Gama 1sinlar1 kullanilarak meyve tiirlerinden elma (Malus
domestica), findik (Corylus avellana), ceviz (Juglans regia), visne (Prunus

cerasus), badem (Amygdalus communis), zeytin (Olea europaea), muzda (Musa



cavendishii) ve turunggillerde (Citrus spp.) olumlu sonuglar alinmisgtir (Kunter vd.,
2009). Bugiin diinyada yetistiriciligi yapilan 6nemli turunggil tiir ve gesitlerinin
biiylik bir boliimii dogal melezlemeler ve mutasyonlar sonucu ortaya gikmustir.
Turunggillerde yaygin olarak rastlanan bu durum, iilkemize has yerli ¢esitlerin
ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Gokge, 2011).

Cok genis bir familyaya sahip olan turunggiller, tiir ve ¢esit bazinda birbirleri ile
genetik olarak ¢ok yakin akrabalik iliskilerine sahiptir. Turunggillerde tiir ve
cesitlerin  kisa silirede tanimlanmasi, turunggil 1slah¢isina, ireticisine ve
yetistiricisine merak ettigi konularda bilgi vermesi yoniinden olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Turunggil tiir ve gesitlerini DNA diizeyinde belirlemek i¢in birgok
yontem kullanilmaktadir. Tiir ve gesit ayrimlarinda, dnceleri izoenzim analizleri
kullanilmis, ancak bu yontem mutasyon ile olusan farkliliklar1 belirlemede yetersiz
kalmistir (Gogmen vd., 2003). Farkli mutasyon smiflarinin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan molekiiler belirtegler, melezlemeye (hibridizasyon) ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonuna (PCR) dayali olmak {izere ikiye ayrilir. Melezlemeye dayali
olan molekiiler belirteg RFLP (Kesilen Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)’dir.
PCR’a dayali molekiiler belirtegler arasinda RAPD (Rastgele Cogaltilmig
Polimofik DNA), SCAR (Baz Dizisi Belirlenen Cogaltilmis Bolgeler), AFLP
(Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi), SSR (Basit Dizi Tekrar1), ISSR (Kisa
Dizi Tekrarlar1 Arasi) ve SRAP (Baz Dizilimine Bagli Cogaltilms Polimorfizm)
bulunmaktadir (Gulsen vd., 2007; Turung, 2010). RFLP’de DNA’larin enzim ile
kesilme gerekliligi, radyoaktif esasli olmasi, uygulamadaki zorlugu ve pahalilig
alternatif bir metot olan PCR esasli RAPD molekiiler tekniginin gelistirilmesine
neden olmustur. RAPD turunggillerde tiir ve gesit ayrimlarinda RFLP’ye gore
daha kisa siirede etkili sonuglar verebilmektedir (Go¢men vd., 2003).

Bu ¢alismada, Nagami kamkati ag1 kalemlerinin hayatta kalabilecegi en uygun
kobalt-60 (“°Co) gama 1511 LDs, dozunun belirlenmesi ve elde edilen mutant
bireylerdeki morfolojik degisiklerin tespit edilerek yasayan bireylerin molekiiler
diizeyde RAPD belirtecleri ile tanimlanmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Turuncgillerde Mutasyon Islahi ile flgili Calismalar

‘Nagami’ (Fortunella margarita) kamkatinda konu ile ilgili caligma olmadigindan
altintop, limon, mandarin ve portakallarda yapilan caligmalarin 6nemli olanlar

Ozetlenmistir.
2.1.1. Altintop (Citrus paradisi Macf.)

En 6nemli pembe ve kirmiz1 altintop cesitleri icin iki gelisme noktasi vardir. ilki
tomurcuklarda LDs, dozu 9 krad olarak bulunmustur. Sonugta ticari olarak
tohumsuz klonlara uygulanan 151, tohuma uygulanandan daha az zaman almistir
Walters’tan (beyaz etli bir ¢esit) koken alan ‘Foster’ ‘Hudson’ ve ‘Star Ruby’
grubu ve ikincisi ‘Thompson’dan (‘Pink Marsh”) kdken alan ‘Redblush’, ‘Ruby
Red’, ‘Ray Ruby’, ‘Rio Red’, ‘Flame’ (‘Henderson’) ve ‘Burgundy’ grubudur.
‘Foster’, pembe etli mutasyonlarin ilki, 1907°de Manatee, Florida yakinlarinda
Atwood bahgesinde ‘Walters’in bir dal mutasyonu olarak ortaya ¢ikmustir. Pulp,
acik pembedir. ‘Foster’in meyve suyu neredeyse renksizdir. Cekirdekli oldugu igin
‘Foster’ genis olarak dikilmemektedir. Ancak ‘Foster’ diger daha 6nemli kirimizi
etli ¢esitlerin kaynagidir (Davies ve Albrigo, 2005). Olgun ‘Foster’ tomurcuklarina
30, 50, 70, 90 ve 110 Gy dozlarinda gama 111 uygulanmistir. Serada asilanan
tomurcuklarda LDsy dozu, 50 Gy olarak bulunurken fidanlikta asilanan ‘Hudson’
1930’larda San Benito, Teksas’ta ‘Foster’in bir tomurcuk mutasyonu olarak
meydana gelmistir (Hearn, 1986). ‘Hudson’, ‘Foster’dan oldukg¢a koyu kirmizi et
ve kabuk rengine sahiptir, fakat o da ¢ekirdeklidir (Davies ve Albrigo, 2005).
1969’da Teksas A & M Universtesi’nden R.A. Henzs ‘Hudson’ tohumlarii 10,
15, 20, 25 Gy dozunda radyasyona maruz birakmis, tohumlar1 ekmis ve hemen
ardindan ¢ogiirleri incelemistir. 1970’te ‘Star Ruby’ diye kendisi isimlendirdigi
cok koyu kirmizi etli bir ¢ogiirii segmis ve dagitmistir (Hensz, 1977). ‘Star Ruby’,
giiniimiizde mevcut olan altitoplarin igerisindeki en koyu kirmizi kabuk, et ve
meyve suyu rengine sahip bulunamidir. Kirmizi renklenme, geng dallarin
kabuklarinda bile fark edilebilmektedir. ‘Star Ruby’nin yaprak rengi, bazi
bahgelerde hemen hemen beyaza yakin klorotik hal alan rengi ile diger kirmizi
etlilerden farklililk gostermektedir. ‘Star Ruby’ yapraklari, bazi herbisit
uygulamalarina tepki olarak da klorotiklesir. Agaglar fitoftora gévde ciiriikliigline
cok hassastir. Ancak, bu problemlere ragmen verim, meyve kalitesi ve ekonomik



getirisi ¢ok iyidir. Davies ve Albrigo (2005). ‘Marsh’tan kaynaklanan diger bir
kirimiz etli altintop grubu, 1913’te Oneco, Florida (ABD)’da W. B. Thompson’un
bahgesindeki bir dal mutasyonu olan ‘Thompson’ (‘Pink Marsh’) ile baslar.
‘Thompson, en uygun kosullarda bile agik pembe et ve kabuk rengine sahiptir.
Ancak c¢ekirdeksiz olmasi sebebiyle ‘Foster’dan daha avantajlidir. ‘“Thompson’un
agac Ozellikleri, ‘Marsh’inkilerle benzerdir. Cogu kirmuizi etli ¢esitler,
‘Thompson’in mutasyonudurlar. ‘Ruby Red’ (‘Ruby’), 1929°da McAllen, Teksas
yakinlarinda A. E. Henninger tarafindan ‘Thompson’un bir dal mutasyonu olarak
kesfedilmigtir. 1931°de ‘Redblush’ (‘“Webb Redblush’) olarak ¢ogaltilan, Donna,
Teksas’ta J. B. Webb tarafindan segilen ‘Thompson’un diger bir dal
mutasyonudur. Meyve ve aga¢ Ozellikleri bakimindan bu c¢esitler hemen hemen
aynidirlar. Her birinde de, meyveler ‘Pink Marsh’tan daha koyu kirmizidir ve buna
ek olarak baska belirgin kirmizi kabuk renklenmesi vardir (Davies ve Albrigo
2005).

Teksas’ta bulunan koyu kirmizi renkli ii¢ ¢esidin kaynagi ‘Ruby Red’ dir.
‘Henderson’, ‘Ray Ruby’ ve ‘Rio Red’, ‘Henderson’, 1973’te Edinburg, Teksas
civarinda Henderson bahgesinde ‘Everhard’ altintopunun bir dal mutasyonu olarak
ortaya ¢ikmigtir. Kirmizi et ve kabuk rengi ‘Ruby Red’den daha koyudur. ‘Ruby
Red’in mutasyonu’Ray Ruby’dir. ‘Henderson’unkine yakin kabuk rengi vardir.
Ancak ‘Henderson’dan daha koyu kirimizi et rengine sahiptir. ‘Rio Red’, 1953’te
dikilen ‘Ruby Red’in bir mutasyonu sonucu ortaya ¢cikmistir. 1959°da tercih edilen
verim ve meyve Ozellikleri nedeniyle secilmistir. Bu seleksiyonun as1 kalemleri
radyasyona tabi tutulmus ve turung anaci ilizerine asilanmustir. 1976°da koyu
kirmiz1 renklenmesiyle bir mutasyon secilmis ve ‘Rio Red’ ismiyle 1984’te tescil
edilmistir. Kabuk rengi, ‘Ray Ruby’ye benzemekte, ancak et rengi daha kirmizidir
(Davies ve Albrigo 2005).

Davies ve Albrigo (2005), dordiincii diger bir kirmizi g¢esit ‘Flame’, USDA
tarafindan, 1987°de Florida’da ¢ogaltim amaciyla dagitilmistir. ‘Flame’, 1973’te
dikilen ‘Henderson’un tohumlarindan meydana gelmistir. Kabuk rengi ‘Ray
Ruby’ninkine benzer sekildedir. Florida’nin bazi bolgelerinde agaglar, ‘Star
Ruby’ninkine benzer yaprak klorotik simptomlar1 gostermektedirler. Fakat i¢sel
renklenme, Florida kosullarinda yetistirilen ‘Rio Red’inkinden daha kararlidir.

‘Ray Ruby’, ‘Rio Red’, ‘Flame’ ve ‘Star Ruby’nin, ‘Ruby Red’de bulunmayan en

belirgin 6zelligi, derim mevsiminin ge¢ donemlerine kadar koyu igsel kirmizi



rengini muhafaza etmeleridir. Bu durum, pazarlama periyodunu uzatmistir.
Olduk¢a sicak, diisik rakimli tropikal bolgelerde dahi olusmasina ragmen
renklenmedeki varyasyonlar iklime bagl olarak ortaya ciktigi belirlenmistir
(Davies ve Albrigo 2005).

2.1.2. Limon (Citrus limon L.)

Spiegel-Roy  vd. (2007)’nin arastirmasinda, ‘Villafranca’ ve ‘Euraka’
limonlarindan gekirdeksiz limonlar elde etmek i¢in 300 tomurcuga “’Co gama 1511
uygulamiglardir. Daha sonra i1smlanan tomurcuklar Troyer anaci {izerine
asilanmigtir.  “Villafranca’ limonundan ‘Ayalet’ limonu elde edilmis ve
‘Villafranca’ ve ‘Ayalet’te seker/asit oram1 aym1 bulunmustur. ‘Euraka’
limonundan ‘Galya’ limonu elde edilmistir. ‘Galya’da ‘Euraka’ya gore
seker/asitlik oran1 daha fazla bulunmustur.

Giilsen vd. (2007)’nin ¢alismasinda, Feminnello limon ¢esidinin as1 kalemlerine 0,
30, 50, 70, 90 Gy dozlarinda ®’Co gama 15101 uygulanmustir. Elde edilen ‘Giilsen’,
‘Alata’ ve ‘Uzun’ ¢esitlerinde 50 Gy dozunda ugkurutana hassas bulunmus ve
cekirdeksizlik elde edilmistir. 70 Gy dozunda ise elde edilen ‘Eylil’ gesidinin
erken olgunlasan, uckurutana karsi toleransli ve ¢ekirdekli oldugu tespit edilmistir.

Uzun vd. (2008), Gulsen vd. (2007)’de bulduklar1 4 c¢esitle kiitdiken limon
cesidinin ¢ekirdek sayisi, meyve suyu igerigi, meyve agirhigi, kabuk kalinligi
karsilagtirilmistir. Cekirdeksiz olan ‘Alata’, ‘Uzun’, ‘Giilsen’ cesitlerinin dikine
biliyiiyen habituslar1 ‘Kiitdiken’ limonuna benzer, dallart uzun ve giicli
bulunmustur. Gorsel olarak degerlendirildiginde bu ii¢ ¢esit morfolojik agidan
(yaprak sekli, rengi, biyiikligi ve aga¢ Ozellikleri) farkli olmadig
anlagilmigtir.’Kiitdiken’ limonuna gdre bu cekirdeksiz c¢esitlerin dallar1 dikenli
bulunmustur. Ancak ‘Eyliil’ ¢esidinin daha kiigiik, biiyiime orani ve dikenlilik
daha az oldugu goriilmiistiir. Ayrica ‘Eylill’ ¢esidinin geng¢ yapraklarinda

antosiyan miktar1 digerlerine gére daha fazla bulunmustur.

Eryilmaz (2011)’mm arastirmasinda, ‘Femminello Siracusano’na limonunun
olgunlasmamis tohumlarina 0, 20, 40 Gy dozlarinda “°Co gama 1sm1 uygulanmis
ve uckurutana toleransli ve dikensizlik elde edilmistir.



2.1.3. Mandarin (Citrus reticulata Blanco)

Bono vd. (1981)’nin ¢alismasinda, Clementine mandarin grubundan ‘Nules’ adli
¢esidin dalinda olusan dogal mutasyon sonucunda biiyiikk meyveli ‘Arrufatina’
cesidi elde etmislerdir. Yine aym1 grupta yer alan ‘Fina’ mandarinin dallarinda
meydana gelen dogal mutasyon sonucunda 1972 yilinda verimi ve i¢ kalitesi iyi
olan ‘Esbal’, 1973 yilinda kiiciik meyveli ve kirmizimsi portakal rengine sahip
‘Guillermina’ ¢esitleri ortaya ¢ikmistir.

Iwamasa ve Nishiura (1981)’nin ¢alismasinda, Satsuma mandarin grubu igerisinde
bulunan ‘Owari’ ¢esidinin dallarinda meydana gelen dogal mutasyon sonucunda
1958 yilinda ‘Tachima Wase’, 1968 yilinda ge¢ meyveye yatan ‘Imamura Unshu’
ortaya cikmustir. Ayni gruptaki bir diger‘Miyagawa Wase’ isimli mandarinin
dallarinda olusan dogal mutasyon sonucunda 1976 yilinda siki kabuk yapisina ve
yiiksek seker oranma sahip ‘Tachibana Unshu’, 1980 yilinda piiriizsiiz kabuk
yapisina sahip ‘Morita Unshu’ ¢esitleri olmustur.

Ahmad vd. (1992)’1in arastirmasinda, gama 1sminin ‘Kinnow’mandarini {izerine
etkisini incelemek i¢in ‘Kinnow’un tohumlarina 0, 20, 30, 40, 50, 100, 150 ve 200
Gy dozlarinda gama 1sin1 uygulanmustir. Hem 1sinlanmis hem 1sinlanmamus
tohumlar fidanliktaki topraga ekilmis ve laboratuvarda i¢inde pamuk ve ¢akil olan
topraga ekilmistir. LDsy 50 Gy olarak bulunmustur. Baska bir deneyde tohum
kabugu ayrilarak ayni dozlardaki gama 1sinin etkisinin morfolojik parametreleri
iizerine ¢alisilmistir. Sonug olarak morfolojik karakterlerde énemli varyasyonlar,
fidanlarin biiylime oraninda azalma, tohum kabugunun uzaklastirildigi deneyde
tohumun ¢imlenme siiresinde kisalma gorilmiistiir.

Ollitrault (1992)’un ¢aligmasinda, Willofleaf” mandarinin nusellar embriyogenik
kallusu MT ortaminda 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 Gy dozlarinda Co gama
1sinina maruz birakilmistir. 90 Gy dozuna kadar farklilik goriilmemistir. Bu
kalluslarin 1-2 alt kiiltiire alinmas1 160 ve 180 Gy dozlarinda yasam oranlarini
olumlu etkilemistir.

Vardi vd. (2008)’in c¢alismasinda,’Orah’ ve ‘Murcott’ ¢ekirdekli mandarinlerine
32.5 ve 40 Gy dozlarinda ®Co gama 1511 uygulanarak ‘Orri’ ve ‘Moria’ gesitleri
elde etmislerdir.



Khalil vd. (2011)’nin aragtirmasinda, 25+5 ¢ekirdek sayisina sahip ‘Kinnow’u
cekirdeksizlestirmek i¢in Biyoloji ve Tarim Niikleer Enstitlisii'nde dormant
haldeki tomurcuklarina 0, 20, 40, 60, 80, 120 Gy dozlarinda Co gama 1sinlamasi
yapmuslar ve 5+3 ¢ekirdek sayisina sahip mutant ‘Kinnow’elde etmislerdir.

2.1.4. Portakal (Citrus sinensis Osbeck.)

Hearn (1984)’niin yapmis oldugu caligmada ‘Pineapple’ ¢esidinin tohumlaria 10,
15, 20, 25 ve 30 krad dozlarinda gama 15101 uygulayarak LDsy dozunu, 10-15 krad
bulmus ve ¢ekirdeksiz mutant elde etmistir.

Latado vd. (2001)’nin ¢aligmasinda, ‘Pera’ ¢esidi portakal (5-6 arasinda ¢ekirdek
sayisina sahip) tomurcuklarina 40 Gy dozunda gama 1511 uygulayarak ¢ekirdeksiz
mutant elde etmislerdir.

Ling vd. (2008)’nin arastirmasinda, ‘Washington Navel’in tohumlarina uygulanan
0, 10, 20, 30, 40, 50 Gy dozlarinda Co gama 1sin1yla, 50 Gy dozundakinde
peroxidase ve protein enzim aktivitesi yiiksek bulunurken, hi¢ uygulama
yapilmayan bitkilerde klorofil miktar1 daha yiiksek bulunmustur.

Alos vd. (2008)’nin g¢aligmasinda, ‘Washington Navel’in dalinda olusan dogal
mutasyonla koyu kahverengi kabuk yapisina sahip, et rengi ayni olan fakat
meyvesi biraz daha biiyiik olan ‘Navel Negra’y1 ortaya ¢ikarmiglardir.

‘Washington Navel’in tomurcuklarinda meydana gelen dogal mutasyon sonrasinda
sirasiyla 1891, 1910, 1935 ve 1948 yillarinda ‘Thomson’, ‘Newhall’, ‘Lane Late’
ve ‘Skagg Bononza’ meydana gelmistir. Dallarinda meydana gelen bir diger dogal
mutasyon sonucunda ise 1935 ve 1950 yillarinda ‘Marss’ ve ‘Navelina’ ortaya
cikmustir. “>Washington Navel“in tomurcuklarinda olusan dogal mutasyonla daha
ince kabuklu ve sulu olan ‘Batem Sekeri’ ve ‘Batem Bahari’ elde edilmistir.
’Valencia’da meydana gelen dogal mutasyon sonucunda daha ince kabuklu ve sulu
yapiya sahip ‘Batem Fatih’i ortaya ¢ikmistir (Eryilmaz, 2011).

2.2. Turuncgillerde Mikoriza Ile Ilgili Cahsmalar

Turunggil yetistiriciliginde sertifikasyona uygun fidan {iretiminde ilk aranan
0zellik ekonomik olmasidir. Mikoriza ile asili fidanlar, araziye dikim esnasinda
sasirtma sokuna, su ve diger stres faktorlerine daha iyi dayanirlar. Az verimli
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topraklarda bitki gelisimi daha iyi saglanir ve fidan iiretimi esnasinda oncelikle
fosfor, ¢inko ve bakir kullanimini azaltir (Menge vd., 1977; Menge, 1982).

Mikorizanin toprakta bulunusu, bitki kokleri icindeki olusumu ve aktivitesi toprak
verimliligine 6zellikle de ortamin fosfor konsantrasyonuna bagh olarak farklilik
gostermektedir. Topraklarda fosfor miktar1 yiiksek oldugu durumda mikoriza
aktivitesi azalig gostermekte, kokler enfekte edilememekte veya enfeksiyon
saglansa bile besin elementi alimimi istenen diizeyde saglanamamaktadir (Ortas,
1998).

Farkli mikoriza tiirlerinin turung bitkisinde fosfor ve ¢inko alimina olan etkilerinin
incelenmesi; besin elementi alimi yoniinden G.clarium ile agilanan bitkilerin P ve
Zn yoniinden diger mikorizalar ile inokule edilen ve kontrole gore ¢ok daha fazla
besin elementi aldig tespit edilmistir. Bitki boyu gelisimi bakimindan mikorizanin
etkisinin son derece dnemli oldugu belirlenmistir. Mikorizayla beraber uygulanan
fosfor uygulamalar1 da istatistiksel olarak 6nemli bulunmus olup aym1 zamanda
artan dozlarda uygulanan fosfor konsantrasyonlar1 bitki boylar ile negatif bir iliski
gostermistir. Mikorizasiz uygulamalarda ise artan dozlarda uygulanan fosforun
bitki boylarimi1 uzattigi belirlenmistir. Mikorizasiz anaclar fazla oranda fosfor
giibresi verilmedigi siire zarfinda oldukca zayif gelismis veya hicbir gelisme
gostermemistir. Mikorizanin tek basina ve fosforlu giibre ile birlikte uygulanmasi,
yesil aksamda yas ve kuru agirligi arttirici bir etki gosterirken mikorizanin ¢inko
ile birlikte uygulanmasinda ise bu arttiric1 etki goriilmemistir. Farkli mikorizalarin
bitki gelisimleri lizerine olan etkilerinin arastirilmasi ve mikoriza uygulamalarimin
etkinliginin belirlenmesi ag¢isindan Glomus mosseae (1), G.mosseae (1I),
G.clarium, G.caledonium ve G.etunicatium mikoriza tlirleri denenmis ve bunlarin
icerisinde G.clarium tiirlinlin turung anacinin gelisimini ilerlettigi gorilmiistiir.
Turunggil anaglarinin seleksiyonu ya da bahge tarimi ¢ok yillik bitkilerin 6zellikle
de turuncgil fidanlarmin koklerine dikim sirasinda uygulanirsa mikoriza
inokulumu hem daha az giibre kullanilabilecegi hem de bitkinin yasamu siiresince
mikoriza ile enfeksiyonu sayesinde ¢evre faktorlerine karsit daha dayanikli olacagi
tespit edilmistir (Ortake1, 1999).

Arslan vd. (2003)’nin ¢alismasinda, 3 farkli turun¢gil anacini, 2 degisik harg
ortaminda 5 mikoriza tiirii ile ¢alisma yapmislardir. Arastirmalarinda Glomus
fasciculatum tiiriiniin turung ve kaba limon anaglarinda ¢ogiir gelisiminde etkili

oldugunu ortaya koymuslardir.
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Canthos (2003)’un arastirmasinda, turunggillerde zamklanma hastali§ina
(Phytophthora citrophthora) karsi kok enfeksiyonlarinda G.clarium uygulamasi
sonucunda belirli bir oranda etki ettigini belirlemistir. %42.2’lik bu etki, toprak
kokenli bir hastalik etmeni olan P.citrophthora’nin miicadelesinde c¢ok etkili
olmadigim ortaya koymustur. Fakat mikoriza uygulamasi ile birgok arastirmalarda
varilan sonuglara gore, kok ylizeyi ve fosfor absorbsiyonundaki artis ve yer
rekabeti, koklerde saglanan kimyasal ve morfolojik degisimlerle elde edilen
kuvvetli gelismeye bagli olarak olumlu sonuglarin diger miicadele yontemleri ile

birlestirilmesi 6nemli bir alternatif olarak goriilmiistiir.

Ozkan vd. (2004)’nin yaptiklar1 ¢alismada, turung ve Troyer sitranji anaglarinda
mikoriza, fosfor ve mikoriza+fosfor uygulamalarinin etkisiyle bitki boyu, kok yas
ve kuru agirhigr ile gévde kuru agirhginda ciddi artislar oldugunu tespit

etmislerdir.

Lin vd. (1987)’a atfen Ortas (1998), ozellikle virlissiiz turunggil fidan
yetistiriciliginde kullanilan har¢ karisiminda sterilizasyondan sonra ciddi derecede
besin elementi eksikligi gostermesi, mikroorganizma faaliyetinin olmamasi
yaninda, topraklarda arzu edilmeyen fiziksel, kimyasal ve biyolojik degismeler
meydana gelmesi sonucu mikoriza kullaniminin ne kadar dnemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Yapilan bir arastirmada, bazi bitkilerin sterilizasyon + mikoriza
inokulumun, steril edilmeyene yakimn bir bitki biiylimesi saglarken, steril edilen
topraklarda ani bir verim diigiikliigli goriilmiigtiir. ABD kosullarinda mikorizali
turunggil fidanlari tiretmis ve bu fidanlarin mikorizasiz bitkilerden 6 ay daha erken
bahgeye aktarilabilir diizeye geldiklerini rapor etmislerdir.

Tastekin ve Dalkili¢ (2008)’1n yaptigi ¢calismada, kaba limon ve turung anaglarinin
mikorizaya olan bagimliligi, mikorizanin en dogru uygulama zamani, en ideal
uygulanacak mikoriza dozu ve fosfor uygulamasinin ¢ogiir ve fidan {izerine
etkileri aragtirillmistir. Her iki anacada as1 gozii olarak ‘Washington Navel’ ¢esidi
kullanilmistir. Mikoriza uygulamasi yapilan turung kontrol bitkisine gore daha iyi
bir sagak kok yapisi ve buna bagli olarak uygun, saglikli bir ¢6giir elde etmislerdir.

2.3. Solucan Giibresi (Vermicompost) ile Tlgili Cahsmalar

Solucan kompostu (vermicompost) oksijenli ortamda solucanlar tarafindan organik
maddenin ayristirilmaya ugratilmasi ile elde edilir (kest) (Kara, 2013). Toprak
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solucanlar1 Annelida subesinin Oligochaeta simifinin Lumbricidae ailesindedir.
Kirmiz1 solucanlar (Eisenia fetida) ticari amagla en ¢ok kullanilir. Ege bolgesinde
zeytinin yaga islenmesi sirasinda ortaya c¢ikan karasu kekinin %20 ve %40
oraninda karigtirllmasi ile elde edilen ortamlarda kokon ve solucan sayisi ile

solucan agirligr artmistir (Gégmez, 2013).

2.4. Bazi Turuncgil Tiirlerinde RAPD Belirteclerinin Belirlenmesi ile
Tlgili Calismalar

1996°’da Continella vd. yaptiklart c¢alismada, Comune, Tardive Clementine
mandarini seleksiyonlarin1 tanilamada RAPD belirteclerini kullanmiglardir ve
calistiklar1 80 primerin 3 tanesi polimorfizm gdstermistir (Yesiloglu vd. 2002).

Machado vd. (1996)’da farkli koékenlere sahip 39 Akdeniz (yerli) mandarini
genotipinde polimorfizm ve genetik benzerligi RAPD belirtecleriyle aragtirmiglar
ve genotipler arasinda diisiik genetik varyasyon olsa dahi RAPD belirtegleriyle
genetik polimorfizmin saptanabilecegini ortaya ¢ikartmiglardir.

Russo ve Cerone 1996°da yaptiklari calismada, Clementine mandarinin 20
klonunun tanilanmasinda RAPD belirtegleri kullanmiglar ve klonlarin ayriminda
faydali bilgiler saglanmustir (Yesiloglu vd., 2002).

Gogmen vd. (2003)’nin arastirmasinda, Citrus cinsine ait farkl tiirler ile Poncirus
cinsi arasindaki filogenetik iliskiyi saptamak ve bu cins ve tiirlere ait molekiiler
belirtegler olusturmak amaci ile yapilan bu ¢alismada RAPD molekiiler teknigi
kullanilmistir. Calismada, ‘Pixie’ mandarini (Citrus reticulata Blanco), ‘Navelina’
portakali (Citrus sinensis Osb.), ‘Star Ruby’ altintopu (Citrus paradisi Macf) ile
Flying Dragon (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) materyal olarak kullanilmigtir. 20
degisik tesadiifi niikleotid diziliminden olugan 10 mer’lik (bazlik) RAPD
primerlerinin (Operon F) kullanmildig1 ¢aligsmada, primerlerin 4 tanesinde (OF-17,
OF-18, OF-19 ve OF-20) hi¢ DNA amplifikasyonu gerceklesmemis, diger 16
primerde ise monomorfik ve polimorfik bant sayisi sirastyla 40 ve 125 olarak
bulunmustur. Ozellikle anag¢ olarak kullanilan Flying Dragon farkli olarak
olusturdugu ¢ok sayidaki polimorfik DNA bantlar ile diger turunggil tiirlerinden
kolaylikla ayrilmigtir. Deneme sonuglari, elde edilen polimorfik DNA bantlarmin
tekrarlanabilir oldugunu, Citrus cinsine ait tlirlerde ve Poncirus cinsinde kolay bir
sekildle RAPD tekniginin uygulanabilecegini gostermistir. Benzerlik orani
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indeksine gore birbirine en uzak (%21) ‘Pixie’ mandarin ¢esidi ile Flying Dragon
bulunurken, en yakin (%56) ‘Pixie’ mandarin ¢esidi ile ‘Navelina’ portakal ¢esidi
bulunmustur.

Giilsen vd. (2005)’nin arastirmasinda, RAPD teknigi genetik kaynaklar1 arasindaki
cesitlilik, bitki populasyonunda kullanilan bireyler arasindaki iliskilerin tespitinde
ve genetik haritalama c¢aligmalarinda en fazla kullanilan yontemlerden birisi

oldugunu bildirmektedirler.

Varol (2007)’un ¢alismasinda, Red Marsh altintopunun embriyonik kalluslar1 in
vitro kosullarda biiylimenin yavaslatilmas1 yontemi ile bir y1l saklamistir. Somatik
embriyolar kontrolden daha kolay rejenere olmuslardir (yeniden geligmislerdir).
Sekiz kallus hatt1 genetik analizi yapilmasi i¢in ¢alismada kullanilmig, DNA
varyasyonunu arastirmak amaci ile RAPD teknigi uygulanmigtir. 102 pirimer
kullanilarak yapilan RAPD calismasinda DNA diizeyinde herhangi bir farklilik
goriilmemistir.

Deng vd. (2000)’a atfen Varol (2007), 14 turunggil genotipinin olgun
meyvelerinin gelismemis oviillerinden (tohum taslaklar1) embriyogenik kallus elde
etmeye c¢alismislar ve embriyogenik kalluslari regenere ederek bu tiirleri basari ile
koruma altina almuslardir. Arastiricilar yapmis olduklar calismada genetik
koleksiyonda mevcut olan 253 bireyi koruma ve saklamaya almadan 6nce RAPD
analizleri ile tamimlamislardir. Bu c¢alismada toplam 190 RAPD primeri
kullanilmis ve kullanilan primerlerden 12 tanesi ile ¢ok iyi amplifikasyon
saglanmistir. Arastiricilar amplifiye olan 12 primerden 7 primerin belirgin tiirlerin

ayrilmasinda kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Simgek (2009)’in ¢alismasinda, RAPD yontemi ile ug¢ kurutan (Phoma
tracheiphila) hastaligina dayanikli veya tolerant olarak tespit edilen toplam 16
limon genotipin molekiiler tanilamasi yapilmistir. Calismada kullanilan 100 primer
icerisinden 48 tanesi polimorfik olarak belirlenmistir. Calismada hepsinin farkli
ozellikleri ortaya konulmustur. Ancak Tuzcu 896 ve Tuzcu 897 genotipleri RAPD
yontemi ile birbirinden ayirt edilemedigi gdzlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. U¢ Yaprakh Portakal (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) Anaci

Ug yaprakli portakal (Poncinus trifoliata) Japonya, Cin, Arjantin ve Avustralya
gibi diinyanin bazi alanlarinda satsuma mandarini ve portakallar i¢in ana¢ olarak
genis Olglide kullanilmaktadir(Davies ve Albrigo, 2005). Kalem ozellikleri
iizerinde degisik etkilere sahip bir¢ok seleksiyonu olmasindan dolayi, {i¢ yaprakli
portakal diger anaglardan degisiklik gosterir. Ug yaprakli portakal kisin yapragini
doker, kis dormansisi uzundur ve dona dayanimi ¢ok fazladir (Ercisli, 2012).
P.trifoliata  lzerine asih  agaglar CTV  ve xyloporosis tarafindan
etkilenmemektedir. Ancak yanikhiga hassastir. Ug yaprakli portakal genelde
turunggil nematoduna, govde ciiriikliigiine ve diger zayif drenajla ilgili toprak
problemlerine dayaniklidir. Ancak gal nematoduna dayanikli degildir. Ug yaprakli
portakal {izerinde iiretilen meyvelerin meyve suyu miikemmel kalitededir (Davies
ve Albrigo, 2005).

Calismada kullamlan 2 yasindaki 160 tane ii¢ yaprakli portakal anaci Izmir ilinin
Odemis ilgesine baghh Bademli Mahallesi’ndeki Semih ATIKAN’mn bahgesinden
temin edilmistir. Temin edilen bitkiler 12.12.2012 tarihinde Odemis’teki Emre
fidancilik yiiksek plastik tlineline getirilmistir. Mutasyonda kullanilan ii¢ yaprakli
portakal anaci Sekil 3.1’de sunulmustur.
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Sekil 3.1. Calismada kamkat ag1 kalemlerinin agilanmasinda kullanilan ii¢ yaprakl
portakal anaci

3.1.2. Nagami Kamkat1 (Fortunella margarita L.)

Yetistiriciligi yapilan kamkatin taninmig dort tiirli vardir. Bunlar Hong Kong
(Fortunella  hindisii), Marumi (Fortunella japonica), Nagami (Fortunella
margarita), Meiwa (Fortunella crassifolia)’dir (Hocagil, 2012).

Nagami kamkati Cin’den diinyaya yayilmistir.4-5 dilimlik meyvesi olup 2-5
cekirdegi vardir. Meyvesi yuvarlak olup 4-5 cm biiyiikliige erigirir. Mevsimi
Ekim- Ocak ay1 arasindadir. Agact 4,5 m’ye kadar ulasir. Diinyada, Cin, Japonya,
Amerika, Porto Riko, Guatemala, Kolombiya, Brezilya ve Giiney Hindistan’da
yetisir (Hocagil, 2012). Verime yatmasi 2 yil siirer ve periyodisite goriillmez.
Meyvesi 12 ay agag lizerinde kalabilir. -5°C soguklara kadar dayanabilir.

Calismada kullanilan Nagami kamkat as1 kalemleri izmir ili Odemis ilgesinde
bulunan Emre Fidancihik ve Odemis’in Bademli Mahallesi’ndeki Mehmet
TABAK ’tan temin edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 As1 kalemi olarak kullanilan Nagami kamkati
3.1.3. Kullanilan diger maddeler

Mikoriza: 1x10* (w/w) Glomus intraradices, G.aggregatum, G.mosseae,
G.clarium, G.monosporum, G.deserticola, G.brasilianum, G.etunicatum,
Gigaspora margarita (ERS® Endo Roots Soluble, BioGlobal, Antalya)

Solucan giibresi: Do¢ Dr. Ayhan YILDIZ’dan elde edilmistir.

Tag DNA Polimeraz: 4 cesit niikleotid (dATP, dGTP, dTTP ve dCTP)
karigimidir. Tag DNA polimeraz, PCR reaksiyonu esnasinda polimerizasyonun
gerceklesmesi i¢in kullanilmugtir.

dNTP: PCR reaksiyonu sirasinda polimerizasyonun gerceklesmesi igin gerekli
olan niikleotidlerin saglanmasi i¢in kullanilmigtir.

DNA Marker: Jelde yiiriitilen DNA’larin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder kullanilmistir.

6X Loading Dye Solution: Jelde yiiriitiilen DNA’nin nereye kadar yiiriitiildiigiinii
belirlemek i¢in yiikleme soliisyonu olarak kullanilmistir.

10X TBE Elektroforez Tampon Cozeltisi: Agaroz jeli hazirlamak ve 6rnekleri
jelde yiiriitmek i¢in 0.5 X TBE tampon ¢o6zelti olarak kullanilmistir.

Primerler: RAPD analizinde 9 adet (10’merlik) primer kullanilmigtir (Cizelge
3.1).
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Cizelge 3.1. RAPD analizlerinde kullanilan primerler ve baz dizilimi

No | Primer Adi Primerlerin Baz Dizilimi
1 PM1 5’-GTACCGGTCC-3’
2 PM2 5’-GTACCGGTCG-3’
3 PM3 5’-GTACCGGTCA-3’
4 PM4 5’-GTACCGGTCT-3’
5 PM5 5’-GTACCGGTGC-3’
6 PM6 5’-GTACCGGTAC-3’
7 PM7 5’-GTACCGGTTC-3’
8 PMS 5’-GTACCGGCCC-3’
9 PM9 5’-GTACCGGGCC-3’

3.2. Yontem

3.2.1. Uc yaprakh portakal anacinin hazirlanmasi

12.12.2012 yilinda 2 yasindaki 248 tane anaci saksiya dikmek i¢in, kok kisaltmasi
ve tepe budamasi yapilmigtir. Ortalama boylar1 70 cm. olan anaglar 28-25 cm’e
kadar kisaltilmistir (Sekil 3.3). Kokler c¢esme suyuyla yikandi ve 2 litre

hacmindeki saksilara alindi.

(b)

(d)

Sekil 3.3. Ug yaprakli portakal anacinin (a) kok budamasi, (b) ve (c) tepe
budamasi, (d) kok yikamasi



19

3.2.2. Saks1 harcimin hazirlanmasi

12.12.2012 tarihinde her bir grupta 62 adet li¢ yaprakli portakal anaci olacak
sekilde 4 grup olusturulmustur. Bu gruplar kontrol, mikoriza, solucan giibresi,
mikoriza+solucan giibresi seklinde hazirlanan karigimlardir. Saks1 harci olarak esit
hacimda bahge topragi, torf, curuf, ke¢i glibresi karisimi kullanilmistir. Harg 2
litrelik siyah plastik fidan saksilarina doldurulmustur (62x2=124 litre) (Sekil 3.4).

Kontrol grubu: Sadece harg karigimi bulunmaktadir.

Mikoriza grubu: 500 ml suya 25 gram mikoriza eklenerek karistirilmistir (%5
w/v). Anaglar dikilmeden once kokleri mikorizaya 1 dakika siireyle bandirilmustir.

Solucan giibresi grubu: 124 litrelik harcin i¢ine 5 gram solucan giibresi ilave
edilerek karistirilmis ve 2 litrelik saksilara doldurulmustur.

Mikoriza ve solucan giibresi grubu: Mikoriza solusyonuna bandirilan anaglar

icerisinde solucan giibresi bulunan harca dikilmislerdir.

(b)
Sekil 3.4. (a) Koklerin mikorizaya bandirilmasi, (b) anaglarin 4 gruba ayrilmasi

Bu sekilde 4 gruba ayrilan boylar1 ayni olan anaclarm govde ¢aplar1 dl¢lilmiistiir.
Anaglar, as1 kalmligia gelmeleri i¢in biiyiimeye birakilmustir.

3.2.3. As1 gozlerinin %Co 1s1nlamasina tabi tutulmasi

Saksilara dikilen 248 anagtan 02.07.2013 tarihinde as1 kalinligina gelmis olan 160
tanesinin, toprak seviyesinden en uzun siirgiiniin tepe tomurcuguna kadar olan
boylar1 serit metreyle ve toprak seviyesinden 5-6 mm’den gévde caplar1 kumpasla
Olciilmiistiir (Sekil 3.5). Daha sonra yan dallart sayillmistir. Aymi tarihte Emre
Fidancilik, Odemis yiiksek plastik tiinelinde bulunan Nagami kamkatlaridan 19
cm ve iizerinde ortalama 8-10 goz bulunan as1 kalemleri kesilmistir (Sekil 3.5).
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\ (©)

Sekil 3.5. (a) Ug yaprakli portakal boy, (b) cap 6lgiimii, (c) (d) Nagami
kamkatindan as1 kalemi alinmasi

L (d)

02.07.2013 tarihinde 20 adet as1 kalemi 1slak havluya sarilarak i¢inde buz olan
strofoam kopilik kutuya yerlestirilmistir. As1 kalemleri 03.07.2013 tarihinde
Eskisehir Osmangazi Universitesi Radyasyon Onkoloji Ana Bilimdali’na
ulastirilmigtir. 20 adet as1 kalemi rastgele olarak her doza 5’er adet diisecek sekilde
4 gruba ayrilmis ve 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda “°Co gama 15m1 uygulamasi
yapilmigtir. Plastik paket lastigi ile demet haline getirilen as1 kalemleri 1.5 litre
hacmindeki su sisesine konup alttan pamukla sabitlenmistir. igine gecirgenligi
arttirmak i¢in ¢esme suyu konulmustur. Hazirlanan sise oda sicakliginda (22-
23°C) “Theratron Elite 80’ isimli “’Co gama cihaz1 6niine yerlestirilmistir.

15 gray doz: sisenin bir yiizii 11.79 dak, arka yiizii 11.75 dak olmak {izere toplam
23.54 dak 1sinlanmustir (Sekil 3.6).
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(b)

. .l .,

Sekil 3.6. (a) ‘Theratron Elite 80’isimli “°Co gama cihazi, (b) kamkat asi
kalemlerinin seffaf plastik sisede sabitlenmesi, (c) “°Co gama 151m
uygulamasi, (d) izleme odas1

30 gray dozu: sisenin On yiizii 23.58 dak, arka yiizii 23.51 dak olmak iizere
toplam 47.19 dak 1ginlanmigtir.

45 gray dozu: sisenin 6n yiizii 35.37 dak arka yiizii 35.26 dak olmak iizere toplam
70.63 dak 1ginlanmustir.

60 gray dozu: o6n yiiz 47.16 dak arka yiiz 47.02 dak siirerek toplam 94.18 dak
1sinlanmustir.

3.2.4. Asillama

15, 30, 45, 60 gray dozlarinda “’Co gama 1s1nlamas1 yapilan Nagami kamkati ast
kalemleri 05.07.2014 tarihinde Emre Fidancilik, Odemis, Izmir yiiksek plastik
tinelinde bulunan ii¢ yaprakli portakal anaglar1 tlizerine T goz asis1 ile
astlanmiglardir (Sekil 3.7).
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© o (@

Sekil 3.7. (a) T seklinde kabugun kaldirilmasi, (b) 1sinlanmis Nagami kamkati
kaleminden alinan goziin ii¢ yaprakli portakal anacina yerlestirilmesi,
(c) as1 yapilan yerin ast bandiyla sarilmasi, (d) {izerine etiketinin

konulmasi

Kontrol dahil her 1ginlama grubunda 32’ser adet olmak iizere toplam 160 adet as1
yapilmustir. Ug yaprakli portakal anacimin yetistirilmesi sirasinda yapilan her bir
kontrol, mikoriza, solucan giibresi, mikoriza+solucan giibresi uygulamalarinda8’er
adet as1 bulunacak sekilde etiketleme yapilmigtir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. 4 gruba ayirarak etiketlerinin takilmasi

3.2.5. Fidanlarda yapilan dl¢iimler

12.12.2012 tarihinde 19 cm boyunda olan 240 adet ii¢ yaprakli portakal anaglari
saksiya dikildikten sonra govde caplan Ol¢iilmiistiir. 02.07.2013 tarihinde asi
kalimligma gelen anacin boy uzunlugu (cm), gévde capi (mm), yan dal sayisi
(adet) olgiilmistiir. Anaglarin 7 ay igerisindeki 4 farkli har¢ ortamindaki biiylime
durumlari karsilagtirilmastir.

05.07.2013 tarihinde ii¢ yaprakli portakal anaci iizerine T goz as1 seklinde asilanan
5 farkli dozdaki Nagami kamkati as1 kalemlerinin 26.07.2013 tarihinde tutma
oranlar1 hesaplanmstir. 06.12.2013 ve 02.11.2014 tarihlerinde 0, 15, 30, 45, 60
gray dozlarina ait bitkilerde tutan asi siirgiinlerinin boyu (cm), ¢apt (mm) ve
yaprak sayisi (adet) 2 kez 6lciilmiistiir.

17.12.2013 tarihinde her bir gama dozuna ait olan bitkilerin yapraklarinin alt ve
ist yiizeylerindeki klorofil miktarlart normalize edilmis biiylime indisi
(normalized difference vegetation index) ile Sl¢iim yapan Plantpen NDVI 300
(PSI (Photon System Instruments), spol. s r.o., Drasov, Cek Cumhuriyeti)
Olciilmiistiir. 02.11.2014 tarihinde meyve sayisi ve meyve c¢ap degerleri
Ol¢iilmiistiir.
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3.2.6. RAPD analizi yapilmasi
3.2.6.1. DNA cikartilmasi (ekstraksiyon)

2013 yilinda 0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda Co gama 1s1n1 uygulanmis 30 adet
bitkinin her birinden 2’ser adet yaprak omegi 18.12.2013 tarihinde toplanip
posetler icerisine yerlestirilerek en kisa siirede ADU-TARBIYOMER, Aydin
labaratuvarina getirilip buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir. Ayn1 giin labaratuvar
caligmasina baslanmistir. Kullanilan Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR
Kit® soliisyonlariyla dogrudan yapraktan DNA ¢ikartilmasi amaciyla 0.5 cm
capinda yaprak dikleri kullanilmistir. Bu calismada kullanilan PCR karigimlari
(ddH,0, 2X tampon, primer, enzim, bitki DNA’s1) {iretici firmanin talimatlari
izlenerek optimizasyonu saglamak amaciyla farkli oranlarda denenerek 2 ay
siiresince c¢alisilmistir. Ancak gama iginlamasina tabi tutulan as1 kalemlerinden
siren 30 adet bireyin c¢ikartilan DNA’st ile PCR yapilmis, elektroforezde
gorlintiilenmis, ancak maalesef bant goriintiis elde edilemedigi i¢in bu 06n

caligmaya son verilmistir.

2014 yilinda, ayni 29 adet bitkinin DNA’s1 Thermo Scientific GeneJET® Plant
Genomic DNA Purification Mini Kit #K0791 kullanilarak ¢ikartilmistir.
21.08.2014 tarihinde Emre Fidancilik, Odemis, Izmir yiiksek plastik tiinelin alman
29 bitkiye ait yapraklar plastik buzdolabi poseti igerisine yerlestirilip ve iizerlerine
kodlar1 yazilarak en kisa siirede ADU-TARBIYOMER, Aydin labaratuvarina
getirilip buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir. Toplam 29 adet bitkiye ait yaprak
orneklerine 21-23.08.2014 tarihleri arasinda asagidaki islemler uygulanarak DNA
cikartilmistir (Sekil 3.9):

1- Yaprak ornekleri yaklagik 100 mg kadar tartildiktan sonra alkol ile yikanmis
ve kurulanmistir. 1.5 ml’lik Eppendorf® tiip igerisine konulan yaprak drnegi
lizerine sivi azot dokiilerek metal ¢ivi yardimiyla ezilmistir. 350 ul Lysis
Buffer A konularak 20 s vorteks islemi yapilmustir.

2- 50 ul Lysis Buffer B ve 20 ul RNase A eklenmistir.

3- 10 dakika 65°C’de termomikserde inkiibe edilmistir.
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130 pl Precipitation Solution ilave edilip 2-3 defa alt st edilerek
karigtinnlmistir. Buzdolabinda 5 dak bekletilerek 14,000 rpm’de 5 dak
santiflirlyj edilmistir.

Spin kolonu 2.0 ml’lik tiipe yerlestirilmistir. Santrifiij edilen drnegin iist faz
(supernatant, 500 ul) mikro pipet yardimiyla c¢ekip spin kolonun iizerine
konulmustur. Uzerine 400 pl Plant gDNA Binding Solution ve 400 pl %96
etanol konularak 20-30 s vortekslenmistir.

Hazirlanan karisimdan kolon igerisinden 600-700 ul ¢ekip 8,000 rpm’de 1 dak
santrifiij edilmistir. Ardindan dipteki siiziintii tiipten uzaklastirilmistir. Spin
kolon 2.0 ml’lik tiipiin icerisine tekrar yerlestirilmistir. Uzerine karisimin
diger yarist 600-700 pl eklenip 8,000 rpm’de 1 dak santifiiriij edilmistir.
Tekrar dipteki siiziintii (DNA filitrede kaldigindan alta gegen diger hiicre
organelleri) dokiilmistiir.

Spin kolonun fiizerine 500 pl Buffer W1 eklenmistir. 10,000 rpm’de 1 dak
santrifiij edilmistir. Dipteki siizlintii tiipten uzaklastirilmistir. Spin kolon 2
ml’lik tiipiin i¢ersine tekrar yerlestirilmistir.

Spin kolon tizerine 500 Buffer W2 eklenmistir. 10,000 rpm’de 3 dak santrifiij
edilmistir. Ardindan daha iyi siiziilmesi i¢in 14,000 rpm’de 1 dak daha
santrifiij edilmistir.

Spin kolonu 1.5 mI’lik tiipe alinmistir. Filitrenin iizerine 100 pl Elution Buffer
konularak oda sicakliginda 5 dak bekletilmistir. Sonra 10,000 rpm’de 1 dak
santrifiij edilmisgtir. PCR’da kullanilincaya kadar buzdolobinda (-20°C)
depolanmustir.
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(b)

(c)

Sekil 3.9. (a) Tiiplerin igerisine sivi azotun dokiilmesi, (b) tiiplerin santrifiij
edilmesi, (¢) vorteks igleminin yapilmasi

3.2.6.2. PCR

Toplam 9 primer kullanilmigtir. PCR solusyonu her bir 6rnek icin 0.2 ml’lik
Eppendorf® tiip igersinde 1.5 pl 10x Buffer Tag tampon, 1.5 pul MgCl,, 2.0 ul
dNTP, 1.2 ul BSA, 0.2 pl Tag DNA polymerase, 0.6 pl primer ve, 5.0 pl genomik
DNA eklenmistir. Uzerine karisimi 15 ul’ye tamamlayincaya kadar 8.47 ul steril
ddH,O eklenerek karigtirilmistir. Her bir tliplin {izerine numaralar yazilmistir.
Tiipler PCR cihazina yerlestirimeden 6nce kapaklarmin kapali olup olmadig
kontrol edilmigtir. Daha sonra tiipler PCR cihazina (BioRad® thermal cycler)
yerlestirilmistir. PCR cihazinda kullanilan program:

72°C 5 dakika
4°C o olmak iizere toplam 1 saat 50 dak ¢alismigtir (Sekil 3.10).

1. 94°C 5 dakika

2. 94°C 30 saniye

3. 35°C 30 saniye

4. 72°C 1 dakika

5. Goto?2 34 Déngli
6.

7.
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AHMET RAPD

Sekil 3.10. PCR cihazindaki RAPD programi ayarlanmasi
3.2.6.3. Gel elektroforezi

PCR o6rneklerinin yiiriitiilmesi i¢in %1.8’lik agaroz jelin hazirlanmasi amaciyla
10X TBE c¢ozeltisinden 50 mL alinarak 1000 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Bu
sekilde 0.5X TBE cozeltisi elde edilmis olup PCR’1 yapilan DNA 6rneklerinin
yiriitiilmesi i¢in %1.8’lik agaroz jel hazirlanmistir. Bunun i¢in 1.8 g agaroz
(Biomax, Selangor, Malaysia), hassas terazide tartilarak 250 ml’lik cam kavanoza
yerlestirilmis, iizerine 100 ml 0.5X TBE ¢ozeltisine ilave edilmistir. Mikrodalga
firinda hafif¢ce kaynamasi saglanip birka¢ kez siddetli sekilde c¢alkalanmistir.
Solusyon iyice seffaf hale gelinceye kadar 1sitilmigtir. Agaroz, eli hafifce yakacak
sicakliga ulasincaya kadar sogutulmustur. igerisine EasyVision® DNA boyasi
eklenen jel 20’li 3 tarak yerlestirilmis olan elektroforez tepsisine dokiilmiistiir.
Katilagan jel, PCR iiriinlerini yiiriitmek i¢in saydam beyaz renk aldiktan sonra
taraklar ¢ikartilmistir (Sekil 3.11). Bdylece PCR oOrneklerinin yiiklenmesi igin
%1.8’lik agaroz jel hazir hale gelmistir. PCR programi tamamlanan tiiplerin
icerisine 2 ul 6X yiikleme boyasi eklenmistir. PCR iiriinleri jelin kuyucuklarina 2
ul 6x yiikleme boyast + 15 pl PCR f{iriinii 0.2 ml’lik tiip icersinde karistirilarak
tipten 10 ul karisim almip jelin kuyucuklarina pipetlenmistir. PCR iriinleri
elektroforez cihazinda %1.8 agaroz jelde 150 V, 200 mA, 20-40 dak siiresince
yuriitilmek suretiyle ayarlanmistir (Sekil 3.11). Jeller UV g1k altinda
fotograflanmustir.
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Sekil 3.11. (a) PCR cihazindan ¢ikan jele yiiklenecek iirlinler, (b) DNA yiiklemeye
hazir katilasan jel, (c) tiiplerden 10 pl karisimm PCR iiriiniiniin pipetle
almmasi, (d) alinan iiriinlerin jelin kuyucuklarina yiiklenmesi, (e)
elektroforez cihazinin ayarlanmasi, (f) jelin UV 151k altinda gozlenmesi
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4. BULGULAR

4.1. U¢ Yaprakh Portakal Anacinda Yapilan Cahsmalardan Elde
Edilen Bulgular

12.12.2012 tarihinde saksilara alinan ve her biri 19 cm boyunda olan 240 adet ii¢
yaprakli portakal anaglarmin gévde cap Ol¢limleri yapilmistir (Cizelge 4.1).
Kullanilan ii¢ yaprakli portakal anaclarinin govde c¢aplar1 arasinda istatistiki
yonden fark olmamasi, ¢oOgilirlerin  uygyulamalara rastgele dagitildigim
gotermektedir.

Cizelge 4.1. Ug yaprakl portakal ¢ogiirlerinde gévde cap dlciim degerleri

Uygulama Govde Cap Ortalamasi (mm)
Kontrol 5.60
Mikoriza 5.00
Solucan Giibresi 6.00
Solucan Giibresi+Mikoriza 5.40
LSD s o.d.

02.07.2013 tarihinde asilamadan once 4 grupta yapilan ii¢ yaprakli portakal
anacinin boy, ¢ap ve yan dal sayis1 6l¢iimleri yapilmistir (Cizelge 4.2). 12.12.2012
tarihte yapilan Ol¢limle karsilastirma yapilarak hangi har¢ ortaminin ii¢ yaprakli
portakal ¢ogiirlerinin biiylime ve gelismesine daha yliksek veya diisiik etki ettigine
bakilmistir. Boy bakimindan en yiiksek degeri rakamsal olarak kontrol grubu
verirken, istatistiki olarak mikoriza ve mikoriza+solucan giibresi ile ayni grupta
yer almistir. Govde ¢ap1 bakimimdan en yiliksek degeri rakamsal olarak mikoriza
grubu gostermesine ragmen saksi harci ortamlari arasinda istatistiki yonden
farklilik yoktur. Yan dal sayis1 bakimindan en yiiksek deger solucan giibreli grupta
gbzlenmesine ragmen, saksi harci ortamlar1 arasinda istatistiki yonden fark

goriilmemistir.
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Cizelge 4.2. 02.07.2013 tarihinde asilamadan 6nceki boy uzunlugu, gévde cap,
yan dal sayis1 verileri

Uygulama Boy (cm) Cap (mm) Yan Dal Saysi

(adet)
Kontrol 43.626a 6.564 4.026
Mikoriza 42.550a 7.006 4.028
Solucan Giibresi 36.946 b 6.720 4.302
Mikoriza + Solucan Giibresi 40.774ab 6.788 3.804
Ortalama 40.974 6.770 4.040
LSD 5 4.420 0.d. o.d.

As1 tutma orani: 05.07.2013 tarihinde {i¢ yaprakli portakal anaci iizerine asilanan
0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda “°Co gama 111 uygulanmis Nagami kamkat1 as1
kalemlerinin 26.07.2013 tarihinde tutma oranlari hesaplanmistir (Cizelge 4.3).
Toplam 248 bitkiden 48 tanesinde as1 tutmustur. 0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarinin
her birinde 32 adet bitki bulunmaktadir. Doz oram olarak bakildiginda, tutan as1
sayisi 15 gray’de daha fazla bulunmustur. En az 60 gray’de tespit edilmistir.
Ayrica as1 tutma oranlari; kontrol, mikoriza, mikoriza+ solucan giibre, solucan
giibre gruplarinin icerisinde de degerlendirme yapilmistir. Her gruptaki 60 adet
bitkiden ¢oktan aza dogru sirasiyla kontrol grubunda 15, mikorizali grupta 13,
solucan giibresi+mikoriza grubunda 11, solucan giibresi grubunda 9 adet asi
tutmustur. 12.09.2013 tarihinde aginin tumadigi 0 gray dozundaki 19 bitki tekrar
astlanmistir ve 20 giin sonra bakildiginda hi¢birinin tutmadiglr goézlenmistir.
Asilamadan meyve tutumuna kadar gecen zamanda hayatta kalan bitki sayis1 30’a
diismiistiir. Bu sekilde M,V bitkileri elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. 12.12.2012 tarihinde kontrol, mikoriza, solucan giibresi, mikoriza+
solucan giibresi uygulanan, 05.07.2013 tarihinde T gbz as1 ile
asilanan Nagami kamkatinin 26.07.2013 tarihindeki as1 canlilig

POz K% | Gom | G+M% | M | M% | G | goe | P ] O
(Gy) (adet) | (%)
0 |2[250] 3 375 | 2 [250] 1| 125 8 25.0
15 |5 [625| 2 250 | 5 |625] 2250 14 | 438
30 |4 |500] 3 375 | 3 [375]3 (375 13 | 406
45 |4 [500]| 1 125 | 0 | 00 | 2 | 250 7 219
60 |0]00]| 2 250 | 3 | 3751|125 6 18.8
Ort.(%) 375 275 325 225 | 48 | 300
LSD .5 5.d.

4.2. Kamkatta Yapilan Caliymalardan Elde Edilen Bulgular
4.2.1. As1 siirgiinlerine ait olciimler

06.12.2013 tarihinde 0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarina ait bitkilerde tutan asilardaki
stirgiin boyu, govde cap1 ve yaprak sayisi hesaplanmistir (Cizelge 4.4a). Boy
uzunlugu bakimindan, 60 Gy’de, gévde ¢ap1 bakimimndan 0 Gy’de yaprak sayisi ise
15 Gy’de yiiksek tespit edilmistir. Bu 6l¢iimde 5 farkli doza ait bitkilerde birbirine
yakin degerler tespit edilmistir.

02.11.2014 tarihinde yapilan aynmi Olgiimlerde boy uzunlugu ve yaprak sayisi
bakimindan en fazla 0 Gy 2.siray1 ise 60 Gy takip etmistir.15, 30, 45 Gy
dozlarinda sayica ani diismeler goriilmiistiir. Govde ¢ap1 kalinlig1 60 Gy’de fazla
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4b).
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Cizelge 4.4. As1 siirgiinlerine ait boy, govde ¢api, yaprak sayisi degerleri

a) 06.12.2013

Doz (Gy) Boy (cm) Govde Cap1 (mm) | Yaprak Sayisi (adet)
0 11.16 2.44 14
15 9.94 2.40 15
30 10.31 1.91 9
45 9.60 2.41 11
60 11.54 2.14 13
Ort. 10.51 2.26 12
b) 02.11.2014
Doz (Gy) Boy (cm) Govde Cap1 (mm) | Yaprak Sayisi (adet)
0 39.02 5.00 47
15 29.11 5.57 41
30 21.71 4.78 26
45 20.98 4.78 26
60 34.43 5.72 44
Ort. 29.05 5.17 37

4.2.2. Yaprak klorofil miktar1

17.12.2013 tarihinde her bir doza ait olan bitkilerin yapraklarinin alt ve {ist
yiizeylerindeki klorofil miktarlarina bakilmistir ve her doz grubundaki klorofil
degerleri verilmistir (Cizelge 4.5). Yaprak klorofil miktarlan {ist yiizeyde 0.6254-
0.6735 ve alt yiizeyde 0.4003-0.4224 arasinda degismektedir. Yaprak iist ve alt

yiizeyleri klorofil miktar1 0 Gy dozunda daha yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Yapraklarin klorofil miktarlar1 17.12.2013

Doz (Gy) Ust yiizey Alt yiizey

0 0.6735 0.4224
15 0.6450 0.4116
30 0.6254 0.4003
45 0.6500 0.4199
60 0.6436 0.4104
Ort. 0.6475 0.4129

LSD g5 6.d. 0.d.

4.2.3. Meyve olciimleri

02.11.2014 tarihinde meyve sayis1 ve meyve c¢ap degerleri arasindaki farklilik
istatistiki olarak (P=0.05) 6nemli degildir (Cizelge 4.6). Ancak rakamsal olarak,
meyve sayist 2.40 adet 60 Gy ile 5.50 adet 45 Gy arasinda, meyve ¢ap1 ise 16.20
mm 60 Gy ile 18.99 mm 0 Gy arasindadegismistir.

Cizelge 4.6. Meyve sayis1 ve meyve ¢apt degerleri 02.11.2014

Doz (Gy) Meyve sayisi (adet) | Meyve capi (mm)

0 3.00 18.99

15 4.56 18.73

30 3.25 18.10

45 5.50 18.00

60 2.40 16.20
Ort. 3.71 18.08
LSD g5 o.d. o.d.
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4.3. RAPD Analizi

29 adet bitkide 9 degisik tesadiifi niileotid diziliminden olusan 10’merlik (bazlik)
RAPD primerlerinin kullanildigi ¢alismada toplam 14 adet bant elde edilmis,
bunlarin 4 adedi polimorfik bulunmustur (Cizelge 4.7). Her primerden elde edilen
bant profilleri ayr1 olarak degerlendirilmistir. Kullanilan bitkiler sirasiyla (grup

adi-sira numarasi-doz miktar):

1. K-01-15, 6. M-10-15, 11. S+M-18-30
2. K-10-15, 7. S-19-30, 12. S-26-45

3. M-17-30, 8. K-27-45 13. S-39-60

4. K-30-45, 9. S+M-34-60 14. M-16-15

5. S+M-40-60, 10. S-14-15 15. K-18-30
16. S+M-25-45, 21. M-35-60 26.K-13-15
17. M-34-60, 22. S+M-15 27.K-24-30
18. M-14-15, 23. S+M-21-30 28.K-32-45
19. K-17-30, 24.K-28-45 29. M-12-15

20. S+M-24-45, 25. M-09-15 30. M-01-0
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Cizelge 4.7. PCR amplifikasyonlar1 sonucu elde edilen bant sayilari, polimorfik
bant sayilar1 yaklasik bant biiyiikliikleri

Primer Elde edilen toplam | Polimorfik bant Yaklasik bant
bant sayisi sayisi biiyiikliigii (bp)
PM1 0 0 -
PM2 3 0 200-400
PM3 1 0 100-200
PM4 3 1 100-400
PM5 4 1 100-300
PM6 0 0 -
PM7 3 2 200-400
PMS8 1 0 100-400
PM9 0 0 -
Toplam 14 4

PM1 ve PM3 (Primer 1 ve Primer 3): PM1ve PM3 primerleriyle yapilan RAPD-
PCR sonucu elde edilen DNA band profilleri Sekil 4.1°de goriilmektedir. PM1
primeri ile hi¢ amplifikasyon gerceklesmedigi icin c¢alisilmamistir. PM3
primerinde 1 bant elde edilmistir ve polimorfizm hi¢ gézlenmemistir. Mutasyona
ugrayandan bile ayirt edilememistir.
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10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 M

Sekil 4.1. PM1 ve PM3 DNA bant profili

PM2 ve PM4 (Primer 2 ve Primer 4): PM2 ve PM4 primerleri ile yapilan
RAPD-PCR sonucu elde edilen DNA band desenlerine bakildiginda PM2 primeri
toplam 3 bant olusturmustur. 11 bireyde hi¢ bant olugsmamistir. PM2 primeri
calismis ancak bant olusturan bireylerde bant sirasi farkliligi goriilmediginden
polimorfizm géstermemistir. PM4 primeri toplam 3 bant olusturmustur ve 4 ve 17
nolu 2 adet bireyde bant olusturmamustir. 12 nolu bireyde (S-26-45) polimorfik
bant sayisi 1 olarak bulunmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PM2 ve PM4 DNA bant profilleri. Ok bant olusturmayan bireyleri
gostermektedir.

PMS5 (Primer 5): PMS5 primerine bakildiginda toplam bant sayisi 4’tiir. Diger
bireylerde 4 adet bant bulunurken 12 nolu bireyde (S-26-45) 1 adet bant
bulundurmustur ve polimorfizim gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. PMS5 primeri DNA bant profili. Ok polimorfik bireyi gostermektedir.
PMG6 (Primer 6): Primer 6 ¢alismamustir.

PM7 ve PMS8 (Primer 7 ve Primer 8): PM7 primerinde toplam bant sayist 3
bulunmus ve 1 bireyde hi¢ bant olugsmamistir. 12 nolu bireyde (S-26-45) 2 adet
polimorfik bant bulunmustur (Sekil 4.4). PMS8 primerinde toplam bant says1 1’dir
ve 2 bireyde hi¢ bant olugsmamustir. Polimorfizm géstermemistir.
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Sekil 4.4. PM7 ve PM8 DNA bant profili. Oklar polimorfik bireyi gostermektedir.

PM9 (Primer 9): Primer 9 ¢caligmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yiiksek plastik tiinel sartlarinda 4 farkli saksi har¢ ortamina (kontrol, mikoriza,
solucan giibresi, mikoriza+solucan giibresi) dikilen esit boyda ve farkli ¢aplardaki
iic yaprakli portakal anacinin bu ortamlardaki boy ve gdvde cap gelisimi
incelenmistir. Aralarinda belirgin fark gozlenmemekle beraber boy bakimindan
kontrol grubu yiiksek bulunurken, govde capi agisindan mikorizali grup One
cikmistir. Yapilan bir ¢alismada, mikoriza ve fosfor gilibresinin uygulandig: turung
anacimda bitki boyunun azaldigi, mikorizasiz fosfor giibre uygulamasinda bitki
boyunun arrtig1 gozlenmistir. Turunggil anaglarinin seleksiyonu ya da bahge tarimi
cok yillik bitkilerin 6zellikle de turunggil fidanlarinin koklerine dikim sirasinda
uygulanirsa mikoriza inokulumu hem daha az giibrele uygulamamizi hem de
bitkinin yasami siiresince mikoriza ile iliskisi sayesinde ¢evre faktorlerine karsi
daha dayanikli olacag: tespit edilmistir (Ortake¢1 1999).

Ug yaprakli portakal anaci iizerine 0, 15, 30, 45, 60 Gy dozlarma tabi tutulmus
Nagami as1 kalemlerinden alinan gézlerin T gz as1 seklinde asilanmasinda as1
tutma orani diisiik olmustur. Tutma oranim etkileyen nedenlerin; yiiksek plastik
tiinel sartlarinda biylime ve gelisme i¢gn gerekli yeterli ortamin (sicaklik ve nemin)
saglanamamasi, Nagami kamkati i¢in ideal anacin {i¢ yaprakli portakal olmamasi,
asimilat maddelerinin yeterince kdke ulasmamasi sonucu anacin zayif ve ciliz

kalmasi oldugu disiiniilebilir.

Kaynak arastirmasi sonucunda Nagami kamkati1 ¢esidinde uygulanan, farkli gama
1sin1 dozlarinin anag ve asili fidan gelisimi tizerine etkilerinin belirlendigi herhangi
bir c¢alismaya rastlanmaistir. Fidanin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla as1 tutma orani, as1 slirgiinii boyu, gévde capi, yaprak sayisi, yaprak

klorofil miktari, meyve ¢ap1, meyve sayisi incelenmistir.

Nagami kamkatinin gama dozlarina verdigi tepkideki as1 tutma oran1 %43.8 (15
Gy) ile %18.8 (60 Gy) arasinda degismis ve dozlar arasinda énemli morfolojik
farklilik goriilmemistir.

Yaprak klorofil miktar1 hi¢ gama 1smm1 uygulanmayanlarda daha yiiksek
bulunmustur. Ling vd. (2008)’nin arastirmasinda, ‘Washington Navel’in
tohumlarma 0, 10, 20, 30, 40, 50 Gy dozlarinda “Co gama 1511 uygulanmis ve hig
uygulama yapilmayan bitkilerde klorofil miktar1 daha yiiksek bulunmustur.
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Bu caligmada elde edilen bulgular RAPD-PCR tekniginin mutant bireylerin
ayriminda basarili olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Ayrica daha fazla primer
kullanilmasi halinde, daha yiiksek oranda polimorfizm elde edilebilecektir.

RAPD analizlerinde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, mutant aday1
bireylerde, RAPD polimorfizminin diisiik diizeyde ortaya ¢ikmasinin asagidaki
nedenlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir:

* Mutasyon genom igerisinde oldukg¢a kiigiik bir alanda meydana gelmis
olabilir (nokta mutasyonu).

* Belirli morfolojik 6zelligi kodlayan gen bolgesinde amplifiye edilen alan
oldukga kii¢iik olabilir.

Bu ¢alisma ile “°Co gama 1511 uygulanan Nagami kamkatinin as1 gozlerinden elde
edilen 12 nolu bireyin (S-26-45) diger bireylerden farkli oldugu RAPD primerleri
ile belirlenmistir. Gelecekte *Co gama 1s1m ile yapilacak calismalarla Nagami
kamkati meyvesindeki tohumlarin de yok edilebilmesi veya en aza indirilmesi
iizerinde ¢aligsmalara devam edilebilir. Ayrica as1 gozleri 60 Gy dozunda hayatta
kalabiliyorsa daha yiliksek dozlarda da hayatta kalabilme ihtimalinin
degerlendirilmesine olanak saglayabilecektir.
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