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Turuncgil anaglarinda demir klorozundan sorumlu genlerde allelik cesitliligi
tespit etmek amaciyla SSCP analizleri gerceklestirilmistir. Ilk olarak turuncgil EST
lerinden demir klorozundan sorumlu g aday gen belirlenmistir. Turunggil anaglarini
temsil eden 8 farkl: turuncgil genotipi secilerek, belirlenen aday genlere 6zgii PCR
primerleri kullamlarak genlerin PCR amplifikasyonlar: gergeklestirilmistir ve PCR
drdnlerinden direk DNA sekans yapilarak genlerin segilen 8 genotip agisindan DNA
sekanslar1  belirlenmistir. DNA sekans sonuclarinin analizleri  bilgisayar paket
programlar: araciligiyla yapilarak polimorfizmler belirlenmistir. SSCP analizlerini
gerceklestirmek amaciyla bu mutasyonlu bolgeleri cogaltacak yeni SSCP primerleri
dizayn edilmistir ve SSCP analizlerine gegilmistir. Dizayn edilen SSCP primerleri ve
tez kapsaminda kullarnilan toplam 35 farkl: turunggil anacina ait DNA materyalleri
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. PCR Urdnleri poliakrilamid jel
elektroforezinde kosturulmustur, elde edilen DNA bant profillerinin cluster analizleri
yapilarak dendogramlar olusturulmustur. Fe-S geni icin elde edilen dendogramda
demir klorozuna duyarli olduklar: bilinen tg yaprakli genotipleri ayni grup iginde
kumelenmislerdir, tc yapraklt melezleri ise kendi icerisinde aym alt kollarda yer
amislardir. IRT1 geni ic¢in olusturulan dendogramda ise benzer sonuglar
bulunmustur, g yaprakli ve melezleri aym alt kollarda kimelenmisler ve mandarin
genotipleri arasinda yiksek bir varyasyon tespit edilmistir. NRAMP3 geni ile PCR
arinit  akrilamid  jel icerisinde ayrilamadigindan dolay:1 cluster analizleri
yapilamamustur.

Anahtar Kelimeler: SSCP, Demir Klorozu, Turunggil, Allelik Cesitlilik
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We performed SSCP (Single Stranded Conformation Polimorphism) analysis
in order to discover allelic diversity of candidate genes responsible for iron chlorosis
in citrus rootstocks. Three Iron chlorosis candidate genes were selected from existing
Citrus ESTs databases and Arabidopsis thaliana genome databases. Iron-Sulfur
assembly protein, Vacuolar Metal Transporter and root iron transporter candidate
genes were used. Eight citrus genotypes were selected to be representative cultivars
of the basic taxon of Citrus to analyse the polymorphism. Two primers were used to
amplify for each gene with these eight genotypes and directly sequencing of
amplified DNA of candidate genes was done from PCR products to design new
SSCP primers. We developed new primers for further diversity and routine
genotyping by SSCP method from the results of direct sequencing on the basic taxa
Two pair of primers were defined for each genes. SSCP-PCR analysis was performed
with thirty-five citrus rootstocks and PCR product were was subjected to
electrophoresis in a non-denaturing PAGE and gels were stained with silver nitrate.
Neighbour joining method was used to construct dendrograms for cluster analyses.
Trifoliata genotypes and their hybrids were clustered together and mandarins showed
high diversity for both genes, for Fe-S gene and IRT1 gene. Dendograms could not
be constructed, because the DNA profiles could not be separated in acyrlamide gel
for NRAMP3 gene.

Key Words: SSCP, Iron Chlorosis, Citrus, Allelic diversity
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1. GiRIS Ozhan SiIMSEK

1. GIRiS

1.1. Turuncgiller

Turuncgiller dinyada vyetistiriciligi yapilan en dnemli meyve gruplarindan
biridir. Turuncgil grubunun sahip oldugu tir ve gesit zenginligi, meyvelerinin
olgunlagsmasinin uzun bir déneme yayilmasi ve olgunlasan meyvelerin agac tizerinde
bekletilebilmesi turunggillerin Gnemini arttirmaktadr.

Dunyada turunggil dretimi 35° Kuzey ve Guney paraleller arasindaki
bolgelerde yapilmaktadir. Kuzey Yarikire' de, Kuzey ve Orta Amerika ile Akdeniz
Ulkeleri, Guney Yarikire' de ise Guney Amerika, Guney Afrika ve Okyanusya da
ekonomik olarak Uretilmektedir (K arahocagil, 2003).

Turuncgillerin ilk defa M.O 500'1u yillarda kltire alindigr samimaktadhr.
(Anonim, 1975). Bugine kadar gecen binlerce yillik siire icerisinde turuncgil
turlerinde seleksiyon, dogal hibritleme ve spontan mutasyonlar aracilig: ile yeni
turuncgil tir ve cgesitler ortaya ¢ikmistir. Bu durum turunggillerde genis bir tat,
asitlik, renk, sekil veirilik cesitliligi saglamistir (Goksel, 1999).

Turuncgiller yaklasik 115 milyon ton Uretim ile dinyada en fazla Uretilen
meyve grubudur. Dinyada en buyuk Uretici Glke Brezilya olup onu sirastyla ABD,
Cin, Meksika, ispanya ve Hindistan izlemektedir. Dinya Uretiminin %57’ si
portakal, %23'G mandarin, %11'i limon, %4'G atintop ve kalan kisim diger
turuncgillerdir. Turkiye toplam 3.1 milyon ton Uretim ile Akdeniz Ulkeleri igerisinde
onemli bir Oretici konumundadir. Bu dretim aymi zamanda dunya turuncgil
dretiminin % 2.7’sini  olusturmaktadir. Turkiye turuncgil GUretiminin %48'i
portakal, % 24’0 mandarin, %230 limon ve %5'i atintoptur (FAO, 2007).
Turkiye' de toplam turuncgil Gretiminin %91'i Akdeniz, %8.5'i Ege, %0.5'i ise Dogu
Karadeniz bolgelerinden elde edilmektedir (Yesiloglu ve ark., 2007).

Turkiye'de oldukga eski bir gegmise sahip olan turunggil vyetistiriciligi,
Cumhuriyetten sonra hizla gelismeye baslamis ve 1930 yilindan itibaren Uretimde
onemli artiglar olmustur. Turkiye turuncgil yetistiriciligine ekolojik kosullar

acisindan son derece uygundur.
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Turuncgiller, Turkiye yas meyve sebze ihracatimn yaklasik % 50 sini
olusturmakta ve bu ihracat gelirinin de yaklasik olarak % 50'si yine turuncgillerden
saglanmaktadir (Anonim 2002).

Dunyada kullanilan bazi turuncgil anaglar: arasinda, Amerika ve Arjantin’ de
U¢ yaprakli ve melezleri, Florida ve Brezilya'da kaba limon (Citrus jamphiri) ve
rangpur laym: (Citrus limonia), Glney Afrikada ise Kleopatra mandarini ve
melezleri yer almaktadir. Ulkemizde ise, turuncgil meyveleri tretiminin biyuk bir
boltmiinin saglandigi Akdeniz bdlgesinde en yaygin anag turunctur. Kuzeydogu Ege
ve Dogu Karadeniz bolgelerinde ise ¢ yaprakli kullamlan tek ana¢ durumundadr.
Gecit Ege bolgesi yani Blyuk Menderes vadisinde ise turung ve Ug yaprakli karisik
olarak kullamlImaktadir. Son yillarda Ege ve Akdeniz bdlgesinde Carrizo sitranjinin
portakal, mandarin ve altintop tirlerine ana¢ olarak kullamimu hizli bir artis
gogtermistir (Tuzcu ve ark, 2001). Ticari amagla yetistirilen turuncgil agaglarinin
hemen hemen tamam asilanmakta ve kalem olarak kullamlan gesidin performansi
Uzerine anacin buyuk bir etkisi olmaktadir. Yeni bahgelerin kurulmas: sirasinda ise,
uygun anag secimi oldukca énemli bir konudur. Anaclarin sahip olduklar: degisik ve
farkli ©zellikleri nedeniyle toprak, hastalik, iklim vb. simirlayici ve engelleyici
etkenlerin ¢ozimlenmesinde ayrica verimlilik, erkencilik, meyve kalitesi gibi
faktorler, gerek yetistirici, gerekse pazar isteklerinin karsilanmasinda ortaya ¢ikacak
gucliklerin giderilmesinde anag segimi 6nemli rol oynamaktadir. Ancak, anaclarin
farkli ekolojik kosullardaki davraniglar: degisik olabilmekte ve bunun sonucu olarak
da Uzerine asilanan gesitlerin meyve verim ve kalitesini, bitki besin maddelerinin
alimi ve kullammini, blyime ve gelismelerini farkli sekilde etkileyebilmektedirler.
Bu nedenle, ana¢ secimi vyetistiricilik agisindan onemli faktorlerden birisidir
(Acikahin ve ark., 2008).

Akdeniz bolgesinin baskin anaci olan turuncun (Citrus aurantium L.) dnemli
tlr ve gesitlerle uyusma, verim ve kalite yontunden biyUk bir sorunu bulunmasa da
onemli bir hastalik olan Goglren (Tristeza) virls hastaligina duyarli olusu ve bu
hastaligin Ulkemizde bazi yerlerde ortaya gikisi turung anaci yerine kullamlabilecek
dayanikl1 anaglarin segimini zorunlu kilmaktadir. Ayrica Akdeniz bdlgesi 6zellikle
diinya pazarlarinda 6nemli 6lctde talep bulan limon yetistiriciligine yonelirken, anag
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olarak kullanilan turung, limon cesitleriyle oransal uyusmazliklar nedeniyle bazi
sorunlarin da ortaya ¢cikmasina neden olmustur (Tuzcu, 1978).

Dunya da ve Turkiye' de blyik 6neme sahip turuncgiller genellikle tohum,
celik ve diger vegetatif yontemlerle kolaylikla cogaltilabilirlerse de, 6zellikle basta
hastaliklar olmak Uzere, ¢esitli toprak ve iklim kosullarina uyabilmeleri icin anag
kullanmasi zorunlulugu ortaya gikmaktadir (Yildirim, 1996).

Kirecli ve oldukca degisik karakterdeki topraklara uygunluk gosteren turung
anact kok bogazi clrikligine dayanikli olmasi, ticari cesitlerle genellikle iyi
uyusmasi, kolaylikla cogaltilabilmesi, %85-90 oraminda niiseller embriyo olusturmasi
ile bir 6rnek ¢Ogur vermesi sebebiyle Akdeniz havzasinda yaygin olarak kullanilan
bir anag olmustur (Ozsan, 1979).

Ancak turuncgillerde gorilen tristeza virus hastalig: ilk kez 1890’1 yillarda
turung anac1 Uzerinde yetistirilen portakal ve mandarinlerin 6lim nedeni olarak
belirlenmistir. Hastalik as1 g6zl ve asilama yoluyla yayildigi gibi en 6nemli bir diger
yayilma vyolu ise vyaprak biti vektorlerdir. Ozellikle Glkemiz turuncgiller
yetistiriciliginin %100’ e yakin olarak turung anaci tzerinde yapiliyor olmasi tristeza
virts hastaliginin tlkemiz igin potansiyel tehlike olarak dikkate alinmasina neden
olmaktadir (Baloglu, 2001). Dunya turunggil Gretiminin % 22' sinin gerceklestirildigi
Akdeniz havzasi hem turung anacinin kullamimas: nedeniyle bu viris hastaliginin
tehdidi altinda ve hem de topraklarin yiksek pH’li olmasi sebebiyle meyve
agaclarinin %20-50 ‘si demir klorozu ileilgili sikint1 yasamaktadir (Pestana ve ark.,
2005).

Bitkilerde eksiklik semptomu tammlanan ilk besin elementi demir (Fe) dir.
Noksanlig: bitkilerde buytmenin, dayanikliligin, direncin ve verimliligin azalmasina
neden olmaktadir (Dasgan, 1999).

Turunggil Uretiminin gok 6nemli bir paya sahip oldugu bu bolgede turunca
aternatif olabilecek hem tristeza virls hastaligina dayankli hem de yiksek pH’l1
topraklara iyi adapte olabilecek yeni anaclarin bulunmasi zorunlu hale gelmistir.

Turkiye'de yer alan her bolgenin sahip oldugu farkli iklim, toprak ve
yetistiricilik kosullari, o bdlgede kullanilacak c¢esit ve ¢esidin anag ile uyumu,
kullanilacak anaci belirlemede en Onemli kriterlerdir. Bu kriterler g6z 6ninde
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bulunduruldugunda bélgeye uyum saglayan bir anacin kalem ile iyi uyusmasi ve
anacin Ozellikle verim ve meyve 6zellikleri bakimindan cesit Gzerine olumlu etki
yapmasi gerekmektedir. Anacin cesit ile uyusmazlik gostermesi, anacin bolgeye
uygun olmamast yeni anag gelistirme arayisi icerisine girmemize neden olmaktadir.
Uygun 1slah programlart kullamilarak yeni ana¢g eldesi mumkindir. Bu i1slah
programlart icerisinde; melezleme, seleksiyon, mutasyon vb. klasik 1slah
yontemlerinin yan sira modern 1slah yontemleri olarak adlandirilan; in vitro koltdr
teknikleri ve molekiler yontemler yer amaktadir. Bu yontemlerin birlikte
kullanmmasi 1slah programlarinda basariya ulasmada cok 6nemlidir (Bicen, 2008).

1.2. Bitkilerde Demir (Fe) ve Demir Noksanhg:

Yer kabugunun % 5 ini demir olusturur. Topraklar genellikle demir
acisindan zengin olmasina karsilik ortamda Ca'un fazla olmasi ve havalanmasi
uygun olmayan toprak sartlarinda bitkiler demirden faydalanamazlar. Bitkiler demiri
daha ziyade Fe," formunda alirlar. Bazen de Fes" formunda alabilirler. Ayrica demir
kleytleri olarak da alinabilmektedir. Demir hangi formda aliirsa alinsin bitki
biinyesinde Fe," formuna donusmeden kullamlamaz. Y iksek kalsiyum oldugunda
yani toprak pH’'st yilksek iken demir bilesikleri Fe," ve Fes' formlarina
indirgenemez. Ote yandan bikarbonat iyonlar1 da demirin hareketliligini azaltarak,
alimini azaltabilirler. Topraktaki kirecin ¢bziinmesinde CO;’in dnemli etkisi vardir.
Havasiz kosullar da CO, olusumuna sebep olmakta ve bu durum dolayl1 olarak demir
eksikligiyle sonuclanmaktadir. Sikisik topraklar, uzun sireli sulama, asir1 yagislar,
yiksek taban suyu da demir alimini engelleyen unsurlardir. Toprakta fazla miktarda
agir metal olmasi da (6rnegin mangan) demir eksikligine neden olmaktadir. Demirin
bitkilerdeki fizyolojik islevi; bir cok enzim sisteminde prostetik grup olarak gorev
yapan hem hemin maddelerinde yap1 elementi olmasiyla ilgilidir (Anonim, 2009a).
Demir eksikligi belirtileri 6ncelikle gen¢ yapraklarda baslar ve yaprak damarlari
arasinda sararma dikkat ¢eker. Goruntmleri oldukga tipiktir. Kolayca taninirlar. En
ince damarlar dahi yesil kalarak bu damarlar arasindaki renk tamamiyla sariya doner.
Siddetli noksanlikta damarlar da sararabilir. Demir noksanlig: bitkilerde blydmenin,
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dayanikliligin, direncin ve verimliligin azalmasina neden olmaktadir (Dasgan, 1999).
Noksanligi belirlemek icin toprak ve yaprak analizi yapilmast uygundur. Tim
bitkilerde demir klorozu gorilebilmektedir. EIma, armut, seftali, kiraz, visne, ayva,
turuncgiller, asma, antepfistigi ve cilek en duyarlilaridir (Anonim, 2009a). Demir
klorozu belirtisi gosteren bir turuncgil yaprag: Sekil 1.1."de gosterilmistir.

Sil 1.1. Demir klorozu belirtisi gésteren bir turuncgil yaprag:
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Ulkemizin de icinde yer aldigi Akdeniz Havzasindaki meyve agaclarinn
%20-50 ‘si demir klorozu ile ilgili sikint1 yasamaktadir (Pestana ve ark., 2005).
Turunggil tariminin yogun olarak yapildigi Akdeniz Bdlgesinde Dinya toplam
turuncgil Uretiminin %22'si karsilanmaktadir ve Turkiye nin bu Uretimdeki pay1 %
25 dir (FAO, 2006). Turuncgiller demir klorozuna hassas olarak bilinirler ve
yiksek miktarda kire¢ iceren topraklarda, turuncgil bitkilerinde en sik gorilen
beslenme problemi demir klorozudur (Choliaras ve ark., 2004).

Akdeniz Bolgesi turuncgiller yetistiriciligi  abiyotik ve biyotik stres
faktorlerinin tehdidi altindadir. Trizteza virisiinin ve bunun vektor olan Toxoptera
citricida zararlisimin yayilmas: halinde tuzluluk ve kireclilige yeterli toleranst
gosteren turung anacimn kullanimi sinirli hale gelecektir. Bu nedenle turunca
aternatif olabilecek yeni anaclarin segimine ihtiyag duyulmaktadir (Ollitrault ve
ark., 2006).

1.3. Molekiler Markarlar

Geride biraktigimiz yizyilda DNA’ nin kesfi ve Molekuler Biyoloji biliminin
hizla ilerlemesi ile ortaya c¢ikarilan birgok molekuler teknik sayesinde bitki
molekiler biyoloji ve genetik calismalart da hizla artmis ve 1slah programlarinda
uygulanmaya baslanmistir. Molekiler markirlarin kullamm alam olarak; bitki tir ve
cesitlerinin DNA parmak izlerinin belirlenmesi ile yapilan taksonomik calismalar,
genetik haritalama calismalari, molekuler isaretleyiciler yardimyla yapilan erken
seleksiyon calismalari, Genetigi Degistirilmis Organizmalarin (GDO) tammlanmasi,
mutasyonlarin  belirlenmesi, varligint bildigimiz genlerin allelik ¢ssitliliginin
arastirilmast ve bunun gibi pek cok calisma sayilabilir. Genetik kaynaklarin
yonetiminde genotiplerin  tammlanmast ve fenotipik olarak benzer olanlarin
birbirlerinden ayirt edilmesi 6nem tasimaktadir. Bu anlamda molekiler markirlarin
kullanilmasi hiz ve kolaylik saglamaktadir (Roose, 1988). Molekuler markirlar,
genetik cesitliligin belirlenmesi, ebeveynlerin ortaya konulmasi, farkli turuncgil
turleri arasindaki filogenetik iligkilerin saptanmasi ¢alismalari icin dnemli bir aragtir
(Barkley ve ark., 2006). Bu konuda kullanilan yontemler; izoenzimler, RFLP
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(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeats) ve ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats) ve diger markir sistemleridir (Whitkus ve ark., 1994). AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) teknigi gerek bir tek jel Uzerinde gok
sayida bant verebilmesi gerekse de spesifik markirlar verebilmesi nedeniyle yaygin
olarak kullamimaktadir (Zabeau ve Vos, 1993). Turuncgillerde de genetik
cesitliligin ve akrabalik dizeylerinin ortaya konulmasi amaglariyla bu molekiler
markir sistemleri kullamlmaktadir.

Mutasyonlarin tespiti, allelik gesitliligin arastirilmas: ve genetik iligkilerin
belirlenmesi amact ile kullamlan en eski ancak halen gecerliligini koruyan
yontemlerden biri RFLP (Restriction Fragment-Length Polymorphism) (Restriksiyon
Enzimi Uzunluk Polimorfizmi) markirlaridir. Farkli bireylerin genomlar1 arasinda
bazlarin dizilimi yoninden farkliliklar s6z konusudur. Buna DNA polimorfizmi
denir. Mendel Yasalarina gore nesilden nesile aktarilan bu kalitsal degisiklikler
cogunlukla DNA duzeyinde tek bir bazin degisimi yada genin kigiik yada buyuk bir
boluminin eksilmesinden kaynaklanabilir. Eger bu degisiklikler bir restriksiyon
enziminin kesme bdlgesinin yok olmasina ya da yeniden olusmasina sebep olursa
kolaylikla saptanabilir. DNA sarmali 0zgul restriksiyon endoniikleaz ile kesildigi
zaman farkli uzunluklarda fragmentler olusur ve jel elektroforezinde gozlenir. Bu
fragmentler RFLP olarak adlandirilir. RFLP ler bir ¢ok durumda marker olarak
kullarlir (Oner, 2002; Bozkurt ve Algiines, 2000; Pazarbasi, 2003). RFLP analiz

asamalar1 Sekil’ 1.2. tizerinde sunulmustur.
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Sekil 1.2. RFLP Analiz Asamalari (Anonim, 2007; Agar, 2007)

miewbran fizerinde prob'la
ssaretlenmiy DNA percalarinin gériintiilenmest.

Mutasyonlarin ve genetik yapidaki farkliliklarin tespitinde kullanilan diger bir
yontem ise TILLING ve EcoTILLING (Targeting Induced Local Lesions In
Genome) dir. TILLING ve EcoTILLING doga polimorfizmler ve mutasyonlarin
hizl1 sekilde belirlenmesinde kullanilan birbirlerine ¢ok yakin yontemlerdir
(Henikoff ve ark., 2004). TILLING yontemi birbirini takip eden ve birkag
basamaktan olusan bir prensiple ¢alisir (Till ve ark., 2006). TILLING ydnteminde
ilk islem EMS gibi nokta mutasyonu tesvik eden bir kimyasalla tohumlarda
mutasyon tesvikidir. Tohumlardan M1 bitkilerinin elde edilmesi ve M1 bitkilerinin
kendilenmesi sonucunda M2 bitkileri elde edilir ve bu bitkilerden mutasyon taramasi
icin DNA izolasyonu gerceklestirilir (Colbert ve ark., 2001). Mutasyona tesvik
edilen bitkisel materyale ait DNA’lar uygun sekilde karistirlarak bir havuz
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olusturulur ve PCR reaksiyonu hazirlamir. PCR amplifikasyonu icin Forward 5 ucu
floresan boya ile etiketlenmis primer ve Reverse 5 ucu floresan boya ile
etiketlenmis primerler kullamlir. PCR amplifikasyonundan sonra amplifikasyonu
saglanan DNA materyalinin ilk dnce denatiirasyonu ve ardindan tekrar renatiirasyonu
gerceklestirilir. Bu basamakta mutasyon igceren DNA zinciri ile mutasyon olmayan
DNA zinciri arasinda yanlis bir eslesme sonucu heterodupleks bir yap1 olusacaktir.
Olusan bu yanlis eslesmeler ilgili DNA materyalinde mutasyon oldugunun tespitidir.
Bu yanls eslesmeleri kesmek igin tek zincir spesifik nikleazlar ile Ornekler
inkubasyona tabi tutulur. Reaksiyon sonlandiktan sonra DNA saflastirilmast yapilir
ve DNA'’lar floresan etiketle cogaltiimis DNA parcalarini tamyan poliakrilamid jel
sistemlerinde kosturulur. PCR amplifikasyonunda kullamlan Forward ve Reverse
primerlerin farkli dalga boylarina gore etiketlenmesinden dolay1 cogalan DNA
parcalar: farkl: iki tabaka ile gorunttlenebilir. Mutasyon iceren DNA pargalar: yanlis
eslesme sonrasinda uygun kesim enzimiyle kesildigi icin bu iki tabakada PCR
Urdnuintin genel boyutunu olusturan ve birbirini tamamlayan iki DNA bandi gozlenir.
Bu sekilde birbirini tamamlayan iki DNA bandi gbzlendigi zaman bu 6rnekte
mutasyon oldugu tespit edilmis olmaktadir ve ilgili DNA’ya ait sekanslama islemi
gerceklestirilerek mutasyonun tipi belirlenebilir (Till ve ark., 2006). Ecotilling ve
Tilling analiz asamalarimi gosteren Sekil 1.3 te gbsterilmistir.
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Sekil 1.3. TILLING ve ECOTILLING analiz asamalar1 (Till ve ark., 2006).

Mutasyonlarin tespiti icin kullanilan ve bu tez calismasinda da kullamlmig
olan diger bir yontem ise SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism) (Tek
Zincir Konformasyon Polimorfizmi) dir. SSCP, PCR kullanimini igeren mutasyon
saptama yontemlerinden birisidir (Oner, 2002). SSCP, tek zincir DNA min molekiil
ici etkilesimi sonucu her zincirin farkli formda katlamp kivrilmas: ile degisik
konformasyonlarin ~ (=ikincil ~ yapimin) olusmasina ve poliakrilamid jel
elektroforezinde farkli hizda hareket etmesi Uzerine kurulmus bir yontemdir.
Mutasyon iceren DNA molekill tek bir baz bile farkli olsa normal dizide degisik bir
bant olusturacag: icin nondenatire jel elektroforezinde normalden farkli yerlerde
bantlar gbzlenmektedir. Normal ve incelenen 6rnek bu yontem ile karsilastirildiginda
normalden farkli bant(lar)in bulunmasi 6rnekte mutasyonun varligint gostermektedir
(Oner, 2002; Tuli, 2001; K ocatiirk Sel, 2005).

SSCP andlizinin duyarliligi yani mutasyonlari1 tarama 0zelligi %35-100
arasinda degisir (Solak ve ark., 2000). Bu yontemde duyarlilik Uzerine en 6nemli
etkenlerden biri incelenen DNA fragmentinin uzunlugudur. DNA fragmentinin
uzunlugu artarsa teknigin duyarliliginda dilsme olur. Ornegin 300 bg' den kisa DNA
parcalarinda basar1 %99 dolayinda iken 300-450 bg¢'lik DNA pargalarinin

10
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incelenmesinde aym oran %90 seviyesine dismektedir. SSCP nin uygulandigi
mutasyon analizlerinde PCR drlnlerinin kiiglk tutulmast istenir. Bu yontemde 6nce,
ya uzun DNA molekiltinin RE (restriksiyon enzimi) ile kesimi ya da PCR yontemi
ile kicik DNA fragmentleri elde edilir. Sonra bu cift sarmalli DNA fragmentleri
denatiire edilerek tek sarmalli hale getirilir. Daha sonraki asamada ise non-denatiire
kosullarda poliakrilamid jel elektroforezi yapilir (Solak ve ark., 2000). SSCP
mutasyon analizleri icin oldugu kadar, polimorfizmlerin saptanmasinda da kullanilan
bir yontemdir. Bu yontem jel Gzerindeki molektlin elektroforetik hareketine bagli
olarak islemektedir. Bu yontemde denatiire olmayan ortamlarda tek sarmal DNA’ nin
katlanip molekil icindeki etkilesimlerle aldigi konuma (konformasyona) goére
degerlendirme yapilmaktadir. Tek sarmal konformasyon polimorfizmi analizinde tek
bir niikleotiddeki degisim katlanmay: ve yeniden sekillenmeyi degistirir. Bu degisim
elektroforetik mobiliteye de ayni dizeyde etki yapmaktadir. Dolayisiyla diger bazi
mutasyon analiz yontemlerinde oldugu gibi heterozigot konumdaki bir degisim
elektroforetik olarak dort farkli tek sarmal DNA bandi vermektedir (Sekil 1.4. D). Bu
dort bant normal allelin anlamli ve anlamsiz dizisi ile mutant allelin anlamli ve
anlamsiz dizisini icermektedir (Solak ve ark., 2000). SSCP nin kullamm alanlar1
arasinda, mutasyonlarin tespiti, allelik cesitliligin belirlenmesi, genetik iliskilerin
belirlenmesi, genetik haritalarin olusturulmas: gibi analizler sayilabilir. SSCP
tekniginin Ko-dominant 0Ozellik gostermesi de onemli bir avantajidir, bdylece
heterozigot karakterlerin ortaya cikarilmasinda 6nemli bir Gstiinlik saglamaktadir.

Bu tez calismasinin amaci; turunggil anaclarinda demir klorozu ile ilgili
genlerin alelik cesitliliklerinin saptanmas: ve bdylece turuncgil anaglarinin bu genler
acisindan genetik iligkilerinin tespiti ile turuncgiller icin demir klorozuna dayanikl
yeni anag 1slahi calismalarina yol gostermesidir.

11
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Sekil 1.4. SSCP Analiz Asamalari;; A) PCR reaksiyonu sonucu elde edilmis
mutasyon iceren DNA drunleri. B) PCR uUrtnlerinin denatiirasyonu sonucu elde
edilmis tek zincirli DNA pargalari. C) Denatiire edilmis PCR drdnlerinin kendi
konformasyonlarinda kivriilmalart sonucu jelde farkli hareket etmeleri. D) Kendi
konformasyonlarinda kivrilmis DNA parcalarimin non-denatiire poliakrilamid jel
elektroforezi sonucunda ki gorantdleri.

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

Turuncgillerde molekiler anlamda birgok calisma yapilmistir ve bu
calismalar halen gunimizde de hizla devam etmektedir. Ancak bugline kadar
turuncgillerde demir klorozundan sorumlu genlerle ilgili herhangi bir allelik gesitlilik

calismasi ya da mutasyon tespit calismasi yapil mamistir.

2.1. Turuncgil Taksonomis ve Genetik Cesitliligin Belirlenmes Calismalary

Turunggil taksonomisi konusundaki ilk calismalar genelde morfolojik
markirlar  kullanillarak yapilmis ve sistematikcgiler arasinda bastan itibaren
turuncgillere bagli tirlerin sayisiyla ilgili tartismalar stregelmistir. Turunggil
taksonomisinde iki ana sistem gelismistir. Bunlar Swingle (Swingle 1943; Swingle
ve Reece 1967) ve Tanaka (1977)' nin gelistirdigi sistemlerdir. Swingle (1943),
Citrus cinsi icin 2 altcins (Eucitrus ve Papeda) ve bunlara ait 16 tir Onerirken;
Tanaka (1969), 2 dt cins (Archicitrus ve Metacitrus) ve bunlara ait 159 tirin
varoldugunu belirtmektedir (Swingle, 1967 ; Davies ve Albrigo, 1994). Swingle,
bilinen tdrlerin morfolojik 6zelliklerini gosteren formlarin tir olarak tammlanmadan
Once melez olmadiklarinin dogrulanmas: gerektigini belirtmektedir. Bu gorus, bir
taksonomik sistem icerisinde olasi degisimleri en aza indirmek gibi bir avantaja
sahiptir. Hodgson (1965), Swingle tarafindan kabul edilen 16 tirt gelistirerek bunu
36 tire ¢ikarmustur.

Tanaka temelde, Swingle gibi aym tirleri benimsemekle beraber, her bir tirt
daha dar bir kavramla ele alarak bunlarlailiskili tiplere, melez olarak bilinseler de ek
0zel adlar vermistir. Tanaka botanik ¢esit yada melez olarak bilinen bir¢cok formlara
tur gatisini vermektedir. TUr sayisinin bu gibi  dretkenliginin  dogrulanmast
tartismal1 ise de Citrus cinsi icindeki ttr kavraminin net bir tammu eksik kalmaktadir.
Tanaka' mn sistemi bir ¢ok turunggil turt bakimindan morfolojik tammlamalar
saglamaktadir (Seker, 1999).

Reece, (1969), Citrus cinsi icerisindeki simiflandirmayla ilgili ¢alismasinda,
bu konudaki iki temel sistem olan Swingle (1943) ve Tanaka (1954) sistemlerini

13
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karsilastirmistir. Swingle’ nin sistemini biyolojik konsepte uygun olarak bulan Reece,
Tanaka nin sistemini ise daha cok faydaci olarak degerlendirmistir.

Torres ve ark., (1978), yaprak izoenzimlerini kullanarak turuncgillerdeki
genetik benzerlikleri arastirmisglardir. Mandarin icerisinde diger turlere gore daha
fazla varyasyonun oldugu bildirilmistir. Calismada kullamlan limonlar igerisinde
sadece ‘Ponderosa’ limonu digerlerinden farkli olarak tespit edilmistir. Diger 15
limon cesidinde bulunan W alleli bu cesitte bulunamamistir. Daha Oncei
calismalarda limonun agag kavunu ve laym melezi veya ebeveynlerinden birinin
kaba limon oldugu gortsinin bulundugu belirtilmistir. Yapilan calismada tim
limonlarda Pgi-1 geni icin W alleli bulunurken, agag¢ kavunu ve laymlarda bu allel
bulunamamustir. Bu allelin turung ve mandarinde var oldugu ortaya konulmustur.

Ollitrault, (1990), turuncgillerin genetik yapisinin ortaya konulmasi
amaciyla, molektler markirlarin kullantmimin bu konuda kapsamli ¢alismalarin
yapilmasina genis olanaklar tamdigint  belirtmektedir. Bu amagla sekonder
metabolitler, izoenzimler ve DNA tekniklerinin  basarili  bir sekilde
kullanilabilecegini  belirtmistir.  Ozellikle izoenzim ve RFLP tekniklerinin,
turuncgillerde genetiksel yapinin ortaya konulmasi, ¢esit tammlamasi, allel gesitliligi
ve heterozigoti, turuncgil cins, tir ve akrabalar1 arasindaki filogenetik iliskilerin
ortaya konulmasi, nuseller ve zigotik orjinli bitkilerin ayirt edilmesi, In vitro
kulturlerinin monitorize edilmesi ve gen haritalandirmalari amaciyla kullamlmakta
olduklar1 da bildirilmektedir.

Yamomota ve ark., (1993), Citrus, Fortunella ve Poncirus cinsinde yer alan
28 tur ve ¢esidi RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemiyle
tammlamiglardir. Bunlar, Mitokondrial DNA analizlerine gore, Citrus agac kavunu,
sadok ve mandarin olmak Uzere baslica 3 gruba; ayrica sadok grubu sadok ve yuzu
olmak Uzere 2 alt gruba ayrilmstir. Sadok alt grubu sadok, altintop, limon, turunc,
portakal, Citrus reticulata, C.natsudaidai, C. hassaku, C. sudachi, C. hyuganatsu ve
C. iyo'yu kapsamistir. Yuzu alt grubu, Yuzu (Citrus junos) ve Meksika laymini
(Citrus aurantifolia); mandarin grubu ise mandarin (Citrus reticulata) ve portakal X
mandarin melezlerini kapsamistir. Poncirus cinsi, Citrus ve Fortunella’dan uzak
bulunmus; bununla beraber, Fortunella cinsinin mitokondrial genomu Y uzu ve layma
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benzer oldugu icin Citrus dan ayrilamamistir. Kloroplast DNA analizlerinde ise, 2
grup olusmustur. Poncirus, Fortunella, Microcitrus, aga¢ kavunu, Yuzu, Kalamodin
ve mandarin grubuna dahil edilen cesitler benzer fragment 6rnegini gosterirken,
sadok alt grubundakiler ve laym diger fragment 6rnegini gostermistir.

Fang ve Roose, (1997), 48 ¢ yaprakli klonunda izoenzim, RFLP ve ISSR
markirlar: ile genetik cesitliligi arastirmuslardir. Izoenzim ve RFLP analizlerinde cok
az polimorfizm elde edilebilmistir. RFLP ve ISSR markirlarinda polimorfizm % 10
olarak saptanmustir. ISSR markirlari ile ¢ yapraklilar dort ana gruba ayrilmislardir.
P. trifoliata’min orijini Cin’in 1liman bolgeleri iken, Citrinae altsoyundaki diger
tirlerin orijini tropik ve subtropik bolgeler olarak belirtilmistir. Ug yapraklilar
icerisinde biyuk cicekli genotipler ile kiglk cicekli genotipler genetik olarak ayri
gruplarda yer almislardir. Son donemlerde Cin’den getirilen tg adet genotip farkl
markirlara sahip bulunmus ve degerli 1slah kaynaklari olarak gosterilmistir.

Novelli ve ark., (1998), 31 portakal cesidinde Mikrosatellit markirlar:
kullanarak 18 primerle cesitleri degerlendirmeye calismislar; ancak turuncgil tir ve
akrabalarinda basarili sonuclar veren bu yontemle cesitler arasinda polimorfizm
saptamalari olanagi bulunmamistir. Arastiricilar, portakalda gorildugi gibi dusik
oranda polimorfizm gbsteren vejetatif cogaltilan tirlerdeki calisma icin bu molekler
marker tiplerinin uygun olmadigint ve portakalda yeni mikrosatellit primerlerinin
gelistirilmekte oldugunu bildirmislerdir.

Nicolos ve ark., (1999), Citrus cinsine ait 36 ve Poncirus, Fortunella,
Microcitrus ve Eremocitrus cinslerine ait birer tirde RAPD, SCAR ve cpDNA
markirlariyla turunggillerin filogenisini arastirmiglardir. Fortunella’ mn Citrus cinsine
yakin, digerlerinin Citrus cinsinden ve birbirlerinden uzak oldugu saptanmustir.
Arastiricilar Swingle sistematiginde oldugu gibi, Citrus cinsinde Eucitrus ve Papeda
olmak Uzere 2 alt grup olustugunu, fakat Citrus celebica ve Citrus indica’ nin bu
gruplarda yer aimadigini belirtmislerdir. Citrus cinslerinde yer alan hemen hemen
bitdn tdrler 3 alt gruba dagilmistir. Gergek Turuncgil Grubu’ nda yer alan her genotip
ve tur kendi cinsi igerisinde yer almustir. Farkli filogenetik iliskiler cpDNA
verileriyle ayrica ortaya konmustur. Eucitrus ve Papeda alt cinsine ayrim ortadan
kaldirilarak, Citrus cinsi Tanaka tarafindan Archicitrus ve Metacitrus olmak tzere 2
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alt cinse ayrilmistir. Citrus medica ve Citrus indica diger Citrus lardan oldukca uzak
bulunmustur. Limon ve Filistin tatli laymi Citrus latipes salkiminda liderlik eden
Sadok salkiminda yer almustir. Citrus aurantifolia ise Micrantha salkimina
yerlesmistir. Ayrica, genetik koklerine gore 17 tir ve g¢esidin genetik orijini
arastirilmustir. Limonunun agag kavunu X turung; Rangpur laymi ve kaba limonun ise
agac kavunu x mandarin melezi oldugu varsayilmistir. Diger yandan, elde edilen
verilere gbre Meksika laym igin Citrus micrantha’ min ana ve Citrus medica’ nin baba
oldugu bildirilmistir.

Gllsen ve Roose., (2001), Seksen-ti¢ limon c¢esidi, bazi akraba tirler ve bazi
ebeveyn oldugu sbylenen sadok (C. maxima), aga¢ kavunu (C. medica) ve mandarin
(C. reticulata) arasindaki genetik cesitlilik ve bunlar arasindaki genetik iliskileri
saptamak amaci ile izoenzimleri, ISSR (inter-smple sequence repeats) ve SSR
(microsatellite) markirlarint kullanmislardir. Calisilan limonlar arasinda izoenzimler
cok az varyasyon gosterirken 8 ISSR primeri toplam 103 polimorfik fragment
retmistir. Benzerlik katsayilart hesaplanmis ve tartiimamus ¢ift grup aritmetik
ortalama metodu ve gruplandirma analiziyle (UPGMA) genetik iliskileri gosteren
filojenik agag olusturulmustur. Bitun limonlar, kaba limonlar, tatli limonlar ve hibrit
oldugu dusunulen bazi tipler aga¢ kavunlartyla ayni grupta yer almistir. Altnus-iki
limondan 48 tanesi genetik olarak ayn: bulunmustur. Arastiricilar bu nedenle 48
limonun c¢ok fazla genetik degisiklikleri icermeyen klonal ebeveynlerden
mutasyonlar sonucu olustugunu savunmuslardir. Agac kavunlarimin limon, kaba
limon, tathh laym ve tathh limonlarin gekirdek DNA’larimin blydk bolimuni
olusturdugu, 1SSR markirlart kullanilarak tespit edilmistir. Limonlardan bazi C.
reticulata ve C. maxima spesifik ISSR markirlar1 tespit edilmistir. 1SSR
markirlarinda oldugu gibi, calisilan SSR markirlari da limonlar arasinda genetik
varyasyon gostermemistir, fakat taksonomik olarak nispeten birbirinden uzak gruplar
arasinda 6nemli varyasyon saptanmustir.

Yesiloglu, (2002), Turuncgil cins, tir ve akrabalarindan olusan 30 adet tirin
RAPD yontemiyle tanimlanarak turuncgil sistematigindeki yerinin belirlenmesi ve
turlerin birbirlerine genetik uzakliginin saptanmasi amaciyla yaptiklari bu galismada
10 RAPD primeri kullanmglardir. Calisma sonucunda ; Turuncgil cins, tir ve
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akrabalar1 arasindaki  polimorfizm oram 0.26-0.85 arasinda degistigini
bildirmislerdir. ‘ilkel Turunggil Grubu'nda yer alan Pleiospermium alatum ve
Severinia buxifolia ile *Gergek Turunggil Grubu’ nda yer alan Citrus, Fortunella ve
Microcitrus cinslerine ait tlrler arasindaki polimorfizmin genel olarak yiksek
bulundugunu, ‘Ilkel Turuncgil Grubu’ nda yer alan Pleiospermium alatum ile ‘ Gergek
Turuncgil Grubu'nda yer alan Citrus micrantha tdrleri arasindaki polimorfizm
oramnmin denemeye alinan tdrler icerisinde en yiksek dizeyde oldugunu
belirtmislerdir. Pleiospermium alatum ile Y akin Turuncggil Grubu igerisinde yer alan
Citropsis gilletiana arasindaki polimorfizminde yiksek oldugu saptamislardir. En
disUk polimorfizm orani ise ‘ Gergek Turuncgil Grubu’ nda yer alan Citrus limonia ve
Citrus pennivesi culata trleri arasinda oldugunu belirlemiglerdir.

Aka-Kacar ve ark., (2005), RAPD yontemi ile u¢ kurutan (Phoma
tracheiphila) hastaligina dayanikli veya tolerant olarak belirlenmis olan toplam 16
limon genotipin molekiler tamlamasini yapmuslardir. Calismada kullanilan 100
primer icerisinden 48 tanesi polimorfik olarak belirlenmistir. Calismada tim
genotiplerin birbirinden farkliliklar: ortaya konulmustur. Ancak Tuzcu 896 ve Tuzcu
897 genotipleri RAPD yontemi ile birbirinden ayrilamacig: gbzlenmistir.

Agar, (2007), SSR markirlar: kullanarak yapmis oldugu calismada Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tuzcu Turunggil Koleksiyonunda bulunan Citrus tiir ve
akrabalarina ait 88 adet genotip arasindaki molekiler farkliliklar incelenmistir.
Kullanilan toplam 13 adet mikrosatellit primerlerinden toplam 95 adet polimorfik
bant elde etmis, SSR analizleri sonucunda elde edilen veriler ile Citrus tir ve
akrabalar1 arasindaki genetik benzerlikler ve buna dayali olarak dendogram
olusturulmustur. Tez calismast kapsaminda kullamilan mandarin, portakal, turunc,
altintop turleri aym alt gruplarda toplandiklar: belirtilmistir.

Abkenar ve ark., (2008), Japonya da yetistirilen asitli turuncgilleri organel
DNA kullanarak RFLP markirlariyla genetik olarak karsilastirmiglardir. Kloroplast
DNA varyasyonlarina goére asitli turuncgiller g farkli gruba ayrilmis ve Ug gercek
turuncgil tirt birbirlerinden ve C.ichangensis'den ayr1 gruplarda yer almislardr.
Kullanilan genotiplerin ¢cogu turung-sadok grubu icerisinde yer almistir. Swingle ve
Reece (1967), tarafindan C.ichangensis ve mandarin melezi olarak kabul edilen
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Yuzu nun kloroplast DNA’sinda C.ichangensis'den farkli kaliplar elde edilmistir.
Ancak daha ileri calismalarin C.ichangensis'in Yuzu' nun orijini Gzerindeki rolinu
ortaya koymakta faydali olacagi vurgulanmistir. Kloroplast ve mitokondri DNA
verilerine gore agag kavunun Japon asitli turuncggilleri icin ana ebeveyn olmadigi
sonucuna varilmistir. Calismada t¢ gergek tirden ikisi olan mandarin ve sadok ile

Uzun, (2009), yaptigi calismada, ulkemiz turuncgil koleksiyonlarinda
bulunan turuncgil tdrleri ve bunlarin akraba gruplarina ait 825 adet genotipte SRAP
markirlar: ile genetik cesitliligi ortaya koymustur. Calismada 21 adet primer
kombinasyonu kullanilmis ve materyaller tir gruplarina gore sekiz ayri gruba
ayrilarak calisilmistir.  Verilerin - degerlendirilmesinde her grup ayri olarak
degerlendirilmis ve daha sonra gruplar kombine edilerek toplam on ayri
degerlendirme yapilmistir. Elde edilen sonuclara gore, portakal, limon, altintop ve
turunc tarleri icerisinde distk diizeyde varyasyon oldugu saptanmustir. Mandarin,
sadok ve aga¢ kavununun turuncgiller icerisindeki U¢ temel tir oldugu gorist bu
calismada da desteklenmistir. Citrus cinsi icerisinde, limon-aga¢ kavunu, sadok-
altintop, mandarin- portakal gruplart olmak Uzere U¢ ana grup olusmus ve diger
Citrus turleri de bunlar arasina dagilmistir. Gergek turuncgiller icerisinde Citrus
cinsine yakinlik olarak diger cinslerin siralanmasi, Fortunella, Eremocitrus, Poncirus
ve Microcitrus seklinde olmustur. ‘Yakin' ve ‘ilkel’ turuncgiller ‘Gergek’
turuncgillerden daha uzakta yer almiglardir. Genel olarak turunggil siniflamasinda
Citrinae altsoyu disinda bulunan materyaller bu alt soydan ayri1 ve uzakta yerlestigi

gozlenmistir.

2.2. Turuncgillerde ve Farkh Bitkilerde Demir ve Demir Klorozuyla ilgili
Y apilan Calismalar

Castle ve Manthey, (1998), 26 farkli Citrus cinsi ve yakin akrabalarinin
demire dayaniklilik oranlarim belirlemek igin yaptiklart calismalarinda 3 aylik
bitkileri kullanmiglardir. Deneme bitkileri Fe icermeyen besin c¢ozeltisiyle
blyltilmis ve genotiplerin demire karsi toleransliliklarimin belirlenebilmesi igin
Fe"*i indirgeyebilme durumlari goz oniinde bulundurmuslardir. Beyaz kok
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uclarindan periyodik olarak aldiklar1 drnekleri rediksiyon kapasitesini belirlemek
icin test etmislerdir. En fazla indirgeme kapasitesine sahip olarak Volkameriana
limonu, Eureka limonu, Etrog agac kavunu, turun¢ ve Rangpur laymi; en distk
olarak Swingle sitrumelo, Duncan altintopu, Thong Dee altintopu, Ridge Pineapple
portakali, tc yaprakli ve bir papeda seleksiyonunu bulmuslardir. Bir cok genotip ise
disUk-orta indirgeme 0Ozelliginde bulunmustur. Arastiricilar  yiksek tolerans
gogerenlerin Citrus cinsi iginde C. medica orjinli olanlar oldugunu belirtmistir. Ayni
zamanda Rangpur laymimin tamponlanmams ¢Ozeltide pH degerini ¢ok fazla
distrdagina (5'in atinda) ve tamponlanmamis c¢ozeltideki rediksiyon oramnin
tamponlanan ¢ozelti yamnda daha distk oldugunu bildirmiglerdir.

Abadia ve ark., (1999), Arastiricilar demir noksanliginin Akdeniz
Bolgesi'nin kirecli topraklarinda meyve agaclarint etkileyen ve en yaygin besin
elementi noksanligi oldugunu ve demir noksanliginin yapraklardaki fotosentetik
pigment olan klorofil miktarinin azalmasina bagli olarak yaprakta sararmalar
seklinde kendini gosterdigini belirtmislerdir.

Pestana ve ark., (2001), Troyer sitranji ( Citrussinensis (L.) Osb. X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.) Ustiine asili Newhall portakal c¢esidinde 0,5,10 ve 20 uM Fe
miktarlarint kalsiyum karbonatli ve kalsiyum karbonatsiz kosullarda su kilttrinde
denemislerdir. 0 uM Fe ve 5 uM Fe uygulamalarinda yaprak klorozu gorildiging,
yaprak klorofil miktarinin azaldigim ve koklerin diger uygulamalara gore daha kuigtik
oldugunu ve yan dal olusumunun daha az meydana geldigini bildirmiglerdir. 0 uM Fe
CaCOg3'lU ve CaCOy3'sliz uygulamalarinda oksijen degerlendirme oranim 10 uM Fe
uygulamasindan daha disuk bulmuglardir. CaCOs'li O uM Fe ve 5 uM Fe
uygulamalarinda FCR (Fe chelate reductase), 10 ve 20 uM Fe uygulamalarina gore,
aktivitesinin  6nemli derecede artis gosterdigini  belirtmislerdir. Arastiricilar
koklerdeki FCR  aktivitesinin  kendi  denemelerinde sadece CaCOs'lU
uygulamalarinda goéruldigini ve bu sonuglara gore de turuncgillerde Fe
noksanhigimin FCR aktivitesinin artmast icin tek basina yeterli olmayacagin
bildirmislerdir. Yaptiklar1 arastirmada tim CaCOs'l1 uygulamalarda fotosistem 11
etkinligi benzer olarak bulunmus ancak, O uM Fe'de bu etkinligin biraz daha az
oldugunu saptamislardir. Yaprak klorofil konsantrasyonun CaCOs'lerde daha
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belirgin ve bu degerlerin de 0 uM Fe uygulamasindaki degerlere yakin olarak
bulundugunu  belirtmiglerdir. Bu arastrma sonucunda yaprak  klorofil
konsantrasyonunun Troyer anaci Ustine asili Newhall portakallarinda onemli
derecede azalma gosterdigini, fotosentetik kapasitenin az miktarda azaldigini ve
fotosistem Il etkinliginin gok az miktarda etkilendigini bildirmislerdir. Ayrica demir
klorozu gosteren portakal fidanlarimin FCR aktivitesinin CaCOj3 varliginda meydana
geldigini belirtmislerdir.

Dasgan ve ark., (2003), Fe klorozuna kars1 hassas ve dayanikli olan iki ayr1
domates genotiplerinde yurittikleri calismalarinda yaprak klorozu ve toplam demir
konsantrasyonunun, demir iceren enzimler ile arasindaki iliskilerini incelemislerdir.
Demir iceren askorbat peroksidaz, katalaz ve guaiakol peroksidaz enzimleriyle demir
icermeyen ancak bir stres parametresi olan glutathione rediktaz aktivitesini
Olecmuslerdir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglara gore domates genotiplerinde demir
klorozuna kars1 dayanikliligin belirlenmesinde demir iceren enzimlerden katalazin,
toplam demir konsantrasyonuna gore daha dogru bir parametre oldugunu
bildirmiglerdir.

Chouliaras ve ark., (2004), Farkli demir dozlarimn (20 uM Fe-EDDHA
(Ph=6), 0 uM Fe-EDDHA (pH=6), 3 uM Fe-EDDHA (pH=6) ve 0,5 g L™ CaCOs +
10mM NaHCOs; eklenmis 10 uM Fe-EDDHA (pH=7,5)) yaklasik 15 cm boyundaki
Citrus taiwanica ve Citrus vol kameriana anaglarinda meydana getirdigi fizyolojik ve
biyokimyasal parametreleri incelemislerdir. Calisma sonucunda Taiwanica ve
Volkameriana anaclarinin kok-Fe indirgeme kapasitesi, rizosfer asidifikasyonu,
peroksidaz ve katalaz aktiviteleri ve bitki besin maddeleri birikimi birbirinden farkl:
bulmuslardir. Bu fizyolojik parametrelerin turuncgillerdeki screening calismalarinda
demir klorozuna tolerantliligin belirlenmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bu
calismalar1 sonucunda Volkameriana anacimn demir klorozuna karsi Taiwanica dan
daha hassas oldugunu belirtmiglerdir.

Chouliarasve ark., (2004), Turung (Citrus aurantium) ve Swingle sitrumelo
(Poncirus trifoliata (L.) Raf. X Citrus paradis Macf.) Uzerine asili iki portakal
(Citrus sinensis) cesidinin demir noksanliginda katalaz ve peroksidaz aktivitesine,
bitki-su iliskileri, stoma iletkenligine ve vyaprak agirliklari parametrelerini
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incelemislerdir. Hoagland besin c¢ozeltisine demir eklemeyerek demir noksanligi
yaratmiglar ve bunun sonucunda da katalaz ve peroksidaz aktivitesi fotosentez,
osmotik basing, turgor ve yaprak agirliginin énemli derecede azalma gosterdigini
fakat stoma iletkenliginin ve yaprak su potansiyelinin degismedigini bildirmiglerdir.
Ancak arastiricilar besin ¢ozeltisine NaHCO;3 (10 ve 40 mM) ekledikleri zaman
stoma iletkenligi, fotosentez ve turgor basincinin azaldigim ayrica yaprak su
potansiyeli ve osmotik basincin arttigim saptamislardir.

Pestana ve ark., (2005), Troyer sitranji ( Citrussinensis (L.) Osb. X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.), Citrus taiwanica Tan. ve Shim., ve Swingle sitrumelo (Poncirus
trifoliata (L.) Raf. X Citrus paradis Macf.) turuncgil anaglarin: farkli dozlarda ( O, 5,
10, 15 ve 20 pmol Fe dm™) demir iceren besin cozeltilerinin 3 anag Ustiinde
meydana getirdigi degisimleri incelemislerdir. Besin ¢ozeltisine 1 g dm™® kalsiyum
karbonat ekleyerek ortam pH’sint arttirmiglardir. Her bir anag icin slirgtin boyu,
yaprak sayisi, kok ve stirgunlerin taze ve kuru agirliklart deneme sonunda 6l¢tlmuis
ve ayrica yapraklardaki klorofil konsantrasyonunu ve bitki besin madde miktarlarinm
belirlemislerdir. Calismalar1 sonucunda Troyer sitranjim bu 3 anag icerisinde demire
en tolerant olarak, Swingle sitrumelo anacim en hassas ve Taiwanicay: ise orta

derecede tolerant olarak bulmuslardir.

2.3. Bitkilerde ve Diger Organizmalarda Y apilan Bazi SSCP Calismalari

Hongyo ve ark., (1993), Yaptiklar1 ¢calismada, SSCP analizleri icin kolay, kisa
sireli ve radyoaktif olmayan bir metod tammlamislardir. PCR Ortninin Etidium
Bromide boyasiyla muamelesi sonucunda, buyukligh 117 bg ile 256 bg¢ arasinda
degisen PCR drunlerinin varligint mini  akrilamid jellerde belirlemislerdir.
Calismlarinda insan p53 ekzon ve K-ras bolgelerini farkli drneklerden amplifiye
ederek yontemi tammlamiglardir. Tanimladiklar: bu metodun daha guivenli ve birgok
acidan daha tassarruflu oldugunu belirtmisler.

Rubio ve ark., (1996), Farkl1 cografik bolgelerden toplanan Tristeza (CTV)
virtslerinin kilif proteinlerini kodlayan genlerde SSCP analizleri ile polimorfizmleri
tespit etmislerdir. izole edilen 17 adet kilif proteinin DNA’ya dontstmi saglanmis
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ve PCR amplifikasyonlarint gergeklestirmisgler ve bir plazmit vektor icerisine
yerlestirmislerdir. Olusturulan bu klonlarin PCR amplifikasyonlar1 gergeklestirilmis
ve PCR Urint % 8 lik poliakrilamid jelde kosulmus ve polimorfizmler tespit
edilmistir.

Kjoller ve Rosendahl, (1999), Dért farkli bitki tiriine ait koklerden alinan
mikoriza gesitlerinde SSCP markirlariyla sekans farkliliklarim tespit etmiglerdir.
Calismada Glomus consrictum, Glomus caledonium, Glomus geosporum, Glomus
coronatum, Glomus fragilistratum ve Glomus comosseae turleri kullamilmistir. SSCP
analizleri non-denatiire poliakrilamid jel elektroforezinde gergeklestirilmistir. Ortaya
¢ikan polimorfizmler direk DNA sekansa gonderilerek dogrulanmustir.

Kong ve ark., (1999), Turuncgil Tristeza (CTV) virlsinde SSCP
markirlariyla genetik  ¢esitliligi - belirlemeye calismislardir.  Bu  galismada
Kaliforniya' da Turuncgillerde tamimlanan 5 farkl: virts kullanilmis hem virtsler
arasinda hem de virtsler igerisinde genetik cesitliligi belirlemiglerdir. Calisma
sonucunda ayni virls izolatlar1 arasinda bile nikleotid farkliliklar: belirlemiglerdir.

Kocatirk Sel, (2004), Spinal Muskuler Atrofi Hastalarinda SMN Geni
Ekzon 7 ve 8in Molekuler Analizini SSCP ve RFLP markirlaryla
gerceklestirmislerdir. Calismada RFLP yontemi ile, tim SMA hastalarinda (tiplerine
bakilmaksizin) ortalama olarak %92,4 (49/53) oraninda SMN1 geni homozigot
ekzon 7 ve 8 delesyonu tespit etmislerdir. Tiplerine gore de Tip 1 hastalarinin %94,7
(18/19)’'sinde, Tip 2 hastalarimin %91,6 (11/12)’'sinda, Tip 3 hastalarinin % 89,4
(17/19)'iinde homozigot delesyon bulmuglardir. Ekzon 7 ve 8de homozigot
delesyonu olmayan fakat klinik bulgulara gére SMA hastasi olan 4 kisinin, SSCP
yonteminde calisilan farkli elektroforez kosullarindan en az birinde kontrollerden
farkl: yani birlesik heterozigot genotipli hasta oldugunu belirlemislerdir.

Techaprasan ve ark., (2007), Zencefilgiller familyasina ait 15 tirde AFLP
ve SSCP markirlarim kullanarak genetik iliskileri arastirmislardir. AFLP analizleri
sonucunda 6 primer kombinasyonundan 893 parga elde etmisler ve polimorfizm
oramm % 99.78 olarak belirlemislerdir. Morfolojik olarak benzer olan iki tirde daha

hassas bir metot olan SSCP markirlarim kullanmuiglar ve SNP leri tespit etmislerdir.
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Giannetto ve ark., (2008), Baz1 UzUm genotiplerinde meyve renginden
sorumlu genlerdeki mutasyonlarin tespitini SSCP markirlariyla gerceklestirmislerdir.
Bu calismada farkli izim genotiplerine ait meyve renklerindeki varyasyonlar: kolay,
ucuz ve hizl1 bir sekilde ayirdiklarint belirtmiglerdir. Bazi izim genotiplerini meyve
renklerine gore beyazdan pempe ya da kirmiziya ve beyazdan yesile seklinde
aywrmuslardir ve bu ayrimi yapilan genotiplerde meyve renginden sorumlu genlerde
SSCP markirlart kullanarak DNA sekans farkliliklar: tespit edilmistir. Calisma
sonucunda farklt meyve rengine sahip Uzim genotipleri karsilastirildiginda DNA
sekans diizeyinde bazi bosluklar oldugu saptanmustir.

Kuhn ve ark., (2008), Y aptiklar: ¢calismada bitki tirlerinde molekiler markir
olusturmak icin daha kolay ve avantajlar1 olan PCR-SSCP markirlarini kullanmislar
ve onermiglerdir. SSR markirlar: ile birlikte SSCP markirlarininda yiksek oranda
polimorfizm bilgisi icerebilecegini belirtmiglerdir. Arastirmacilar diinya geneline
yayillmis 1231 bitkiye ait ornekler kullanarak SSCP markirlari ile SSR markirlarim
karsilastrmiglardir ve SSCP markirlarimn SSR - markirlarina alternatif olarak
kullarilabilecegini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Bitkisel M ateryal

Calismada bitki materyali olarak, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
‘Tuzeu Turuncgiller Koleksiyonu’, Valenciano Ispanya (Instituto Valenciano
Investigaciones Agrarias, IVIA) ve Fransa (Agricultural Research Station, SRA;
Institut  National de la Recherche Agronomique, INRA) Turuncgiller
Koleksiyonunda yer alan 35 adet turuncgil anaci kullamlmustir.

Tez kapsaminda kullamlan 35 farkli  turunggil anact igerisinden,
polimorfizmleri belirlemek ve yeni SSCP primerleri dizayn etmek amaciyla, bu
populasyonu temsil eden sekiz turunggil genotipi secilmistir. Genetik farkliliklar
belirlemek amaciyla secilen sekiz turunggil genotipi ve SSCP analizlerinde
kullanilan diger genotipler Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2 de gogerilmistir. Cizelge
3.1.de sunulmus genctiplerden “Citrus reticulata” Klemantin mandarini ve “ Citrus
maxima” Chandler Sadok haploid olarak secilmistir. Segilen bu sekiz genotip ile
direkt DNA sekans calismalar yapilmis ve DNA sekans sonuglarindan yeni SSCP
primerleri dizayn edilerek Cizelge 3.2.’de sunulmus genotiplerle SSCP analizleri
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada SSCP markirlarim dizayn etmek amaciyla kullanilan
genotiplerin listesi

No Genotip _ L atince Ismi

1 Pomeroy Ug Yapraklisi [ Ponicirustrifoliata
) Corsica Agag Kavunu Citrus medica

3 Micrantha Citrus micrantha

4 Nules Klemantin Citrusreticulata

5 Kleopatra Mandarin Citrus reshni

6 Haploid Klemantin Citrusreticulata

7 Chandler Sadok Citrus maxima

8 Pink Sadok Citrus maxima
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Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Bitkisel Materyal

No |Genotip L atince Ismi
Poncirus trifoliata (L.) Raf. X Citrus sinensis
1 | Carrizo Sitranji Osh. ‘Washington Navel’
Poncirus trifoliata (L.) Raf. X Citrus sinensis
2 | C-35 Sitranji Osb. ‘Ruby’
. Citrumelo 4475 (WN) CR:;[;_US paradis Macf. x Poncirus trifoliata (L)
4 | Nasnaran mandarini Citrus amblycarpa
5 | Sunki mandarini Citrus sunki
6 | Shekwasha mandarini Citrus depressa
7 | Fuzhu mandarini Citrus reticulata 'Fuzhu'
8 | Bintangor Sarawak Citrusreticulata Blanco x Citrus aurantium L.
9 |Red KabaLimon Citrus jambhiri Lush.
10 |Volkameriana Citrus volkameriana Tan.& Pasg.
11 | Rangpur laym: Citrus limonia Osb.
12 | Alemow (macrophylla) Citrus macrophylla
13 Ej'ﬁife Gou  Tou Citrus aurantium var. Gou tou
14 | Maroc Turuncu Citrus aurantiumL.
15 | Poncirus Flying Dragon | Poncirustrifoliata (L.) Raf.
16 | Rubidoux ¢ yapraklist Poncirustrifoliata (L.) Raf.
17 {nx\éraﬂlrﬁal.() kamkat Citrus japonica Thunb.
18 Z/veirllllowl eaf) mandarin Citrus deliciosa
19 |Meksikalaymi Citrus aurantifolia
20 | Duncan altintopu Citrus paradis Macfad.
21 | Eurekalimonu Citruslimon (L.) Burm. f.
22 | Changsha mandarini Citrusreticulata Blanco
23 | Tuzcu 31 31 turuncu Citrus aurantiumL.

24

Alanya Dilimli portakali

Citrus sinensis Osb.

M. Kleopatre X P.

Citrus reticulata Blanco x Poncirus trifoliata (L.)

25 |trifoliata'Swingle' Raf.)

Tuzcu Kleopatra| ~. :
26 | Mandarin Citrus reshni Hort. ex. Tan.
27 | Gou Tou Turuncu Citrus aurantium L.
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Uc Yaprakh (Poncirus trifoliata): Temel 6zelligi yapraklarimn (¢ parcadan
olusmasidir. Agaclart 4-5 m buylyen kiglk agaclardir. Meyveleri kugik, Uzerleri
purizlt ve ince tlylerle kaplidir. Soguk havalara dayaniklidir. Meyveleri dnce gri
renkli olgunlasinca agik sari renklidir. Meyve eti aci-eksidir. Bol miktarda
gekirdeklere sahiptir. Kalin, sivri dikenleri vardir. Cicekleri beyaz, hos kokuludur.
uckurutana kars1 dayaniklidir. Citrus cinsi igin anag olarak kullamlan en eski tar’ dir
(Agar, 2007).

Corsica Agac Kavunu (Citrus medica): Corsican Aga¢ Kavunlarinin tatli bir
cesidi olarak bilinmektedir. Bu genotip ilk olarak 1891 yilinda ABD’ de tanitilmistir
ve gunumiizde California da yetistiriciligi yapilmaktadir (Anonim, 2009c).

Micrantha (Citrus micrantha): Citrus larda en kiicik meyve ve ciceklere
sahip olan genotip olarak bilinmektedir. Meyveler genelde 5-7 cm uzunlugunda
degismektedir. Meyveleri yenilmemekte olup ©nemli bir ekonomik degeri
bulunmamaktadir (Anonim, 2009c).

Klemantin Mandarin (Citrus reticulata): Yerli bir mandarin ile turung
arasinda dogal bir melez oldugu samlan erkenci bir cesittir. Orta boylu, sik tagl
agaclar meydana getirir ve yapraklart mizrak seklindedir. Meyvedeki tohum sayist
tozlanmaya bagli olarak degisim gosterir. Meyve iriligi kigik ile orta; meyve sekli
ise hafif basik ile yuvarlak arasinda degisim gosterir. Meyve kabugu koyu portakal
ile kirmizims: portakal renginde, orta kalinlikta, yizeyi diizgin ve parlaktir. Dilim
sayisi 8 - 12 adettir. Meyve eti koyu portakal renginde ve suludur. (Anonim, 2009c).

Chandler Sadok (Citrus maxima): Chandler en Unli sadoklardan bir
tanesidir. En gok ABD’de yetistirilen renkli cesittir. Cok buyik agaclar1 vardir.
Verim ortanin Uzerindedir. Semitropik ve tropik iklimlere uygundur. Subtropiklerde
verim azalmaktadir. Orta mevsim ¢esididir (Aralik — Ocak). Meyveler yuvarlak ve
orta buyuklUktedir (400 gramdan 1 kilograma kadar). Prtizsiiz, parlak kabugu orta
kalinliktadir. Saridir ancak bazi kirmiziliklar vardir. Orta derecede suludur. Cok
tekerlidir ve iyi dengelenmis asit oram meyveye hos bir aroma vermektedir
(Anonim, 2009c).

Carrizo Sitranji: 1894 - 1895 donlarindan sonra ¢ yapraklinin soguklara
dayaniklilik 06zelliginden yararlanarak yeni ana¢ elde edilmesi amaglanmis ve
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Swingle tarafindan 1897 yilinda Carrizo sitranji, Washington Navel portakali x Ug
yaprakli melezlemesi ile elde edilmistir. (Davies ve Albrigo, 1994).

Bircok nedenlerden dolay: portakal ve altintoplar icin anag olarak ¢ok yaygin
sekilde kullamimaktadir. Carrizo sitranji meyveleri cekirdekli ve yiksek oranda
niseller embriyoni gostermektedir ve anag olarak kolaylikla gogaltilabilmektedir.
Tohumla gogaltim ve asilanmasi kolaydir Uzerine asili agaclar kumlu, kumlu - tinl1
topraklarda iyi gelismektedir. Kiregli topraklarda zayif gelismektedir. Ancak, kiregli
topraklara adaptasyon bakimindan ¢ yaprakli anacindan daha avantajl
gorinmektedir (Davies ve Albrigo, 1994). Kaliforniya da ve Akdeniz Ulkelerinde
anag olarak basari ile kullanilmaktadir. Troyer sitranjina gore daha hizl1 gelismekte
ve meyve kalitesine daha olumlu etki yapmaktadir. Verimliligi yiksek, meyveye
yatmasi erkendir. Kok nematoduna (Radopholus similis Cob.) toleranttir. Ugkurutana
dayaniklidir. Troyer sitranjina gére kurakliga daha dayanikhidir. (Gardner ve
Horanic, 1961; Ford 1966; Blondel 1967; Tuzcu, 1978; Ozcan ve Ulubelde, 1984;
Jackson, 1985 ve Tuzcu, 1994). Ispanyalda portakal, mandarin ve mandarin
melezlerinin % 80'ni Carrizo sitranj1 Uzerine asilanmaktadir. Giney Afrika 'da da en
cok kullamlan anaglar arasinda bulunmaktadir (Saunt, 2000).

C-35 Sitranji: Ruby Kan portakal1 ve ¢ yaprakli anacimin melezlenmesi ile
elde edilmis bir anagtir. Pytophthora ve tristeza hastaliklarina tolerant ve
nematodlara kars1 dayaniklidir. Soguklara dayanimi Carrizo sitranj1 kadar veya biraz
daha fazladir. Agaclar1 orta blyukluktedir ve Troyer Gzerine asili olanlardan %25
kadar daha kicglk tag yapar. Kumlu, kumlu-killi ve killi topraklara uyumu iyidir
ancak kirecli topraklara Carrizo sitranjindan daha duyarlidir (Saunt, 2000).

Citrumelo 4475 (WN) (Citrus paradis Macf. x Poncirus trifoliata (L)
Raf.): Duncan altintopu ile Ug Y aprakly’ nin melezlenmesi ile elde edilmistir. Y iiksek
pH’ 1 topraklar icin uygun degildir. Tristeza virts hastaligina dayaniklidir (Anonim,
2009c).

Nasnaran Mandarini (Citrus amblycarpa): Kirecli topraklara dayanikli bir
anactir. Ancak Uzerinde yetisen kalemin meyvelerin iriligini azaltici etkisi vardir.

Meyveleri cok kiguk, sar1 ve asitlidir (Anonim, 2009c).
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Sunki Mandarini (Citrus sunki): Sunki mandarini Cin’de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tristeza ve Xyloporosis virls hastaliklarina tolerant ancak
exocortise duyarlidir. Sunki mandarini Uzerine asili agaglar tuzluluga yiksek
tolerant, soguklara orta derecede dayanikli ve Kkiregli topraklara adapte
olabilmektedir. Meyve verimi, meyve suyu miktari ve meyve suyundaki seker igerigi
turung Uzerine asili agaglardan elde edilen meyvelerle esit miktarda veya daha
tstundur (Saunt, 2000).

Shekwasha Mandarini (Citrus depressa): Meyveleri ¢ok kiglk ve turuncu
renktedir, meyve kutuplar: yassilasmis sekildedir Bu mandarin ¢esidinin agaclar: siis
bitkisi olarak ta kullanilmaktadir (Anonim, 2009c).

Fuzhu mandarini (Citrusreticulata 'Fuzhu'): Bu mandarin ¢esidinin meyve
dis gorinimi oldukca parlak ve kirmizimsidir. Orijini muhtemelen Cin'dir ve
buradan Japonya’ ya tasinmistir (Anonim, 2009c).

Bintangor Sarawak (Citrus reticulata Blanco x Citrus aurantium L.):
Mandarin ile turung melezidir. Kiregli topraklara dayaniklilik gostermektedir.

Red Kaba Limon (Citrusjambhiri Lush.): Molekiler markirlar kullanilarak
yapilan son zamanlardaki ¢aligmalarin bulgulari bize kaba limonun bir mandarin ve
agac kavunu melezi oldugunu gosterdi. Farkli toprak kosullarina adaptasyon yetenegi
yuksektir (Anonim, 2009c).

Volkameriana (Citrus volkameriana Tan.& Pasg.): Volkameriana anacinin
Italyan kokenli ve limon x turung melezi olduguna kabul edilmektedir. Cok yaygin
olarak kullanilan bir ana¢ degildir ve gelecek yillarda da yaygin kullanilan anaglar
icerisinde yer alamayacagi varsayilmaktadir. Kaba limona benzer sekilde farkli
toprak kosullarina adaptasyon yetenegi  yuksektir. Ancak sicak bolgelerde cok
kuvvetli ve verimli agaclar olusturmaktadir. Kirecli topraklarda iyi gelisme
gostermektedir. Tuzluluga dayamm zayiftir (Davies ve Albrigo, 1994; Saunt,
2000).

Alemow (macrophylla) (Citrus macrophylla): Tuzluluga ve Bor'a
dayanikliligr 6nemli bir 6zelliktir. Genelde tim gesitlerle iyi uyusur. Ancak Tristeza
ve Xyloporosis hastaliklarina duyarli olmasi nedeniyle daha ¢ok limon ve laymlara
ana¢g olarak kullamlir. Exocortis ve Psorosis hastaliklarina tolerant olarak
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gorilmektedir. Uzerine as1l1 agag hizl biiyir ve erken meyveye yatar. Ancak bu anag
meyve kalitesini olumsuz etkiler. Soguklara kars1 duyarlidir. Bu 6zelligi limon anact
olarak kullanmlma imkanim sinirlamaktadir (Anonim, 2009c).

Bigarade Gou Tou Turuncu (Citrus aurantium var.Gou tou): Bazi
hastaliklara dayanikli olmasi agisindan tercih edilen bir anagtir. Cin ve Kuzey dogu
Asyakokenlidir (Anonim, 2009c).

Yuvarlak Kamkat (marumi) (Citrus japonica Thunb.): 'Marumi', yada
Yuvarlak Kamkat (F. japonica Swing., syn. Citrus maduremis Lour.) Meyve sekli
yuvarlaktan hafif ovale kadar degisiklik gosterir. Meyvelerinin ortalama agirligi 10-
12 g’ dir. Meyve basina 3-6 adet tohum bulunur (Saunt, 2000).

Yerli Mandarin (willowleaf) (Citrus deliciosa): Bu gesidin 1800'lu
yillardan beri Akdeniz cevresinde yetistirildigi bilinmektedir. Orta boylu, yayilan ve
sarkmis bir agactir. Dallar mizrak gibi incedir. Meyve; orta blyuklikte, pirizsiz,
hafif kenardan basik, mis kokulu portakal rengindedir. Meyve eti, sulu, tath, hafif
portakal tach verir (Anonim, 2009c).

Duncan altintopu (Citrus paradis Macfad.): Duncan altintopu Florida' ya
gotardlen ilk altintoptur. Agaclar: kuvvetli byar, biyuk tag yapar ve ¢ok verimlidir.
Meyveleri Marsh altintopundan daha iridir ve soguklara yine daha dayaniklidir.
Meyvelerinde 30-50 adet tohum/meyve bulunur (Tuzcu, 1999).

Eureka limonu (Citrus limon (L.) Burm. f.): Eureka ilk olarak 1850'li
yillarda tohumlarinin sicilyadan California ya gelmesi ile yetistirilmeye baslanmustir.
Genel olarak meyve hasati kisin sonu ya da ilkbaharin baslangicinda olmaktadir
(Anonim, 2009c).

Changsha Mandarini (Citrus reticulata Blanco): Changsha soguga karsi
olan toleransi sayesinde son donemlerde soguk bolgelerdeki kullamminda artis
gozlenmistir. Changsha meyvelerinin olgunlasmasi erken sonbaharda olmaktadir.
Meyveleri oldukca tatli ve suludur. Ayrica bu g¢esit meyve suyu sanayinde ve sis
bitkisi olarak ta kullamImaktadir (Anonim, 2009c).

Tuzcu 31 31 Turuncu (Citrus aurantium L.): 1974 yilinda Dogu Akdeniz
Bolgesi’ nden selekte edilmistir (Yesiloglu, 1982). Kuguk yapili, dik habittis formlu,
soguga dayanikl1 bir turunctur (Demirkeser, 1993).
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Alanya Dilimli Portakah (Citrus sinensis Osh.): Kokeni Gzerinde kesin bir
bilgi bulunmayan Alanya ve yakin ¢evresinin ekolojisi disinda 6zelliklerini kaybeden
yoresel vyerli portakal cesididir. Torkiyede sadece Alanya ve cevresinde
yetistirilmekte, gliniimizde giderek 6nemini yitirmekte ve yeni dikim alanlarinda yer
alamamaktadir .Kabuk, acik portakal rengindedir. En 6nemli 6zelligi, kabuk Gzerinde
sap tarafindan stil ucuna dogru 4-8 arasinda degisen sayida oluklarin bulunmasidir.
Kabuk kalinligr 4.06 mm'dir. Olgunluk ilerledikge kabuk kalinligi incelir. Kabuk
hafif purizll, kabugun ete bagliligi gevsek, meyve eti koyu portaka renginde ve ¢ok
suludur. Meyveler kicik veya orta buylklikte ve yuvarlak sekillidir. (Anonim,
2009c).

M. Kleopatre X P. trifoliata 'Swingle' (Citrusreticulata Blanco x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.): Kleopatra mandarini ile Swingle melezidir.

Tuzcu Kleopatra Mandarin (Citrus reshni Hort. ex. Tan.): Kleopatra
mandarini diinyada yaygin olarak kullanilan bir ana¢ degildir. Ancak son yillarda
anag olarak kullammnm artiracak 6nemli Ozellikleri gozlemlenmistir (Davies ve
Albrigo, 1994). Florida'da hala yaygin olarak kullanilan anaglardan biridir. Portakal
¢gesitlerinden de Hamlin icin yaygin olarak kullanilmakta, diger portakal gesitlerinde
Ozellikle de Valencia portakalinda dusitk verimlilik gordlmektedir. Kleopatra
Uzerine as1l1 altintop c¢esitlerinin meyve kalitesi mikemmel olmakta ancak, agaclarda
distk verimlilik ve kiicik meyve olusumuna neden olmaktadir. Kleopatra mandarini
degisik toprak kosullarina kolayca uyum saglayabilmektedir. Hafif tuzlu
topraklardan agir killi topraklara kadar oldukga genis uyum yetenegine sahiptir.
Kumlu - agir killi topraklarda iyi gelismektedir. Yuksek tuzluluk ve pH'ya
dayaniklidir (Davies ve Albrigo, 1994; Saunt, 2000).
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Sekil 3.1. Pomeroy Ug Yapraklisi (1), Corsica Agagc Kavunu (2), Citrus micrantha
(3), Nules klemantin (4) (Anonim, 2009c).

Sekil 3.2. Kleopatra mandarin (5), Chandler Sadok (6), pink sadok (7), Carrizo
Sitranj1 (8) (Anonim, 2009c).
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Sekil 3.3. C35 Sitranj1 (9), Citrumelo 4475 (WN) (10), Nasnaran Mandarini (11),
Sunki Mandarini (12) (Anonim, 2009c).

Sekil 3.4. ShekwashaMandarrii (13), Fuzhu Mandarini (14), Kaba Limon (15),

Volkameriana (16) (Anonim, 2009c).
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Sekil 3.5. Alemow (macrophylla) (17), Bigarade Gou Tou Turuncu (18), Poncirus
flying-dragon (19), Poncirus rubidoux (20) (Anonim, 2009c).

Sekll 3.6. Yuvarlak Kamkat (21), YerI| Mandarln (22), Meksika Laym1 (23),
Duncan Altintopu (24) (Anonim, 2009c).
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4 r.*‘_

Sekil 3.7. Eurekalimonu (25), Changsha mandarin

K

i (26) (Anonim, 2009¢).

3.1.1. Demir Klorozuna Dayanaikhiliktan Sorumlu Aday Genler

Allelik gssitliligin berlirlenmesi amaciyla 3 farkli aday gen belirlenmistir.
Aday genler turuncgil EST (Expressed Sequence Taq) ve Arapidopsis thaliana
genom bilgisi kullanilarak segilmistir. Belirlenen aday genler, kisa adlari ve

Arabidopsis thaliana lokus isimleri Cizelge 3.3."te sunulmustur.

Cizelge. 3.3. Demir Klorozundan Sorumlu Aday Genler

Gen Adi Kisa Adi Arabidopsis L okus Adi
Iron-Sulfur Assembly Protein Fe-S AT2G16710

Root Iron Transporter IRT1 AT4G19690

Vacuolar Metal Transporter Nramp3 At2923150

Calismada allelik cesitliligin belirlenmesi icin kullamlan demir klorozundan
sorumlu 3 aday genden “Iron-Sulfur Assembly Protein” (Fe-S) geninin fonksiyonu
bitkilerde tam olarak bilinmemekle beraber hayvan hicrelerinde demir
taginmasindan sorumlu oldugu distinilmektedir. “Root Iron Transporter” (IRT1) ve
Vacuolar Metal Transporter (NRAMP3) genleri ise bitkilerde demir tasinmasindan
sorumludur.

Tez calismasina baglamadan 6nce bu genlerin demir klorozuna tolerant ve
duyarl: turunggil anaglarinda farkli seviyelerde ifade edilip edilmediginin analizi
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mikroarray ¢alismasiyla yapilmis ve mikroarray ¢alismasindan elde edilen sonuclar

es zamanli (Real Time) PCR analizleri ile baska bir ¢calismada dogrulanmustir.
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3.2. Metod

Bu calisma Ispanya Ingtituto Vaenciano Investigaciones Agrarias, (IVIA)
Genomic Center Abiyotik Stres Laboratuvari ve Cukurova Universitesi Ziraat
Faklltess Bahce Bitkileri Bolumi Bitki  Biyoteknoloji  Laboratuvarinda

yaratalmuostar.
3.2.1. Bitkisel Materyalin Ahnmasi ve DNA izolasyonu

Calismada kullamlan  bitkisel materyallerden DNA  izolasyonunu
gerceklestirmek amaciyla geng yapraklar toplanmistir. Toplanan taze yapraklar saf su
ile yikanmig, aliminyum folyo ile sarilmis ve sivi azot icerisine batirilmstir. Her
genotipe ait drnekler porselen havan igerisinde sivi azot ile 6gitilerek 0,1 g olacak
sekilde 1,5 ml’lik santrifdj taplerine alinmustir (Sekil 3.4).

Ve

K.

Sekil 3.8. A.Yapraklarin Sivi Azota Daldiriimas,, B. Yapraklarin Sivi Azotta
Ogutulmesi, C. Ornegin Santriflj TUplerine Doldurulmasi, D. Sivi Azottaki Santrifdj
Tiplerinin Saklama icin Alinmasi
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3.2.2. DNA izolasyonu igin Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmas

Bu calismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi kullanilmistir (Johnstone ve
Thompson, 1991). DNA izolasyonu asamasinda kullanilan tampon ¢ozeltinin icerigi
Cizelge 3.4'te sunulmustur. Izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon cozeltiler
diginda kloroform:izoamilalkol (24:1 oraninda), TrissEDTA (Tris1 M pH:8, EDTA:
0.5 M pH:8), RNase A (10 mg/ml) soltsyonu, izopropanol ve etil alkol (%99)

kullanlmstur.

Cizelge 3.4. DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢ozeltisinin icerigi

Soliisyon K onsantrasyon
CTAB %2.00
NaCl (5 M) 1.4 M
EDTA (0,5M) pH 8,0 0.2M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0.1M

DNA izolasyon Asamalari; (Sekil 3.5.)

@ Hazirlanmig olan ekstraksiyon soliisyonundan her tupe 396ul ve 4ul B-
merkaptoetanol eklenmistir.

@ Bir pipet araciligiyla tipler homojenlik saglanana kadar karistirilmis ve daha
sonrattipler 65°C’ de 20 dakika bekletilmistir ve iki defa karistirilmistir.

@ Her tupe 400ul kloroform:izoamilalkol eklenerek 15 dakika vorteks yardimiyla
karstirilmustir.

@ Tupler 5 dakika 13.000 rpm/dk santriflij edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek
icin yeni temiz bir santrifj tpl hazirlanip etiketlenmistir ve tiplerin igine 400
ul soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

@ Santriflj tamamlandiginda tUplerin Ust kismindaki sivi kisim  steril  pipet
aracihgiyla 400 mikrolitre soguk (-20°C) izopropanol iceren santrifdij tuplerine
aktarilmustir. TUpler dikkatli bir sekilde karistirillarak 1 saat Sireyle —20°C'de
bekletilmistir.

@ 5 dakika 13.000 rpm/dk santrif(ij edilmistir.
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@ Siupernatant dikkatli bir sekilde dokulmustir. Pelletin kurumasi igin tipler ters
birakilarak bekletilmistir

@ Kuruyan Pellet 100 pl TE (TrisEDTA) icerisinde ¢ozulmistir. Her tipe 4 pl
RNase A eklenmistir ve 15 dakika oda sicakliginda ttpler bekletilmistir.

@ Her tupe 500 pl soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢ikmis) eklenmistir ve tipler

dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle —20°C’ de bekletilmistir.

5 dakika 13.000 devirde santrifij edilmistir.

Supernatant dikkatli bir sekilde dokilmis ve pelletin kurumast icin tlpler ters

Q Q

cevrilmistir
Pellet 100 ul TE (TrissEDTA) icerisinde ¢ozilmiistar.
Ornekler —20°C’ de saklanmustir.

Q Q

Sekil 3.9. A. Ogiitlilmiis bitkisel materyalin 65° C de bekletilmesi, B-C. Tiiplerin
Uzerine solUsyonlarin eklenmesi, D. Santrifdyj islemi.
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3.2.3. DNA Kalites ve K antitesinin Belirlenmesi

Izolasyonu gergeklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar: spektrofotometre
ile (NanoDrop ND 100) 6lctimler yapilarak belirlenmistir. Olciimleri gergeklestirilen
DNA’lar ile ilgili hesaplamalar yapilmistir ve DNA miktarlart aym olacak sekilde
seyreltilmistir.

3.24. DNA Sekans Analizleri, Polimorfizmlerin Bedirlenmes ve SSCP

Primerlerinin Dizaym

SSCP analizlerini gergeklestirmek amaciyla ilk olarak genetik olarak
birbirinden farkl: olan ve demir klorozuna farkl: tepkiler veren 8 turuncgil genotipi
ve belirlenmis 3 farkli aday geni cogaltacak olan sentetik PCR primerleri ile PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve elde edilen PCR drinunden direk DNA sekans
analizleri yapilmisgtir. DNA sekans sonuglarindan ise alelik gesitlilik calismalari igin
yeni SSCP primerleri dizayn edilmistir. Calismada kullamilan 3 farkli aday geni PCR
reaksiyonu ile cogaltmak amaciyla kullamlan PCR primerleri Cizelge 3.5.’te
verilmistir. Sentetik primerler ve secilen 8 farkli turuncgil genotipi ile PCR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ve PCR UrUnleri agaroz jel icerisinde kosturularak
(Sekil 3.6.) PCR Urinin varhg: tespit edilmistir ve PCR Urininden direk DNA
sekans analizi yapilmistir. DNA sekans islemi igin uygulanan PCR protokol ve
kosullar1 asagida gosterilmistir.

Kullamilan Kimyasallar Her Ornek icin kullanlan miktar
PCR Master Mix 2X 16.9 ul

MgCl;, 1ul

Forward Primer (20 pM) 1pl

Reverse Primer (20 uM) 1pl

ddeO . 3 |.l|

Taq Polimeraz (500 Unite) 0.1 ul

DNA (50 ng/ul) 3l

Toplam Hacim 26 pul
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94 °C 2 dk 6n denatlirasyon

94 °C 30 sn denattirasyon

57 °C 45 sn annealing 30 dongu
72 °C 2 dk polimerizasyon

72 °C 10 dk son yazilim

4°C o

Cizelge 3.5. DNA Sekans Amaciyla Aday Genlerin Amplifikasyonunda kullamlan
PCR primerleri

Primer Sekans Baz uzunlugu

Fe SF GCTCTCATGCACGTTATTGG 20

Fe SR TGTAGACGGCAAAACAGCAAT 21
IRT15 F TGGTGTCTGTTTACCGCTGTT 21
IRT15 R ACGGCTCTCTCTTGGTCTCG 20
IRT13 F CCCATGGCCTAAGTCCTGAT 20
IRT13 R AATCCCAAGTGCAATTCCAAA 21
Nramp3 F TCGCCTTAAGCTCTTTAGAA 20
Nramp3 R ACAGCCTGCTGTATTGTTTT 20

PCR drdnlerinin direk DNA sekanst sonucunda aday genlerin DNA dizileri
elde edilmistir ve segilen 8 farkl: turunggil genotipine ait elde edilen sekans bilgileri
BioEdit bilgisayar programu (Hall, 1999) kullailarak Karsilastirilmis, sekans
seviyesindeki polimorfizm ve mutasyonlar tespit edilmistir.
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Sekil 3.10. A. Agaroz jelin dokulmesi, B. Agaroz jelin yiklenmesi, C. Agaroz jelin
kosturulmas:

Direk olarak DNA sekans sonuclarindan Aday genlerin DNA dizilerine
ulasilmistir. Sekiz turuncgil genotipinin aday genlerimiz acisindan DNA sekanslari
karsilastirihip polimorfizmler ve mutasyonlar tespit edildikten sonra, DNA
seviyesinde farklilik gosteren bu bolgeleri cogaltacak SSCP primerleri Primer3
program (Rozen ve Skaletsky, 2000) kullanilarak dizayn edilmistir. Her genicin iki
farkli, toplam 6 farkli SSCP primer cifti dizayn edilmistir. Allelik cesitliligi
belirlemek amaciyla dizayn edilen SSCP primerleri Cizelge 3.6. ta sunulmustur.

Cizelge 3.6. DNA sekans sonuclarindan dizayn edilen SSCP primerleri

Primer Sekans Uzunlugu
Fe-S1 Forward GACCACTTTGATGGCTGTGA 20
Fe-S1 Reverse GCAGAAGTCAGTAAACC 17
Fe-S2 Forward CATCACCAGCATATGGGACA 20
Fe-S2 Reverse CAGAAGCGGCAAGAATGT 18
IRT1-1 Forword ATCGTGTTATCGCCATGGTT 20
IRT1-1 Reverse CGTAACGTGCCAAAGTTTTT 20
IRT1-2 Forword GCTTCAGGAATAACCCCAGA 20
IRT1-2 Reverse CGTAACGTGCCAAAGTTTTT 20
Nramp3-1 Forward AGTGAAATGCATTATCTGTTGCAG 24
Nramp3-1 Reverse TTATCAATATCTCTTGATTGCACA 24
Nramp3-2 Forward TGTTGGAGTTGTGGGCTGTA 20
Nramp3-2 Reverse AAAATTGGGAAAAGTCCACCT 21
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3.2.5. SSCP Analizleri

SSCP analizleri icin aday genlerin 8 farkli turunggil genotipi kullamlarak
direk olarak DNA sekansindan elde edilen sonuglar ile dizaym yapilan SSCP
primerleri ve tez kapsaminda belirlenmis tim turuncgil anacglar1 ile SSCP-PCR
analizleri gergeklestirilmistir. SSCP analizleri igin uygulanan PCR protokoli ve PCR
dongl kosullar: asagida belirtilmistir.

Kullamilan Kimyasallar Her Ornek icin kullanlan miktar
PCR Master Mix 2X 15.8 ul
MgCl; (25 mM) 1l
Forward Primer (5 uM) 05l
Reverse Primer (5 uM) 0.5 ul
ddeO 2 |.l|
Taq Polimraz (1 Unite) 0.2ul
DNA (50 ng/ul) 3ul
Toplam Hacim 23 ul
94 °C 2 dk 6n denattirasyon

94 °C 30 sn denattirasyon

55°C 45 sn annealing 40 dongu

72 °C 2 dk polimerizasyon
72 °C 10 dk son yazilim
4°C oo

42



3. MATERYAL VE METOD Ozhan SIMSEK

3.2.6. Poliakrilamid Jel Elektrofor ezi

SSCP-PCR analizleri sonucunda elde edilen 23 pl PCR drininden ilk olarak
6 Ul cekilerek Gzerine 1 pl yukleme boyas: eklenmis ve PCR Urtininin varligi agaroz
jelde kontrol edilerek poliakrilamid jel analizlerine gegilmistir. Calismada SSCP
PCR Urdnlerinin varligint belirlemek icin % 14 konsantrasyonunda non-denatiire

poliakrilamid jel hazirlanmustir.

Non-Denatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi
% 14 konsantrasyonda non-denattire poliakrilamid jel hazirlamak icin;

439 Ure

13.86¢ Akrilamid

0149 Bis-akrilamid

10 ml 10X TBE buffer,(Tris-Base, Boric asit, EDTA(Na&.EDTA.H;0))
500 pl Amonyum persillfat (APS) (0.1g/1ml),

100 pl TEMED,

100 ml ye tamamlanacak sekilde ddH,O

Hazirlanan soltisyon filtreden gegirilerek siringa yardimu ile elektroforez
aparatina dokulerek 2 saat boyunca jelin polimerize olmasi beklenmistir (Sekil 3.7.).

SSCP-PCR resksiyon Urunlerini yiklemeden 6nce 700 ml 1X TBE buffer
elektroforeze eklenerek 40 W’ da 30 dakika 6n 1sitma (preheating) yapil mistr.

SSCP-PCR drtininden 4 ul cekilerek Uzerine 2 pl denatiire edici etkisi
olan formamide yikleme boyas: eklenerek 95 °C de 10 dakika boyunca denatlire
edilmistir. Denatlirasyon isleminden sonra 6rnekler 10 dakika boyunca -20 °C de
bekletilmistir ve 6rnekler polimerizasyonu ve 6n-1sitmasi tamamlanmus poliakrilamid
jel icerisine yiklenmistir. Orneklerin yiklenmesinin ardindan jel 2500-3000 V
arasinda, 40 W’ da 30 mA’da 8 saat 8 °C de kosturulmustur. Elektroforez ekipman
olarak, Sequi-Gen® GT Nucleic Acid Elektrophresis Cell (BIO RAD) kullanilmstir.
Poliakrilamid jel elektroforezi asamalar1 Sekil 3.7.”de gosterilmistir.
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Sekil 3.11. A. Jelin siringa yardimiyla dokilmesi, B. Jelin Polimerize olmasinin
beklenmesi, C. Jelin kosturulmasi, D. Jel kosturulurken orneklerin jel igerisindeki
goruntusu.

3.2.7. GUmUs Nitrat Boyama

Elektroforezde kosma islemi tamamlandiktan sonra SSCP-PCR Urunlerinin
varligint tespit etmek ve gerekli degerlendirmeleri yapmak icin gimis nitrat
boyamasi yapilmistir. Glmis nitrat boyama icin asagida verilen protokol takip
edilmistir.

Kosma islemi tamamlanmis jel éncelikle fiksatif soliisyon (% 10’ luk glacial

asetik asit) icerisine koyularak 20 dakika boyunca hafif sekilde

calkalanmustir.

Daha sonra jel 3 kez ddH,0 ile calkalanarak, 20-30 sn boyunca kurumaya

brrakil mustar.

Jel boyama soltsyonuna (1 paket AgQNOs; + 3ml %37’ lik Formaldehite 2 L

saf suda cozulur) transfer edilerek 30 dakika boyunca bu soliisyonda

bekletilmistir.

Daha sonra jel developing soltisyonuna (60 g N&,CO3; 2L saf suda ¢ozintr

ve 10 °C’ ye sogutulduktan sonra Ulizerine 3 ml Formaldehite ve 400 pl
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Sodyum Thioslilfate eklenir) aktarilarak PCR Urtnleri jel igerisinde gériinene
kadar calkalanmustur.

Bantlar gorilmeye baslayinca bu sollisyon Uzerine fix/stop sollisyon direkt
olarak eklenerek bantlarin dahaiyi gorinmesi ve kalicit olmast saglanmustir.
Son olarak jel 2 kez ddH,0 ile calkalanarak kurumaya birakilmistir ve jelin

gorintist alinmustr.

3.2.7. Sonuglarin Degerlendirilmes

3.2.7.1. DNA Sekans Sonuglarimin Degerlendirilmes

Tez kapsaminda kullanilan turuncggil anaclarini temsil eden 8 genotip ile
yapilan DNA sekans analizleri sonucunda 3 farkli aday gene ait DNA dizileri, her
gen kendi igerisinde olacak sekilde bu 8 genotip acisindan BioEdit bilgisayar paket
programi kullamlarak karsilastirilmistir ve bu 8 turuncgil genotipi arasinda var olan

mutasyon ve polimorfizmler tespit edilmistir.

3.272. SSCP Sonuglarimn  Degerlendirilmes ve Dendogramlarin

Olusturulmas

SSCP andlizleri sonucunda PCR  drdnlerinin - varligi  non-denatiire
poliakrilamid jel icerisinde tespit edilmistir ve PAGE sonucu elde edilen bantlar
bant olma veya olmama durumlarina gore “1” veya“0” seklinde degerlendirilerek bu
veriler Gzerinden cluster analizleri yapilarak dendogramlar olusturulmustur. Cluster
analizleri PAUP (Phylogenetic analysis using parsimony) bilgisayar paket programi
(Swofford, 1998) ile Neighbor-Joining metoduna (Saitou ve Nei, 1987) gore
yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Tez kapsaminda DNA sekans analizleri icin kullamlan 8 turuncgil genotipi ve
daha sonrasinda bunlara ek olarak SSCP analizleri icin kullamlan tim turuncgil
genotiplerinden DNA izolasyonlar1 yapilmistir ve izolasyonlari gergeklestirilen
DNA’larin miktar ve kalitelerine spektrofotometre araciligiyla bakilmustir.
DNA’larin miktar ve kaliteleri Cizelge 4.1." de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Kullarilan bitkisel materyale ait DNA miktar ve safliklar:

DNA Miktari DNA Saflig

_ Genotip (ng DNA ul™) (A260/A280)
Pomeroy U¢ Y apraklisi 904.03 1,96
Corsica Agag Kavunu 654.98 1,94
Micrantha 876.67 2,08
Nules Klemantin 582.16 2,02
Kleopatra Mandarin 912.34 1,85
Haploid Klemantin 982.45 2,07
Chandler Sadok 709.65 2,03
Pink Sadok 456.34 2,09
Carrizo Sitranji 764.61 2,04
C-35 Sitranji 524.66 2,02
Citrumelo 4475 (WN) 411.13 1,98
Nasnaran Mandarini 310.52 1,86
Sunki Mandarini 989.4 2,02
Shekwasha mandarini 143.54 2,08
Fuzhu mandarini 3023.54 1,75
Bintangor Sarawak 1349.09 1,85
Red Kaba Limon 2973.12 1,92
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Volkameriana 2134.98 2,02
Rangpur laymi 3123.76 1,97
Alemow (macrophylla) 1298.37 1,99
Bigarade Gou Tou Turuncu 453.20 1,96
Maroc Turuncu 279.70 1,94
Poncirus Flying Dragon 376.34 2,05
Poncirus rubidoux g yapraklisi 298.12 2,02
Y uvarlak kamkat (marumi) 3877.36 2,07
Yerli Mandarin (willowleaf) 2195.91 2,07
Meksika laym: 3963.11 2,11
Duncan altintopu 520.85 2,12
Eureka limonu 1934.65 1,85
Changsha Mandarini 845.90 2,09
Tuzcu 31 31 Turuncu 1642.03 2,01
Alanya Dilimli Portakali 816.67 1,99
M. KleopatreX P. triofliata 'Swingle' 827.99 1,94
Tuzcu Kleopatra Mandarin 567.09 2,12
Gou Tou Turuncu 707.48 1,85

Bitki molekiler biyoloji ¢caligmalarinda DNA izolasyon asamasi son derece
onemlidir. PCR uygulamalarinda ise DNA'mn miktar ve 0zellikle safligi
amplifikasyon agisindan daha da Onem kazanmaktadir (Ergul, 2000). Bitki
molekuler biyoloji ¢alismalarinda iyi bir DNA izolasyonu basariyr 6nemli 6lglide
etkilemektedir. Calismada kullanilan turuncgil anaclarina ait DNA’ lar incelendiginde
DNA miktarlar1 olduk¢a yiksek bulunmustur. DNA’lar kalite bakimindan
degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin A260/A280 oranimin yaklasik 2,0
civarinda bulunmasi beklenmektedir. Elde edilen degerin 2,0'den yiksek olmasi;
ornegin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1,6 degerinden disuk
olmasi ise Ornek igerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler

bulundugunun goéstergesidir (Hoisington, 1992). Tez kapsaminda izolasyonlari
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gerceklestirilen DNA’larin saflik oranlart 1,75-2,12 arasinda degismistir (Cizelge
4.1).

42. DNA Sekans Analizleri, Polimorfizmlerin Bdirlenmes ve SSCP

Primerlerinin Dizaym

Allelik cesitliligi belirlemek amaciyla tim genotipleri temsil eden, genetik
olarak birbirinden farkli olan ve demir klorozuna farkl: tepkiler veren 8 turuncgil
genotipi ve 3 farkli aday geni cogaltacak olan sentetik PCR primerleri ile PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve elde edilen PCR drinunden direk DNA sekans
analizleri yapilmistir. DNA sekans sonuclarindan allelik cesitlilik calismalar: igin
yeni SSCP primerleri dizayn edilmistir. DNA sekans analizleri igin belirlenen 8
genotip ve aday genleri cogaltacak primerler ile PCR reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. PCR dranun varligi her aday gen icin agaroz jelde kontrol
edilmis ve sekans analizleri yaptirilmstr.

Belirlenen 8 turuncgil genotipi ile demir klorozundan sorumlu aday genlere
at DNA sekanslarr BioEdit bilgisayar programi (Hall, 1999) kullanilarak
degerlendirilmistir. Her genotipe ait DNA sekansin program yardimiyla analizleri
sonucu sekanslar arasindaki SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), delesyon
ve/veyainsersiyonlar belirlenmistir (Sekil 4.1.).

GAGTTGTGGGCTGTATTATTATGCCTCATAATGTGTTITT == Poncirus frifoliata
.. == Citrus medica(Cedrat Corse)
e == CirUs micrantha (Microcitrus)

& == ey reficofata (Clementing)

[ m CFTrus reshi (Clespatra)

G . mmn Citrus reticoiata (Clementine) 1n
el e s r s s s s anannnn s e Cirusmaeima(Pomelo Chandler) in

L Y | - L ——— s e s . =S Oifrus maxima (Pomelo Pink)

Sekil 4.1. Bioedit bilgisayar programinda DNA dizilerin arasindaki farkliliklarin
belirlenmesi
NRAMP3 genine ait DNA dizilerin analizleri sonucunda tespit edilen bir

nokta mutasyonu Sekil 4.1." de sunulmustur.
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Fe-S geninin DNA sekansi sonucunda, sekans icin kullamilan 8 genotipte
toplam olarak 22 SNPs ve 1 adet Indel (insersiyon/delesyon) tespit edilmistir. IRT1
geninde ise toplam olarak 34 adet SNPs ve 1 adet Indel (insersiyon/delesyon)
belirlenmistir. NRAMP3 aday geninin direk DNA sekansi sonucunda ise 19 SNPs ve
2 adet Indel (insersiyon/delesyon) tespit edilmistir. Demir klorozundan sorumlu 3
aday gene ait sekans sonuglarindan toplam olarak elde edilen SNPs sayist 75, Indel
(insersiyon/delesyon) sayisi ise 4 olarak belirlenmistir. Aday genlerin baz sayisi ve
DNA sekans sonucunda belirlenen polimorfizm ve mutasyon sayilar1 Cizelge 4.2'de
gosterilmistir.

Tez kapsaminda 8 turuncgil genotipi ile aday genlerin tim DNA dizileri EK

1’ de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Aday genlerin baz sayisi ve DNA sekans sonucunda belirlenen
polimorfizm ve mutasyon sayilari

Gene Gen Buyuklagu (bg) | SNPs Sayis Indel sayis
NRAMP3 804 19 2
IRT1 1252 34 1
Fe-S 963 22 1
Toplam 3019 75 4
SNP veya Indel/1000 24.8 1.3
nakleotid

DNA sekans sonucunda toplam olarak 3 aday gen icin 3019 DNA sekans elde
edilmistir ve ortalama 1000 baz cifti DNA sekansta 24.8 SNPs, 1.3'te Indel tespit
edilmistir. DNA sekans sonuclar: incelendiginde polimorfizm seviyesinin yiksek
oldugu gorulmustir. Bunun en biylk sebebi DNA sekans ¢alismasi igin belirlenen
genotiplerin genetik olarak uzak olmasidir.

Ollitrault ve ark., (2009), Turuncgillerde tuz stresine kars1 yeni anag 1slahi
amaciyla yapilan calismada tez kapsaminda DNA sekans amaciyla kullanilan aynmi
genotiplerle DNA sekans calismalart yapmuslardir. Arastirmacilar, tuz stresinden
sorumlu 12 farkli aday genle DNA sekans analizleri yapmislar ve toplamda 7299 bg
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DNA dizileme gergeklestirmiglerdir. Tum DNA sekans sonuglarindan toplam 170
SNPs, 13 Indel belirlemisler ve ortalama 1000 baz cifti DNA sekansta 23.8 SNPs,
1.8'te Indel tespit etmislerdir. Arastirma sonuclarinda turuncgillerde mutasyon
seviyesinin yuksek oldugunu belirtmislerdir.

DNA sekans sonuclarindan 8 turuncggil genotipi agisindan polimorfizm ve
mutasyonlar tespit edildikten sonra SSCP analizleri igin bu sekans bilgilerinden yeni
SSCP-PCR primerleri Primer3 bilgisayar programi (Rozen and Skaletsky, 2000) ile
dizayn edilmistir. SSCP analizlerinde kullanmak Uzere her gen igin 2 primer cifti
toplamda 6 primer ¢ifti dizayn edilmistir. SSCP primerlerini dizayn ederken PCR’ da
cogaltacag: bolgenin yuksek polimorfizm gostermesi istendigi icin mumkin oldugu
kadariyla SNPs sayisi fazla ve Indel igeren bolgeleri gogaltacak PCR primerleri
dizayn edilmistir. SSCP analizlerinde primerlerin cogalttigt DNA bdlgelerindeki
farkliliklarin miktar: arttikga PCR Grininin ayrilma olasiligi o diizeyde artmaktadir
(Hongyo ve ark., 1993). SSCP primerlerinin dizayn edilmesinde diger 6énemli bir
nokta ise elde edilecek PCR Urininin boyutudur. DNA fragmentinin uzunlugu
artarsa teknigin duyarhiliginda diisme olur. Ornegin 300 bg den kisa fragmentlerde
basar1 %99 dolayinda iken 300-450 b¢'lik fragmentlerin incelenmesinde aym oran
%90 seviyesine dusmektedir. SSCP nin uygulandigi mutasyon analizlerinde PCR
drdnlerinin kiguk tutulmas: istenir (Solak ve ark., 2000). Bu nedenle tez dizayn
edilen SSCP primerlerinin cogalttigt DNA bolgeleri 300 bg'den az tutulmustur.
Dizayn edilen SSCP primerleri, icerdikleri polimorfizm bilgileri ve gogalttiklar
DNA uzunlugu Cizelge 4.3.'te gbsterilmistir.
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Cizelge 4.3. Dizayn edilen SSCP primerleri, icerdikleri polimorfizm bilgileri ve
cogalttiklart DNA uzunlugu (bc)

Primer Polimorfizm DNA Boyutu

Nramp3-1F

Nramp3-1 R SNP 149
Nramp3-2 F

Nramp3-2 R SNP 150
IRT1-1F

IRT1-1 R Indel 200
IRT1-2 F

IRT1-2 R SNP 199
Fe-S1F

FeS 1R Indel ve SNP 216
Fe-S2 F

FeSoR SNP 154

SSCP andlizleri icin DNA sekans sonuglarindan dizayn edilen primerlerin
cogalttigt DNA uzunluklar: 149-216 b¢ arasinda degismektedir. Nramp3 geni icgin
dizayn edilen her iki primer ¢iftinin de polimorfizm igerikleri SNPs tir. IRT1 geni
icin dizayn edilen primer ciftlerinden birinin polimorfizm igerigi SNPs digerinin ise
Indel (Insersiyon/delesyon) olarak ayarlanmustir. Fe-S geni icin dizayn edilen primer
ciftlerinden birinin polimorfizm igerigi Indel ve SNPs digeri ise yalmzca SNPs
olacak sekilde olusturulmustur (Cizelge 4.3.).

SSCP primerlerinin dizayn edilmesinden sonra tez kapsaminda kullanilan ttim
turuncggil anaglarimin demir klorozundan sorumlu aday genler agisindan allelik
gesitliliginin belirlenmesi amaciyla SSCP analizlerine gegilmistir.
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4.3. SSCP Analizleri

Turuncgil anaclarinda demir klorozundan sorumlu aday genlerde allelik
cesitliligin belirlenmesi amaciyla yapilan SSCP analizlerinde belirlenen her aday gen
icin 2 adet SSCP primer cifti toplam olarak 3 aday gen icin 6 SSCP primer cifti
dizayn edilmistir ve SSCP-PCR analizleri yapilarak non-denatiire poliakrilamid jel
analizleri gergeklestirilmis ve elde edilen sonuclardan dendogramlar olusturulmustur.

Fe-S (Iron-Sulfur Assembly Protein) aday geni icgin dizayn edilen SSCP
primerlerinin degerlendirilmesi;

Fe-S-1 Primeri: SSCP-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR
Urdndnin % 14 konsantrasyonunda ki non-denattire poliakrilamid jelde kosturulmasi
sonucunda toplam olarak 6 farkli DNA banti elde edilmistir. Elde edilen 6 DNA
bantinin 5 i polimorfik 1 taneside monomorfik sonuglar vermistir.

Fe-S-2 Primeri: PCR ve poliakrilamid jel analizleri sonucunda, DNA sekans
sonuglarindan dizayn edilen Fe-S-2 primeri igin toplam olarak 8 DNA bant profili
elde edilmistir. Analizler sonucu degerlendirilen 8 farkli DNA bant profilinin 5
tanesinin polimorfik 3 tanesinin ise monomorfik sonuclar verdigi gozlenmistir. Fe-S-
2 primerinin sonuglart incelendiginde, demir klorozuna karsi duyarli olduklart
bilinen P. trifoliata, P. Flaying Dragon ve P. rubidoux g yaprakli genotiplerine ait
gpesifik bir allelin varlig: tespit edilmistir.

Hayvan hicrelerinde demir tasinmasindan sorumlu olan ancak bitkilerde tam
olarak fonksiyonu bilinmeyen fakat demir tasinmasindan sorumlu oldugu distnilen
Fe-S (lron-Sulfur Assembly Protein) aday genine ait SSCP jel goruntdleri
degerlendirilerek cluster analizleri PAUP bilgisayar paket programi (Swofford,
1998) ile Neighbor-Joining metoduna (Saitou ve Nei, 1987) gore yapilmis ve bu gen

icin dendogram olusturulmustur.

52



4. BULGULAR ve TARTISMA Ozhan SIMSEK

IRT1 aday geni icin dizayn edilen SSCP primerlerinin degerlendirilmesi;

IRT1-1 Primeri: SSCP analizleri sonucunda yapilan non-denatiire
poliakrilamid jel elektroforezi ile elde edilen DNA profilleri incelendiginde IRT1-1
primeri icin 6 farkli DNA bant profili tespit edilmistir. Tespit edilen tin DNA bant
profilleri polimorfik sonuglar vermis ve bu primer igin polimorfizm oram %2100
olarak belirlenmistir.

IRT1-2 Primeri: IRT1 aday geninin 8 farkli turunggil genotipinde DNA
sekans sonuglarindan dizayn edilen IRT1-2 SSCP primeri ile yapilan analizler
sonucunda toplam olarak 8 farklt DNA bant profili tespit edilmistir. Tespit edilen
tum DNA bant profillerinin tamam polimorfik sonucglar vermis ve bu primer icin
polimorfizm oran % 100 olarak belirlenmistir.

Bitkilerde demir tasinmasindan sorumlu olan IRT1 aday genine ait SSCP jel
goruntuleri degerlendirilerek cluster analizleri PAUP bilgisayar paket programi
(Swofford, 1998) ile Neighbor-Joining metoduna (Saitou ve Nel, 1987) gore
yapilmis ve bu gen igin de ayr1 bir dendogram olusturulmustur.

Nramp3 aday geni icin dizayn edilen SSCP primerlerinin degerlendirilmesi;

DNA sekans analizleri sonucunda Nramp3 aday geninin turuncgil anaglarinda
alelik gesitliligin belirlenmesi amaciyla polimorfizm igerigi SNPs olan iki adet
primer cifti dizayn edilmistir. Ancak yapilan SSCP analizleri sonucunda PCR Urini
poliakrilamid jel igerisinde ayrilamamustir ve polimorfizm tespit edilememistir. Bu
sebepten dolayr Nramp3 geni icin cluster analizleri yapilmamis ve dendogramlar
olusturulamamustur.

Nramp3 geni icin dizayn edilen SSCP primerleri incelendiginde, bu
primerlerin cogalttizi DNA bolgelerinin polimorfizm igerikleri yalmzcatek bir nokta
mutasyonundan olusmaktadir. Tez kapsamuinda yapilan calismalarda tek bir nokta
mutasyonunu ayirabilmek mimkiin olmamistir ve bu sebepten 6tirt akrilamid jel
icerisinde DNA profilleri birbirinden ayrilamamustur.

Tez kapsaminda belirlenen demir klorozundan sorumlu 3 farkli aday genin
SSCP analizleri sonucunda Fe-S genine ait veriler degerlendirilerek kendi icerisinde
cluster analizleri yapilmis ve dendogramlar olusturulmustur. IRT1 genine ait veriler
de kendi icerisinde ayr1 olarak degerlendirilerek dendogramlar olusturulmustur.

53



4. BULGULAR ve TARTISMA Ozhan SIMSEK

AyricaFe-S ve IRT1 aday genlerinin verileri birlestirilerek tek ayri1 bir cluster analizi
yapilarak dendogramlar olusturulmustur.

4.3.1. SSCP Analizleri Sonucunda Fe-S Geni icin Elde Edilen Dendogramin
Degerlendirilmes

SSCP analizleri sonucunda Neighbor-Joining metoduna (Saitou ve Nei,
1987) gore olusturulan dendogram Sekil 4.2.’de gosterilmistir. Alleller arasindaki
toplam genetik cesitlilik oram %0.1 olmustur. Analizler sonucu olusturulan
dendogram ilk olarak iki ana kola ayrilmistir ve bu iki ana kol dendogram tzerinde 1
ve 2 seklinde numaralandirilmistir. 1 no’lu ana kol icgerisinde P. trifoliata, P.
rubidoux ve P. flying-dragon U¢ yaprakli genotipleri yer almustir. Dendogram
Uzerinde 2 seklinde numaralandirilmis ikinci ana kol ise kendi igerisinde tekrar iki
gruba ayrilmistir ve bu iki grup 2.1 ve 2.2. seklinde gosterilmistir. 2.1. grubu tekrar
iki at gruba ayrilmistir ve bu iki alt grup dendogram tizerinde 2.1.1 ve 2.1.2 seklinde
numaralandirilmistir. 2.1.1 alt grubu ise dendogram lzerinde Al ve A2 seklinde
gogerilmis iki kola ayrilmistir. A2 kolu icerisinde yalnizca Bigarade Maroc turuncu
yer amistir. Al kolu ise Al.1 ve Al.2 seklinde numaralandirilmis iki alt kola
ayriimistir. A1.1 at kolu icerisinde Corsica Agac Kavunu, Citrus micrantha,
Mandarin Kleopatra, Yuvarlak kamkat, Eureka limonu ve Gou Tou turuncu yer
amstir. A1.2 at kolu igerisinde ise pink sadok, Sunki mandarini, Shekwaska
mandarini, Bintangor Sarawak, Kaba Limon, Alemow, Bigarade Gou Tou turuncu
kumelenmistir. 2.1.2 at grubu dendogram tzerinde B1 ve B2 seklinde gosterilmis iKi
kola ayrilmistir. B2 kolu igerisinde Meksika laymi genotipi yer almistir. B1 kolu ise
B1.1 ve B1.2 seklinde numaralandirilmis iki alt kola ayrilmigtir. B1.1 alt kolu
icerisinde Mandarin Klemantin, nasnaran mandarini, volkameriana, duncan altintopu,
tuzcu 3131 turuncu, Mandarin Kleopatra X P. trifoliata melezi ve Tuzcu Kleopatra
mandarini yer almistir. B1.2 alt kolu igerisinde Fuzhu mandarini, Kaba Limon, yerli
mandarin, Changsha mandarini, Alanyadilimli portakali genotipleri kiimelenmistir.
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Sekil 4.2. SSCP analizleri sonucunda Fe-S geni icin elde edilen dendogram
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4.3.1. SSCP Analizleri Sonucunda IRT1 Geni icin Elde Edilen Dendogramin
Degerlendirilmes

SSCP analizleri sonucunda IRT1 geni icin Neighbor-Joining (Saitou ve Ne,
1987) metoduna gore olusturulan dendogram Sekil 4.4.’de gosterilmistir. Alleller
arasindaki toplam genetik cesitlilik oram %0.1 olmustur. Analizler sonucu elde
edilen dendogram ilk olarak dendogram lzerinde 1 ve 2 seklinde numaralandirilmis
iki ana kola ayrilmistir. 1 numaral1 ana kolda yalmzca Tuzcu Kleopatra mandarin yer
amstir. 2 numarali ana kol ise kendi igerisinde tekrar 2.1 ve 2.2 seklinde
numaralandrilms iki gruba boltinmustir. 2.1 grubu igerisinde Shekwaska mandarini,
Yuvarlak kamkat, Yerli mandarin, Eureka limonu genotipleri yer almistir. 2.2. grubu
ise tekrar iki alt gruba ayrilmistir. Bu iki alt grup dendogram Uzerinde 2.2.1 ve 2.2.2
seklinde numaralandirilmistir. 2.2.1 alt grubu igerisinde Corsican, Citrus micrantha,
Mandarin kleopatra, nasnaran mandarini, Kaba Limon, Volkameriana, Rangpur
laymi, Meksika laymi, Gou tou turuncu, sunki mandarini ve Alemow genotipleri
kumelenmistir. 2.2.2 alt grubu ise tekrar A ve B seklinde numaralandirilms iki kola
ayrilmistir. A kolu dendogram tizerinde A1 ve A2 seklinde numaralandirilms iki alt
kola ayrilmistir. Al alt kolu icersinde P. trifoliata, Duncan altintopu, C35 sitranji,
Alanya dilimli portakali, Carrizo sitranji, Citrumelo 4475 (WN), Poncirus flying-
dragon ve Poncirus rubidoux ¢ yapraklisi genotipleri yer almistir. A2 alt kolu
icerisinde ise Bigarade Maroc turuncu, changsha mandarini, Tuzcu 31 31 genotipi
yer almistir. B kolu ise dendogram tizerinde B1 ve B2 seklinde numaralandirilms iki
alt kola ayrilmistir. B1 alt kolu icerisinde Klemantin mandarini, Fuzhu mandarini,
Mandarin kleopatra X P. trifoliata, Bintangor Sarawak genotipleri yer almistir. B2
alt kolu igerisinde ise yalmizca pink sadok genotipi yer almustur.
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4.3.1. SSCP Analizleri Sonucunda Fe-S geni ve IRT1 Geni icin Elde Edilen
Verilerin Birlestirilmesiyle Elde Edilen Dendogramin Degerlendirilmes

SSCP analizleri sonucunda Fe-S geni ve IRT1 geninin tim verilerinin
birlestirilmesiyle Neighbor-Joining (Saitou ve Nei, 1987) metoduna gore olusturulan
dendogram Sekil 4.6.’da gosterilmistir. 1ki gen agisindan Alleller arasindaki toplam
genetik cesitlilik orant %0.5 olmustur. Analizler sonucu elde edilen dendogram ilk
olarak dendogram Uzerinde 1 ve 2 seklinde numaralandirilmis iki ana kola
ayrilmistir. Bir numaral1 ana kol igerisinde yalmzca Shekwaska mandarini genotipi
yer almugtir. iki numarali ana kol ise kendi icerisinde dendogram Uizerinde 2.1 ve 2.2.
seklinde numaralandirilmus iki gruba ayrilmistir. Dendogram Uzerinde 2.2 seklinde
gogerilmis grup icerisinde demir klorozuna karsi duyarli olduklari bilinen P.
trifoliata, Poncirus rubidoux ve Poncirus flying-dragon Uc yaprakli genotipleri yer
amistir. Dendogram Uzerinde 2.1. seklinde gosterilmis grup ise kendi icerisinde
2.1.1 ve 2.1.2 seklinde numaralandirilmis iki alt gruba bolinmastdr. 2.1.1 alt grubu
icerisinde yalmzca Tuzcu Kleopatra mandarini yer almustir. 2.2.2 alt grubu ise
dendogram Uzerinde A ve B seklinde numaralandirilmis iki bélime ayrilmistir. B
bolimi ise B1 ve B2 seklinde, A bolimi ise A1 ve A2 seklinde gosterilmis iki alt
bolume ayrilmistir. Al alt bolumu igerisinde Corsica agag kavunu, Citrus micrantha,
Mandarin kleopatra, Gou Tou turuncu, Rangpur laymi, Meksika laymi, Nasnaran
mandarini, Volkameriana, Kaba limon, mandarin Sunki, alemow ve bigarade gou tou
turuncu yer almistir. A2 alt bolimi icerisinde ise pink sadok, bingantor sarawak,
yuvarlak kamkat, eureka limonu, ve yerli mandarin genctipleri kimelenmistir.
Dendogram Uzerinde B1 olarak gosterilmis alt bolim icerisinde ise mandarin
Klemantin, Duncan altintopu, Fuzhu mandarini, M. kleopatra X P.trifoliata, Maroc
turuncu, Changsa mandarini, Tuzcu 3131 turuncu, Alanya dilimli portakali
genotipleri yer almistir. B2 alt bélimi icerisinde ise demir klorozuna duyarl: olarak
bilinen Carrizo sitranji, C35 sitranji ve Citrumelo 4475 (WN) genotipleri

kimelenmistir.
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Sekil 4.4. SSCP andlizleri sonucunda Fe-S ve IRT1 genlerine ait verilerin
birlestirilmesi sonucu elde edilen dendogram.

Turuncgil taksonomisi oldukca karmasiktir ve gunimize kadar turuncgil
taksonomisini anlamak, turuncgil tir ve cesitlerinin  kdkenini anlamak amaciyla bir
cok taksonomik calisma yapilmistir. Ancak ginimiize kadar turuncgillerde demir
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klorozundan sorumlu aday genlerde, genlerin allelik gesitliligini belirlemek ve
turuncgillerin bu genler bakimindan orijinlerini tespit etmek amaciyla herhangi bir
calisma yapilmamistir.

Tez kapsaminda turuncgil anaclarinda demir klorozundan sorumlu 3 farkli
aday genin allelik gesitliligini tespit etmek amaciyla SSCP markirlar: dizayn edilmis
ve bu primerlerle SSCP analizleri gergeklestirilmistir. Fe-S geni ve IRT1 geni igin
elde edilen veriler degerlendirilerek dendogramlar olusturulmus ancak Nramp3 geni
icin PCR Urunu akrilamid jel icerisinde ayrilamadigindan bu gen icin cluster
analizleri gergeklestirilmemistir.

Cevik ve Moore, (2007)'un bildirdigine gore, turuncgillerde 9 adet haploid
kromozom bulundugunu ve toplam genom uzunlugunun 1500-1700 cM
(santimorgan) oldugunu bildirmistir. Tez kapsaminda 3 aday genin allelik
cesitliligini tespit etmek icin analizler yapilmis ve calismada kullamlan turuncgil
anaglarimin allelik iliskileri belirlenmeye calisilmistir. Ancak toplam olarak 3 aday
gen turuncggil genomunun cok kiglk bir kismina karsilik geldigi icin calismada
kullanilan turunggil anaglarinin genetik iliskileri konusunda bazi farkli sonuglar da
elde edilmistir.

SSCP analizleri sonucunda Fe-S geni icin elde edilen dendogramlar
incelendiginde demir klorozuna duyarli olduklar: bilinen t¢ yaprakli genotiplerinin
aym grup icerisinde yer aldiklari gordlmistir. IRT1 geni icgin olusturulan
dendogramlar da ise benzer sonuclar gorilmasttr, demir klorozuna duyarl: olduklari
bilinen Gg yapraklilar aynm alt gruplarda yer almiglardir. Fe-S geni ve IRT1 geninin
verileri birlestirilerek elde edilen dendogramlar da ise t¢ yaprakli genotipleri 2.2
kolu icerisinde yer almislardir. Fang ve ark., (1997), izoenzim, RFLP ve ISSR
markirlarim  kullanarak G¢ yapraklilar arasindaki varyasyonu arastirdiklart
caismalarda, RFLP ve ISSR markirlarinda %10 oraminda polimorfizm tespit
etmislerdir. Arastirmacilar Uc¢ yapraklilar arasinda disiuk diizeyde bir varyasyon
oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilarin bildirdigine gore, K omatsu ve ark.,
(1993), RFLP markirlar: ile U¢ yapraklilar icerisinde disik dizeyde varyasyon
bulmuslardir. Allelik ¢esitliligi arastirmak icin yaptigimiz ¢alisama ile arastiricilarin
tespit ettigi bulgular uyum gostermektedir.
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Tez kapsaminda kullanilan ve demir klorozuna hassas olduklar: bilinen Gg¢
yaprakli melezleri ise her iki gen icin elde edilen dendogramlarda aym gruplar
icerisinde yer almiglardir. Fe-S geni ve IRT1 geninin verileri birlestirilerek elde
edilen dendogramlar da ise U¢ yaprakli melezleri B2 kolu igerisinde yer almislardir.
Ancak analiz sonucglarinda her iki gen ve her iki genin birlikte sonuglarinda g
yapraklilar ve U¢ yaprakli melezleri ayr1 bolimlerde tespit edilmistir. Schafer ve
ark., (2004), RAPD markirlar: ile yaptiklart calismalarda, U¢ yapraklilar igerisinde
dustk bir polimorfizm saptamislar, sitranj, sitrumelo ve Ugyaprakhilar: farkl
gruplarda bulmuslar ve bu G¢ grup arasindaki benzerlik dizeyini 0.73 civarinda
belirlemiglerdir. Pang ve ark., (2007), AFLP markirlar1 ile elde ettikleri
dendogramda ¢ adet Poncirus trifoliata cesidi arasinda yiksek oranda benzerlik
tespit etmislerdir.

Calismada allelik gesitliligin tespit edilmesiyle amaciyla kullanilan mandarin
genotiplerine ait sonuglar incelendiginde yiksek oranda farkliliklar tespit edilmistir.
Fe-S ve IRT1 genleri icin mandarinler acisindan benzer sonuclar bulunmustur.
Cluster andlizleri sonucunda elde edilen dendogramlarin tamaminda mandarin
genotipleri yiksek oranda polimorfizm gostererek dendogram icerisinde diger
genotiplerin arasina yayilmuglardir. Turuncgil taksonomisini anlamak amaciyla
yapilan bir cok ¢alismada mandarin genotipleri igin yuksek polimorfizm varlig: tespit
edilmistir. Mandarin turuncgil tdrleri icerisinde en yuksek cesitliligin goruldigu
gruptur. Cesitler arasinda morfolojik olarak benzerlik olmasina ragmen genetiksel
olarak blyik farkhliklar vardir (Koehler-Santos ve ark., 2003). Luro ve ark.,
(1995), mandarin tir ve cesidinde minisatellit analizi kullanarak yapmis oldugu
calismada mandarinler arasinda genetiksel olarak buyuk bir cesitliligin oldugunu
bildirmislerdir. K oehler-Santos ve ark., (2003), mikrosatellit analizleriyle yaptiklar
calisgmada Citrus sunki ve Citrus reticulata var. Ortanique ayr1 alt gruplarda yer
almistir. Mandarinlerde yapilan kloroplast DNA calismalarinda mandarinlerin tek bir
bant verdigi belirlenmistir. Bu da mandarinlerin tlr statiisini desteklemektedir
(Moore, 2001). Tez kapsaminda kullamlan C. depressa genotipi Fe-S ve IRT1
genlerine ait verilerin birlestirilmesi sonucu olusturulan dendogramda 1 numarali
kolda yalmz basina yer alarak diger ttim genotiplere bu genin allelleri agisindan uzak
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bulunmustur. Shekwasha mandarini (Citrus depressa) meyveleri ¢ok kiguk ve
turuncu renktedir, meyve kutuplar: yassilasmis sekildedir. Ayrica tez calismasinda
demir klorozuna tolerant olarak bilinen, Turkiye' den orneklenen Tuzcu Kleopatra
mandarin ve Ispanyadan o©rneklenen Kleopatra mandarini arasinda demir
klorozundan sorumlu aday genler agisindan farklilik tespit edilmistir ve
dendogramlar tzerinde farkl: kollarda yer almiglardir. Agar, (2007), SSR markirlart
ile turunggil ve akrabalarinda yaptigi ¢alismada mandarinler arasinda yiksek oranda
polimorfizm oldugunu belirtmistir.

CGalismada kullanilan ve demir klorozuna genelde dayanikli oldugu bilinen
limon ve laym genotipleri arasinda kullamlan Fe-S aday geni agisindan allelik
seviyede farklilik tespit edilmistir. Kaba limon, volkameriana, Meksika laymu,
Rangpur laymi ve Eureka limonu dendogram uzerinde farkli kollar icerisinde yer
amislardir. IRT1 geni icin ise limon ve laym genotipleri aym grup icerisinde yer
almglardir ancak eureka limonu farkli bir grup icerisinde yer almistir. Fe-S geni ve
IRT1 geninin verileri birlestirilerek elde edilen dendogramda ise limon ve laym
genotiplerinin aym grup icerisinde yer aldigi gordlmustir. Gilsen ve Roose,
(2001b), ISSR markirlar1 ile yaptiklar: ¢calismada, 39 limon c¢esidinde 0.97 ve Uzeri
duzeyde benzerlik saptamislar ve bu sonuglarin yaptiklari SSR ve izoenzim
calisgmalarinda da benzer sekilde oldugunu bildirmislerdir Aka-Kacar ve ark.,
(2005), RAPD yontemiyle yaptiklar1 calismada kullamilan limon genotiplerinin
birbirinden farkli oldugunu belirtmislerdir. SSCP analizleri sonucu IRT1 geni igin
olusturulan dendogramda Corsica agag kavunu limon ve laym genotipleri ile birlikte
yer alirken Fe-S geni icin olusturulan dendogramda farkli kol icerisinde yer almustir.
Moore (2001), Limonlarin laym’lar gibi kompleks bir hibrit oldugunu fakat daha
fazla citron (Agag¢ kavunu) genlerini tasichgim bildirmektedir. Molekuler veriler
l[imonun citron ve turuncg hibriti oldugunu ve turuncun ana ebeveyn oldugunu
gbgtermistir. Limon ve laymlarin atasi ile ilgili yapilan birgok calismada benzer ve
farkli sonuglar vardir. Federici ve ark., (1998), limon ve laym’larin hepsini agag
kavunu icerisinde gruplamislardir. Barret ve Rhodes (1976), ve Scora (1975),

l[imonlarin laym ve aga¢ kavununun dogal hibridi oldugu belirtmistir. Gulsen ve
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Roose (2001), limonun agag kavunu ve turuncun dogal hibridi oldugunu
belirtmiglerdir.

Tez calismasinda kullanilan ve demir klorozuna dayanikli oldugu bilinen
turung genotipleri arasinda allelik seviyede polimorfizmler tespit edilmistir ve turung
genotipleri her iki gen icinde aym kollarda toplanmamistir. Barrett ve Rhodes
(1976), laym, turung, limon, altintop ve portakal igerisindeki varyasyonlarin genelde
bir tek orijin bitkiden meydana gelen mutasyonlarla olustugunu bildirmislerdir.
Torres ve ark., (1978), yaprak izoenzimleri ile yaptiklar1 calismalarda, 15 turung
genotipi arasinda herhangi bir farklilik tespit edememislerdir. Luro ve ark., (2000),
SSR markirlar: ile yaptiklar: calismalarda 10 adet turung ¢esidi arasinda herhangi bir
polimorfizm tespit edememislerdir. Calismamizda elde ettigimiz veriler turung
genotipleri ile daha 6nceden yapilan calismalarla uyumlu ¢ikmamistir ancak tez
kapsaminda yalnizca allelik ¢esitliligi belirlemek tizere demir klorozundan sorumlu 3
farkli aday genle galisilmistir ve genomun ¢ok kiiglk bir bolimi dizayn edilen SSCP
primerleri ile taranmis ve cluster analizleri yapilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Tez calismasinda bazi turuncgil anacglarinda, belirlenen demir klorozundan
sorumlu 3 farkli aday genle allelik cesitliligi tespit etmek amaciyla DNA sekans
calismalart ve SSCP analizleri yapilmistir. DNA sekans analizleri sonucunda
polimorfizm ve mutasyonlar tespit edilmis ve bu polimorfik bolgeleri cogaltacak
SSCP primerleri dizayn edilerek SSCP analizleri gergeklestirilmistir. SSCP analizleri
sonucu cluster anadlizleri yapilarak dendogramlar olusturulmus ve turuncgil
anaclarinda allelik gesitlilik tartisilmistir. Nramp3 aday geni icin dizayn edilen SSCP
primerleri ile yapilan calismalar sonucu elde edilen akrilamid jellerde PCR Grinintin
ayrilamadig1 gozlenmistir ve bu gen igin cluster analizleri yapilmamustir.

SSCP analizleri sonucunda elde edilen dendogramlar incelendiginde tez
kapsaminda kullamlan turunggil anaglarimin dendogramlardaki dagilimi  gegmis
yillarda yapilan bazi ¢alismalarla uyum icerisinde bulunmakla beraber elde edilen
bazi1 sonuclar ©nceki calismalarla uyumlu ¢ikmamistir. Bunun en biydk nedeni
calismada yalmzca 3 farkli aday gen kullanilarak genomun yalnizca gok kugtik bir
boluminin taranmasidir. Her aday gen igin 2 farkli SSCP primeri dizayn edilmistir.
Daha fazla SSCP primerinin kullamimasi ile genotiplerin birbirinden daha diizgiin
bir sekilde ayrilmas: saglanacaktir ancak SSCP primerleri dizayn edilirken elimizde
ki mevcut polimorfizm ve mutasyon bilgisine gore dizayn edildigi icin elimizdeki
mevcut verilerle daha fazla SSCP primerinin  dizaynt mimkidn olmamustir. Bu
nedenle ileride yapilacak allelik ¢esitlilik calismalari igin farkli aday genlerin secimi
ve yuksek polimorfizm bilgisi iceren primerlerin dizayn: oldukga 6nemlidir.

Ileride yapilacak calismalar icin dogru aday genlerin tespiti de blyik 6nem
tasimaktadir. Demir klorozu igin aday genlerin belirlenmesinde bazi molekiler
teknikler (cDNA-AFLP, Mikroarray) kullanilarak bu genlerin tolerant ve hassas
genotiplerdeki ifade farkliligi kesin olarak ortaya konulmali ve bu sonuclar es-
zamanl PCR analizleri ile dogrulanmali, bununla beraber aday genlerin segiminde
ilgili proteinin fonksiyonu da arastirilmalidir.

Tez kapsaminda kullamlan SSCP tekniginin ko-dominant bir markir sistemi

olmasi, tekrarlanabilir sonuclar vermesi ve otomasyona uygun olmast gibi birgok
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avantgji mevcuttur ancak bu avantajlara ragmen allelik cesitliligin arastirilabilecegi
farkli tekniklerinde kullamilmas: oOnerilmektedir. Bu teknikler arasinda RFLP,
dDHPLC ve EcoTilling gibi teknikler sayilabilir.

Demir klorozundan sorumlu aday genlerin farkli turuncgil genotiplerinde
ifade edilme farkliliklarinin tespit edilmesi ve allelik gesitliligin arastirilmasi
caligmalarinin ardindan bu genlerin turuncgillerde haritalanmast ve bu genlere
ulasiilmast da buyik dnem tasimaktadir. Demir kloruzundan sorumlu aday genlerin
haritalanmasi ile birlikte bu genler igin spesifik markirklar belirlenerek ileride erken
seleksiyon calismalarinda kullanilabilecektir ayrica GDO calismalarinda da bu
genlerden faydalanarak demir klorozuna dayanikl: anag eldesi icin 1slah ¢alismalari
yapilabilecektir.

Ulkemizin de icinde yer aldigi Akdeniz Havzasindaki meyve agaclarinn
%20-50'si demir klorozu ile ilgili sikint1 yasamaktadir (Pestana ve ark., 2005).
Turunggil tariminin yogun olarak yapildigi Akdeniz Bdlgesinde Dinya toplam
turuncgil Uretiminin % 22'si karsilanmaktadir ve Turkiye nin bu Uretimdeki pay1 %
2.5 dir (FAO, 2006). Turuncgiller demir klorozuna hassas olarak bilinirler ve
yiksek miktarda kireg¢ iceren topraklarda, turuncgil bitkilerinde en sik gorilen
beslenme problemi demir klorozudur (Choliaras ve ark., 2004).

Akdeniz Bolgesi turuncgiller yetistiriciligi  abiyotik ve biyotik stres
faktorlerinin tehdidi altindadir. Trizteza virisinin ve bunun vektor olan Toxoptera
citricida zararlisimin yayilmas: halinde tuzluluk ve kireclilige yeterli toleranst
gosteren turung anacimn kullanimi sinirli hale gelecektir. Bu nedenle turunca
aternatif olabilecek yeni anaclarin segimine ihtiyag duyulmaktadir (Ollitrault ve
ark., 2006). Bu sebeplerden dolay: turuncgiller icin yeni anag 1slal zorunlu hale
gelmistir.

Sonug olarak bu tez calismasinda demir klorozuna dayanikliliktan sorumlu
aday genlerde allelik cesitliligin arastirilmas: amaciyla SSCP analizleri yapilmistir ve
elde edilen sonuclar tartisilmustir.
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EKLER

EK. 1. CALISMADA 8 FARKLI TURUNCGIL GENOTIPI iLE DEMIR
KLOROZUNDAN SORUMLU ADAY GENLERIN DNA DizZiLERINE AiT
SONUCLAR

NRAMP3' Primeri DNA Sekans Sonuglari
Poncirus Pomer oy Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNTGNACATGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTGGCT
CTGAGCTTCTTATTGGTAGGACGTCTGCTTTGCTGATTTAAATTTTTTTGTTAATGTTCTAA
TTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCGAATGTGTAGTGAAATGCATTATCTGTTG
CAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTGTGG
GCTGTATTATTATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGATAT
TGATAACAGTAAGAAAGGCCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTCTAC
TCTTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAGGGGT
TTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTTGTAAATGCTGGCCAGTACCTTCAAG
AGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTGTATATCTGGGGTATTGGGTTATTAGCAG
CTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGTTTCC
TAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGCTGAGGGCACTGATAACACGGAGCTGTGCCATTGTC
CCAACTATTATTGTTGCACTTGTTTTTGATACCTCTGAAGACATGTTAGATGTTTTAAATG
AATGGCTAAATGTGCTACAGTCAGTTCAGATCCCTTTTGCTCTTATCCCACTTTTATATTT
GGCCTCCCAGGAA

Poncirus Pomer oy Reverse Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNNCNANNNNNNNGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCT
AACATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACA
GCTCCGTGTTATCAGTGCCCTCAGCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATG
ATAAACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCA
ATACCCCAGATATACAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGG
CCAGCATTTACAAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAA
ACAGTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAAGAGTAGACTCAAT
GGAATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACACTGCCTTTCTTACTGTTATCAATATCTCTTGAT
TGCACAATAGCGGACTGCAAAAACACATTATGAGGTATAATAATACCTCCCACAACTCCT
ACAGCCTGCTGTATTGTTATAGAACTAATTAATTGGAACCAAAATGNCTGCAATCCATAA
TATCTTCACTACACACCTTTATGAAATCAATCTTCTTGATCT

Corsica Agag Kavunu Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNTNNTGNACATGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTGG
CTCTGAGCTTCTTATTGGTAGGAAGTCTGCTTTGCCGATGTAAATTTTTTTGTTAATGTTCT
AATTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCTAATGTCTAGTGAAATGCATTATCTGTT
GCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTGTG
GGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGATA
TTGATAACAATAAGAAAGGCCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTCCA
CTCTTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAGGGG
TTTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTCGTAAATGCTGGCCAGTACCTTCAA

GAGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTATATATCTGGGGTATTGGGTTATTAGCA

GCTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGTTTC
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CTAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGCTGAGGGCACTGATAACACNGAGCTGTGCCATTGT
CCCAACTATTATTGTTGCACTTGTTTTTGATACCTCTGAACACATGTTAGATGTTTTAGAT
GAATGGCTAAGTGTGCTACCAGTCAGTTCNATTNNNNNNNGCNNNNATCCCAATAAAAT
ATTTGGTCTCCCAGGAAAA

Corsica Agag Kavunu Reverse Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNANNGNACTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCTAAC
ATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACAGCT
CCGTGTTATCAGTGCCCTCAGCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATGATA
AACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCAATA
CCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGGCCA
GCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAAACA
GTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAAGAGTGGACTCAATGGA
ATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACACGGCCTTTCTTATTGTTATCAATATCTCTTGATTGC
ACAAGAGCGGAGTGCAAAAACACATTATGAGGCATGATAATACAGCCCACAACTCCAAC
AGCCTGCTGTATTGTTTTGGAACTGAGTTTTGGAACCAAAATGCCTGCAACAGATAATGC
ATTTCACTAGACATTAGATGAAATGAGCATTCTTGTTCTTATACAAATTAGAACATTAAC
AAAAAAATTTACATCGGCAAAGCAGACTTCCTACCAATAAGAAGCTCAGAGCCACTTGG
CTTGGTCTCACCAAACATCCAGGCAAACGAAAGTGCCATTGTTGCAATGAGAACTGCAA
AAACAGCTTCCAAATTTTCTGAA

Citrus micrantha (Microcitr us) Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNTGNACATGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTG
GCTCTGAGCTTCTTATTGGTAGGAAGTCTGCTTTGCTGATGTAAATTTTTTTGTTAATGTT
CTACTTTGTATAAGAACAAGAACGCTCATTTTATCTAATGTGTAGTGAAATGCATTATCT
GTTGCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTT
GTGGGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAG
ATATTGATAACAATAAGAAAGGCCATGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGT
CTACTCTTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAG
GGGTTTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTCGTAAATGCTGGCCAGTACCTT
CAAGAGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTATATATCTGGGGTATTGGGTTATTA
GCAGCTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGT
TTCCTAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGCTGAGGGCACTGATAACACGGAGCTGTGCCATT
GTCCCAACTATTATTGTTGCGCTTGTTTTTGATACCTCTGAAGACATGTTAGATGTTTTAA
ATGAATGGCTAAATGTGCTACAGTCAGTTCAGATCCCTNTTGCTCTTATCCCACTTTTATA
TTTGGTCTCCCCAGGAAA

Citrus micrantha (Microcitr us) Reverse Primer DNA Sekansi

NNGNANNNNNNNGNANTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCTAA
CATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACAGC
TCCGTGTTATCAGTGCCCTCAGCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATGAT
AAACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCAAT
ACCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGGCC
AGCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAAAC
AGTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAAGAGTAGACTCAATGG
AATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACATGGCCTTTCTTATTGTTATCAATATCTCTTGATTG
CACAAGAGCGGAGTGCAAAAACACATTATGAGGCATGATAATACAGCCCACAACTCCAA
CAGCCTGCTGTATTGTTTTGGAACTGAGTTTTGGAACCAAAATGCCTGCAACAGATAATG
CATTTCACTACACATTAGATAAAATGAGCGTTCTTGTTCTTATACAAAGTAGAACATTAA
CAAAAAAATTTACATCAGCAAAGCAGACTTCCTACCAATAAGAAGCTCAGAGCCACTTG
GCTTGGTCTCACCAAACATCCAGGCAAACGAAAGTGCCATTGTTGCAATGANAACTGCA
AAAACAGCTTCCAATTTTCTGA
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Citrusreticulata (K lemantin) Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNNTTGCACNNGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTGG
CTCTGAGCTTCTTATTGGTAGGACGTCTGCTTTGCTGATTTAAATTTTTTTGTTAATGITCT
AATTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCTAATGTGTAGTGAAATGCATTATCTGT
TGCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTGT
GGGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGAT
ATTGATAACAGTAAGAAAGGCCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTCT
ACTATTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAGGG
GTTTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTCGTAAATGCTGGCCAGTACCTTCA
AGAGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTATATATCTGGGGTATTGGGTTATTAGC
AGCTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGTTT
CCTAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGATGAGGGCACTGATAACACGGAGCTGTGCCATTG
TCCCAACTATTATTGTTGCACTTGTTTTTGATACCTCTGAAGACATGTTAGATGTTTTAAA
TGAATGGCTAAATGTGCTACAGTCAGTTCAGATCCCTTTTGCNCTTATCCCACTTTTATAT
TTGGCNTCCCAGGAA

Citrusreticulata (K lemantin) Reverse Primer DNA Sekans

NNNNNNNNNAANNGNACTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCTA
ACATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACAG
CTCCGTGTTATCAGTGCCCTCATCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATGA
TAAACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCAA
TACCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGGC
CAGCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAAA
CAGTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAATAGTAGACTCAATG
GAATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACACGGCCTTTCTTACTGTTATCAATATCTCTTGATT
GCACAAGAGCGGAGTGCAAAAACACATTATGAGGCATGATAATACAGCCCACAACTCCA
ACAGCCTGCTGTATTGTTTTGGAACTGAGTTTTGGAACCAAAATGCCTGCAACAGATAAT
GCATTTCACTACACATTAGATGAAATGAGCATTCTTGTTCTTATACAAATTAGAACATTA
ACAAAAAAATTTAAATCAGCAAAGCAGACGTCCTACCAATAAGAAGCTCAGAGCCACTT
GGCTTGGTCTCACCAAACATCCAGGCAAACGAAAGTGCCATTGTTGCAATGAGAACTGC
AAAAACAGCTTCCAATTTTTCTGAA

Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNTGCACANGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTG
GCTCTGAGCTTCTTATTGGTAGGACGTCTGCTTTGCTGATTTAAATTTTTTTGTTAATGTTC
TAATTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCTAATGTGTAGTGAAATGCATTATCTG
TTGCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTG
TGGGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGA
TATTGATAACAGTAAGAAAGGCCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTC
TACTATTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAGG
GGTTTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTCGTAAATGCTGGCCAGTACCTTC
AAGAGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTATATATCTGGGGTATTGGGTTATTAG
CAGCTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGTT
TCCTAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGATGAGGGCACTGATAACACGGAGCTGTGCCATT
GTCCCAACTATTATTGTTGCACTTGTTTTTGATACCTCTGAAGACATGTTAGATGTTTTAA
ATGAATGGCTAAATGTGCTACAGTCAGTTCAGATCCCATTTGCTCTTATCCCACTTTTATA
TTTGGTCTCCCAGGAA
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Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Reverse Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNANNNNNCTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCTAAC
ATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACAGCT
CCGTGTTATCAGTGCCCTCATCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATGATA
AACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCAATA
CCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGGCCA
GCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAAACA
GTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAATAGTAGACTCAATGGA
ATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACACGGCCTTTCTTACTGTTATCAATATCTCTTGATTGC
ACAAGAGCGGAGTGCAAAAACACATTATGAGGCATGATAATACAGCCCACAACTCCAAC
AGCCTGCTGTATTGTTTTGGAACTGAGTTTTGGAACCAAAATGCCTGCAACAGATAATGC
ATTTCACTACACATTAGATGAAATGAGCATTCTTGTTCTTATACAAATTAGAACATTAAC
AAAAAAATTTAAATCAGCAAAGCAGACGTCCTACCAATAAGAAGCTCAGAGCCACTTGG
CTTGGTCTCACCAAACATCCAGGCAAACGAAAGTGCCATTGTTGCAATGAGAACTGCAA
AAACAGCTTCAAATTTTTCCTGAA

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNNNACATGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTGG
CTCTGAGCTTCTTATTGGTAGGACGTCTGCTTTGCTGATTTAAATTTTTTTGTTAATGITCT
AATTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCTAATGTGTAGTGAAATGCATTATCTGT
TGCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTGT
GGGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGAT
ATTGATAACAGTAAGAAAGGCCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTCT
ACTATTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAGGG
GTTTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTCGTAAATGCTGGCCAGTACCTTCA
AGAGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTATATATCTGGGGTATTGGGTTATTAGC
AGCTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGTTT
CCTAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGATGAGGGCACTGATAACACGGAGCTGTGCCATTG
TCCCAACTATTATTGTTGCACTTGTTTTTGATACCTCTGAAGACATGTTAGATGTTTTAAA
TGAATGGCTAAATGTGCTACAGTCAGTTCAGATCNNNNTTGNTCTTATCCCACTTTTATAT
TTGGTCTCCCAGGAAA

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Reverse Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNNNNGGACTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCTAAC
ATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACAGCT
CCGTGTTATCAGTGCCCTCATCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATGATA
AACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCAATA
CCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGGCCA
GCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAAACA
GTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAATAGTAGACTCAATGGA
ATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACACGGCCTTTCTTACTGTTATCAATATCTCTTGATTGC
ACAAGAGCGGAGTGCAAAAACACATTATGAGGCATGATAATACAGCCCACAACTCCAAC
AGCCTGCTGTATTGTTTTGGAACTGAGTTTTGGAACCAAAATGCCTGCAACAGATAATGC
ATTTCACTACACATTAGATGAAATGAGCATTCTTGTTCTTATACAAATTAGAACATTAAC
AAAAAAATTTAAATCAGCAAAGCAGACGTCCTACCAATAAGAAGCTCAGAGCCACTTGG
CTTGGTCTCACCAAACATCCAGGCAAACGAAAGTGCCATNGTTGCAATGAGAACTGCAA
AAACAGCTTCCAATTTTCTGAANAN

Citrus maxima (Sadok chandler) 1x Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNNTGCACATGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCAAGTGGC
TCTGAGCTTCTTATTGGTAGGAAGTCTGCTTTGCTGATGTAAATTTTTTTGTTAATGTTCTA
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ATTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCTAATGTGTAGTGAAATGCATTATCTGTT
GCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTGTG
GGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGATA
TTGATAACAATAAGAAAGGGCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTCTA
CTCTTGCCCTTGTTGTTTCGTTCGTGATCACTCTTTTTGTTATAAATGCTTTTGCATAGGGG
TTTTAAGCTACTTGGAAGGCCCCTCTCTTATTGCTACAATATATCTTGATTGCACAACANC
AGAGATAAGGAGGACGATATGAGGCACGATAATACATATATCTGGTGCATTGGCTTACT
GTCTGCTGGACTAAGTACCATCATTACCCGGCACTAAGGGTGGGCAGTATATCATGTGTG
GGTTTCCTAAATTTTGAGGATGGAAAATTGGGCTGATGGCAATGATAACAACAAAAAGA
GACATTTGTCCCAACAAATAATAGAGCCCCCTGGTTTTTAAACCCCCCGAACACATGTTT
GAATGGTTTNAAAAGGAAGGGGCAAAAGTGCCACAATCTATTTTCGANACACATANANA
CTCAAAACCCCATTTTTTATTTGGGGCCCAAC

Citrus maxima (Sadok chandler) 1x Reverse Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNNNNAANGGACTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCT
AACATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACA
GCTCCGTGTTATCAGTGCCCTCAGCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATG
ATAAACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCA
ATACCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGG
CCAGCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAA
ACAGTTGTAACACAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAAGAGTAAACTCACT
GTAATANAGTCTGAGAGCTTTTTGGAGACGGGGCCTCTCATAGTGTTCTCAATCTCTTGTT
GCCTGCACCAGAGCAGAAAGAAACGGACGTGGACTTATCCAAAATAAATATACCCGCAA
CTACTGCCGTTATTGGCATCTGGATTGAGAACCACCATTAGCGACCACTAATGCTGGGAA
GTTTTATTATGTGTGGTTTCCTATTTTTAGGGGTGGAAAAATGGGGTTAGGGCANAGATA
AAAAGAAAAGAGACAATTTTCCTACCATTAATGAAAACTTCCTNCTTTTAAAAAACCCCA
AACACCGGTTGNCTGGTTTAAATTAACACGGTCCAGGGTAGCCACAATTTNCTTTTTTGT
ANACCTTNGANAAANTGAAACCACNTTTTCAATTTGGCCNAAAA

Citrus maxima (Sadok pink) Forward Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNGCACATGGCACTTTCGTTTGCCTGGATGTTTGGTGAGACCAAGCCGAGTGG
CTCTGAGCTTCTTATTGGTAGGAAGTCTGCTTTGCTGATGTAAATTTTTTTGTTAATGTTCT
AATTTGTATAAGAACAAGAATGCTCATTTCATCTAATGTGTAGTGAAATGCATTATCTGT
TGCAGGCATTTTGGTTCCAAAACTCAGTTCCAAAACAATACAGCAGGCTGTTGGAGTTGT
GGGCTGTATTATCATGCCTCATAATGTGTTTTTGCACTCCGCTCTTGTGCAATCAAGAGAT
ATTGATAACAATAAGAAAGGCCGTGTCCAAGAAGCTCTCAGATACTATTCCATTGAGTCT
ACTCTTGCCCTTGTTGTTTCATTCATGATCAATCTTTTTGTTACAACTGTTTTTGCAAAGGG
GTTTTATGGTACTGAACAGGCCAATAACATTGGCCTCGTAAATGCTGGCCAGTACCTTCA
AGAGAAGTACGGAGGTGGACTTTTCCCAATTTTATATATCTGGGGTATTGGATTATTAGC
AGCTGGACAGAGTAGCACCATTACCGGCACTTATGCTGGGCAGTTTATCATGGGAGGTTT
CCTAAATTTGAGGTTGAAAAAATGGCTGAGGGCACTGATAACACGGAGCTGTGCCATTG
TCCCAACTATTATTGTTGCACTTGTTTTTGATACCTCTGAAGACATGTTAGATGTTTTAAA
TGAATGGCTAAATGTGCTACAGTCAGTTCAGATCCCTTTTNCTCTTATCCCACNTNTATAT
TTGGNNNCCCAGNAA

Citrus maxima (Sadok pink) Reverse Primer DNA Sekansi

NNNNNNNNNNANNNCTGACTGACTGTAGCACATTTAGCCATTCATTTAAAACATCTAAC
ATGTCTTCAGAGGTATCAAAAACAAGTGCAACAATAATAGTTGGGACAATGGCACAGCT
CCGTGTTATCAGTGCCCTCAGCCATTTTTTCAACCTCAAATTTAGGAAACCTCCCATGATA
AACTGCCCAGCATAAGTGCCGGTAATGGTGCTACTCTGTCCAGCTGCTAATAACCCAATA
CCCCAGATATATAAAATTGGGAAAAGTCCACCTCCGTACTTCTCTTGAAGGTACTGGCCA
GCATTTACGAGGCCAATGTTATTGGCCTGTTCAGTACCATAAAACCCCTTTGCAAAAACA
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GTTGTAACAAAAAGATTGATCATGAATGAAACAACAAGGGCAAGAGTAGACTCAATGGA
ATAGTATCTGAGAGCTTCTTGGACACGGCCTTTCTTATTGTTATCAATATCTCTTGATTGC
ACAAGAGCGGAGTGCAAAAACACATTATGAGGCATGATAATACAGCCCACAACTCCAAC
AGCCTGCTGTATTGTTTTGGAACTGAGTTTTGGAACCAAAATGCCTGCAACAGATAATGC
ATTTCACTACACATTAGATGAAATGAGCATTCTTGTTCTTATACAAATTAGAACATTAAC
AAAAAAATTTACATCAGCAAAGCAGACTTCCTACCAATAAGAAGCTCAGAGCCACTCGG
CTTGGTCTCACCAAACATCCAGGCAAACGAAAGTGCCATTGTTGCAATGAGAACTNNNN
AAACAGCTTCNAATTTTTNCTGAANNN

Fe S 3 Primeri DNA Sekans Sonuglari
Poncirus Pomer oy Forward Primer DNA Sekans

AAAAAAACTGATTTCGTCCAAAAAAGCTCAGGTATCAGATTTCCTTGCGGTTGTTTTTGG
ATGTTATGGACATGTAGACAACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATA
TTGTTACTTAACTATTAAACAAGTATTAATTGACATCGTTAGGTGGTTCTGTTAAGCTGAA
ATGGGCTTCAAATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTTCAAACAAACACCATATTGA
ATTGAATTCTCATGTAACAAAATAAAGAAAAAAAGTTTGCTGAGTTATTCGGAAGAGGTT
TACTGACTTCTGCGGCTGTGCAGTTTTCTACCACTGCATGCAATTTGCCATTGGCCTAAAC
TATTGTGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGGTAC
CAGGCCATTTTCAACTAATAATTTGTCTACCAATGACATGTCTTCAATGTAGATCATAATC
ACTTCCTTTCTATTTTAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTCTACTACATAGAGCAA
AACAGAAGTAGGAGATCCATTTGCTTTTTATGTTAGATTTCTTGGCTTGACATATTTTGCC
ATCACCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCT
GCATGCTTATGGATTGATCCTGCTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTCAAATCAT
TCTAAATAAAACTACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTTTTGT
CTATAATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTGTTGGAGTATTTGCATCCCTG
TTACTCCTTGATGCTTCTTAATTTGGCCTTTCATGGAAGGATTGAAACGTAACTTTTATTC
TTTTACCCCTCTACTTTTTACAAATCAAAAGTAAGAAATAAA

Poncirus Pomer oy Reverse Primer DNA Sekanst

AGACATAGGGGATGGAGAAGAACCGAAAGCAAGCAGTTGCTCCCGCTGCCTTTGGTGCT
CACCGAGGATGTCTACCTTTCATCCACAACCTTCAGACAAGTGCGTAATGCTTGGCCAGC
CAGGGAAAAGAATCATCTACGTTCATTCTTCATGTACTATTAGTTTGTAAGAATCCCTAG
CTTCCACCCTGCTTAGACGCTCCACTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCACCACAACCA
CACTGCCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAACACAAACTCAGACCTGCACGCCAAAAAAGGT
AATATAAATTAAACAGAAGCAAACTAGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAA
ATACATGCCATCAACAAGATTTAGCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCACCACCAGCC
ATACAGATATCTCGCCCATAAGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTT
GATATGTAAGGGCTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGATA
AAGCAACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTACCTCTGATTTGTAAAAAGTAG
ATGGGTAATAGAATAAAAGTTACGATTTCACTCCTCCATGAAAGGCCAAATTAAGAAGC
ATCAAGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAGATAAGTAATTAATA
CAGGTACATTATAGACAAAAATGACTAAGAGTAAAATTAAAACTGCAGAAGCGGCAAGA
ATGTAGTTTTATTTAGAATGATTCGAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCAGCAGG
ATCAATCCATAAGCATGCAGAAGGTGGATGTTAAGGCTAAATAAAGAAAGCAATGACAA
ATGTCCCATATGCTGGTGATGGCAAAATATGTCCAGCCAAGAAATCTAACATAAAAAGC
AAATGGATCCC

Corsica Aga¢ Kavunu Forward Primer DNA Sekansi
AAAAGAACGTTATCGTGCAGATAGCTCAGGTCATAAATTTTCTTGCAGTTGTTTTTGGAT

GTTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATATT
GTTACTTAACTATTAAACAAGTATTAACTGACATCTTTAGGGTTCTGTTAAGTTGAAATG
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GGCTTCAGATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAACAAACACTATATTGAATT
GAATTCTCATGCAACAAAATAAAGAAGAAAAGTTTGCAGAGTTATTCAGAAGAGGTTTA
CTGACTTCTGCAGTTGTGCAGTTTCCTACCAGTGCATGCAATTTCATTGGCCTAAACTATT
GTGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGCTACCGGG
CCATTTTCAACTAATACACTGTCTACCAATGACATGTCTTTAATGTAGATCATCATCACTT
CCTTTCTATTCAAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTTTACTACCTAGAGCAGAACA
GAAAGTAGGAGATCCATTTGCTTTTTATGGTAGATTTCTTGGTTTGACATACTTTGCCATC
ACCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCTGCA
TGCTTATGGATTGATCCTGCTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTTGAATCATTCT
AAATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTGTTGTCT
ATAATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTGTTGGAGTATTTGCATCCATGTT
ACTCCTTGATGCTTTCTAATTTGGCCTTTCATGGAGGATTGAAATCGTAACTTTTATTCTA
TTACCCATCTACTTTTACAAATCAGAGGGCAAAAT

Corsica Agac Kavunu Reverse Primer DNA Sekans

AGACCAGGGGCCGAAGACACACAGAAGCACCTGATTGCTCCCCTGCCATTAAAGCTCAC
CGAGGATGTCTACCTTTCATTCACAACCTTCAGACAAGTGCGTCATGCTTGGCCAGCCAG
GGAAAAGAATCATCGACGTTCATTCTTCATGCACTATTAGTTTGTAAGAATCCCTAGCTT
CCACCCTGCTTAGACGCTCCCCTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCCCCCCAACCCCCCT
GCCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAATACAAACTCAGACCTGCACGCCAAAAAAGGTAATT
TAAATTAAACAGAAGCAAACTAGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAAATAC
ATACCATCAACAAGATTTAGCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCCCCACCAGCCATAC
AGATATGTCGCCCATAAGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTTGATA
TGTAAGGGCTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGATAAAG
CAACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTGCCTCTGATTTGTAAAAAGTAGATGG
GTAATAGAATAAAAGTTACGATTTCAATCCTCCATGAAAGGCCAAATTAAGAAGCATCA
AGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAGATAAGTAATTAATACAGG
TACATTATAGACAACAATGACTAAGAGTAAAATTAAAACTGCAGAAGCGGCAAGAATGT
GGTTTTATTTAGAATGATTCAAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCAGCAGGATCA
ATCCCTAAGCATGCAGAAGGTGGATGTTAAGGCTAAATAAAGAAAGCAATGACAAATGT
CCCATATGCTGGTGATGGCAAAGTATGTCAAACCCAGGAAATCTACCATAAAAAG

Citrus micrantha (Microcitr us) Forward Primer DNA Sekansi

AAAGAAAGGATTCGTGCACATAGCTCAGGTATCAAATTTTCTTGCAGTTGTTTTTGGATG
TTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATATTG
TTACTTAACTATTAAACAAGTATTAACTGACATCTTTAGGGTTCTGTTAAGTTGAAATGG
GCTTCAGATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAAAAAACACTATATTGAATTG
AATTCTCATGCAACAAAATAAAGAAGAAAAGTTTGCAGAGTTATTCGGAAGAGGTTTAC
TGACTTCTGCAGCTGTGCAGTTTCCTACCGGTGCATGCAATTTCATTGGCCTAAACTATTG
TGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCTGCTAGCATTATTGTTGCTACCAGGC
CATTTTCAACTAATACACTGTCTACCAATGACATGTCTTTAATGTAGATCATCATCACTTC
CTTTCTATTCAAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTTTACTACCTAGAGCAGAACAG
AAAGTAGGAGATCCATCTGCTTTTTATGGTAGATTTCTTGGTTTGACATATTTTGCCATCA
CCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCTGCAT
GCTTATGGATTGATCCTGCTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTCGAATCATTCTA
AATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTTTTGTCTAT
AATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTGTTGGAGTATTTGCATCCATGTTAC
TCCTTGATGCTTCTTAATTTGGCCTTTCATGGAGGATTGAAATCGTAACTTTTATGCTATT
ACCCATCTACTTTTTACAAATCCGAGGCAGAAATTA

Citrus micrantha (Microcitr us) Reverse Primer DNA Sekansi
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AAAAAGGGGGAGTGGAAAGAAACAAGCACCATGTTGCTCCACTGCCATTAAAGCTCACC
GAGGATGTCTACCTTTCATTCACAACCTTCAGACAAGCGCGTAATGATTGGCCAGCCAGG
GAAAAGAGTCATCTACGTTCATTCTTCATGTACTATTAGTTTGTAAGAATCCCTAGCTTCC
ACCCTGCTTAGACGCTCCACTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCACCACAACCACACTG
CCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAATACAAACTCAGACCTGCACGCCAAAAAAGGTCATTT
AAATTAAACAGAAGCAAACTAGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAAATACA
TGCCATCAACAAGATTTAGCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCACCACCAGCCATACA
GATATGTCGCCCATAAGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTTGATAT
GTAAGGGCTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGATAACGC
AACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTGCCTCGGATTTGTAAAAAGTAGATGG
GTAATAGCATAAAAGTTACGATTTCAATCCTCCATGAAAGGCCAAATTAAGAAGCATCA
AGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAGATAAGTAATTAATACAGG
TACATTATAGACAAAAATGACTAAGAGTAAAATTAAAACTGCAGAAGCGGCAAGAATGT
GGTTTTATTTAGAATGATTCGAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCAGCAGGATCA
ATCCATAAGCATGCAGAAGGTGGATGTTAAGGCTAAGTAAAGAAAGCAATGAACAATGT
CCCATATGCTGGTGATGGCAAAATATGTCAAACCAAGAAATCTACAATAAAAAGCAGAT
GGATC

Citrusreticulata (K lemantin) Forward Primer DNA Sekansi

AGAAAAGGGATTGCGAATACATAAGCTCAGGTATCAGATTTGCTTGCAGTTGTTTTTGGA
TGTTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATAT
TGTTACTTAACTATTAAACAAGTATTAACTGACATCTTTAGGGTTCTGTGAAATTGAAAT
GGGGTTCAAATATTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAACAAACACTATATTGAAT
TGAATTCTCAAGCACCAAAATAAAGAAAAAAAATTTGCAGAGATATACGGAAAAGGTTT
ACTGACTTCTGCACCTGTGCACTTTCCTACCAAAGCACGCAAATTCATTGGTCGAAACTA
TTGTGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGCTACCA
GGCCAGTTTCTACTAATACACTGACTACCAATGACATGTCTTTAATGTAGATCATCATCA
CTTCCTTTCTATTCAAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTTTACTACCTAAAGCAGA
ACAGAAAGTAGGAGATTCATTTGCTTTTTATGGTAGATTTCTTGGTTTGACATATTTTGCC
ATCACCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCT
GCATGCTTATGGATTGATCCTGCTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTCAAATCAT
TCTAAATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCACTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTTTTGT
TTATAATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTGTTGGAGTATTTGCATCCATG
TTACTCCTTGATGCTTCTTAATTTTGCCTTTCATGGAGGATTGAAATCATAACTTTTTTTCT
ATTACCCATCTACTTTTTACAAAACCGAAGAAAAAAATTAAAAAAA

Citrusreticulata (K lemantin) Reverse Primer DNA Sekans

AAAGGGGGGGGAAAAAATAGAAAAAGCACACTGTTGTTCCACCTGCCATTAAAGCTCAC
CGAGGATATCTACCTTTCATTCACAACCTTCAGACAAGTGCGTAAGGCTTGGCCGGCCAG
AGAAAAGAATCATCTACGTTCATTCTTCATGTAATATTAGTTTGTAAGAATCCCTAGCTTC
CACCCTGCTTAGACGCTCCACTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCACCACAACCACACT
GCCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAATACAAACTCACACCTGCACGCCAAAAAAGGTAATT
TAAATTAAACAGAAGCAAACTAGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAAATAC
ATGCCATCAACAAGATTTACCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCACCACCAGCCATAC
AGATATGTCGCCCATAAGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTTGATA
TGTAAGGGCTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGATAAAG
CAACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTGCCTCGGATTTGTAAAAAGTAGATG
GGTAATAGAATAAAAGTTACGATTTCAATCCTCCATGAAAGGCCAAATTAAGAAGCATC
AAGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAAATAATTAATTAATACAG
GTCCTTTATAAACAAAAATGACTAAAAGTAAAATTAAAACTGCGGACGCGGCGAGAATG
TGGTTTTATTTAGAATGATTCGAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCAGCAGGATC
AATCCATAAGCATGCAAAAGGTGGATGTTAAGGCTAAATAAAGAAAGACAATGACAAAT
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GTCCCATATGGCTGGTGATGGCAAAATATGTCCAACCCAAGAAATCTACCCATAAAAAA
CAA

Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Forward Primer DNA Sekansi

AAAAAGGGGTTGTGCGCAGAAAAGCTCAGGTATCAAATTTTCTTGCACTTGTTTTTGGAT
GTTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATATT
GTTACTTAACTATTAAACAAGTATGAACTGACATCTTTAGGGTTCTGTTAAGTTGAAATG
GGCTTCAGATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAACAAACACTATATTGAATT
GAATTCTCATGCAACAAAATAAAGAAGAAAAGTTTGCAGAGTTATTCGGAAGAGGTTTA
CTGACTTCTGCAGCTGTGCAGTTTCCTACCAGTGCATGCAATTTCATTGGCCTAAACTATT
GTGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGCTACCAGG
CCATTTTCAACTAATACATCACTTCCTTTTTATTCAAACCTTCGTTAGTAGTGCCATCATT
ACTTTTACTACCTAGAGCAGAACAGAAAGTAGGAGATCCATTTGCTTTTTATGGTAGATT
TCTTGGTTTGACATATTTTGCATCACCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTAGTT
AGCCTTAACATCCACCTTCTGCATGCTTATGGATTGATCCTGCTGGCAACTTTTGTGGTAT
TGCCTATTACTTCGAATCATTCTAAATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAAT
TTTACTCTTAGTCATTTTTGTCTATAATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTG
TTGGAGTATTTGCATCCATGTTACTCCTTGATGCTTCTTAATTTGGCCTTTCATTGACGATT
GAAATCGTAACTTTTATTCTATTACCCATCTACTTTTTACAAATCAGAGGCAGAAATTAG
AAATAGCTTGAGTTGAGCTTAAGTTGCTTTATCAGAATA

Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Reverse Primer DNA Sekans

AAAAGGGTGGATGATGAAATAAGAAAGCCACCTGTTGCTCCAACTGCCATTAAAGCTCA
CCGAGGATGTCTACCTTTCATTCACAACCTTCAGACAAGTGCGTAATGCTTGGCCAGCCA
GGGAAAAGAATCATCTACGTTCATTCTTCATGTACTATTAGTTTGTAAGAATCCCTAGCTT
CCACCCTGCTTAGACGCTCCACTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCACCACAACCACAC
TGCCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAATACAAACTCAGACCTGCACGCCAAAAAAGGTAAT
ATAAATTAAACAGAAGCAAACTAGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAAATA
CATGCCATCAACAAGATTTAGCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCACCACCAGCCATA
CAGATATGTCGCCCATAAGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTTGAT
ATGTAAGGGCTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGATAAA
GCAACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTGCCTCTGATTTGTAAAAAGTAGATG
GGTAATAGAATAAAAGTTACGATTTCAATCGTCAATGAAAGGCCAAATTAAGAAGCATC
AAGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAGATAAGTAATTAATACAG
GTACATTATAGACAAAAATGACTAAGAGTAAAATTAAAACTGCAGAAGCGGCAAGAATG
TGGTTTTATTTAGAATGATTCGAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCAGCAGGATC
AATCCATAAGCATGCAGAAGGTGGATGTTAAGGCTAACTAAAGAAAGCAATGACAAATG
TCCCATATGCTGGTGATGCAAAATATGTCAAACCAAAAAATCTACAATAAAAAGCAAAT
GGA

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Forward Primer DNA Sekansi

AAAAAAGTGGGTTTCGCCGCTCAATGCTCAGGTAATAAATTTTCTTGCAGTTGTTTTTGG

ATGTTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATA
TTGTTACTTAACTATTAAACAAGTATTAACTGACATCTTTAGGGTTCTGTTAAGTTGAAAT
GGGCTTCAGATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAACAAACACTATATTGAAT

TGAATTCTCATGCAACAAAATAAAGAAGAAAAGTTTGCAGAGTTATTCGGAAGAGGTTT

ACTGACTTCTGCAGCTGTGCAGTTTCCTACCAGTGCATGCAATTTCATTGGCCTAAACTAT
TGTGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGCTACCAG
GCCATTTTCAACTAATACACTGTCTACCAATGACATGTCTTTAATGTAGATCATCATCACT
TCCTTTCTATTCAAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTTTACTACCTAGAGCAGAAC
AGAAAGTAGGAGATTCATTTGCTTTTTATGGTAGATTTCTTGGTTTGACATATTTTGCCAT
CACCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTATTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCTGC
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ATGCTTATGGATTGATCCTGCTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTCGAATCATTC

TAAATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTTTTGITT
ATAATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGAAACTGTTGGAGTATTTGCATCCTTGTT

ACCCCTTGATGCTTCTTAATTGGGCCTTTCATGAAGGATTGAAAATCTAACTTTTATTCTA
TTACCCTTCTACTTTTTTACAACCCCAAGCAGA

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Reverse Primer DNA Sekansi

AGGGGGGGGGGAAAGGGGAATGAATGGGAGTGTCTTCCGGGCGAAGCCTGGAACCCAC
TGCCGGGAAAATCTCGGCGAGGACCTGCGCCATTTGGTGAACAGGCCAGCTCGGAACCG
CCCGTCCCAACCGCACCTGCTGAAGTGGAATGTGGAGGATCGAATACCCCGACCGATTGT
CCCATTCGAGCTGCGCGGGGGCGACCTTATCGCCCAGAAAAGACCGACATTCACCAGGA
GGGGGAGCGTGAGAGTGTGGCTCTGCGTTGCACTACTAAAACAGAAGAAAGCCGCGGGC
TAATATCTCTGGGGAAAAATCCCCTCAGCCCAGCCCAAGAGAAATCTACTAATCCCCCGC
CATCGGGCGCGGCTGATCGAGCGTGTGACGAGCAAAGAACTCTGCGCCGCCGCCCTTAC
CCCGAGCGATAACAGCGCCTGCAATCTACTACTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATT
GACTGCCTTTATGCCCCAGATCGACAACCACGTCACCCGCCTTGACTGCTGGGAAACGGA
ACTGAATGATGCACTTCCCTGCTACGCCCGGAACACCACTACCCCGGCCACCATGGCCGC
GACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGAGTCTGAGCGACCGTTCTCTACGGCTCCTAAT
GCAATGGATGGTGGACCATCAGGTCGCCGGACCGTTGATGCGCTCCCTGCTGCCCACGGG
CTTTATTAACCCCAATAACACCCGAACTGTCGATCTAGTTGCTCACGGGATTGTCACCCT
GCTTGGCCCGAATAACAAAACAGAGCGCCATTGTGGTAATTTATCTGGGGGAAAACCCC
CGCAAACATGTCGAACAAATCAACAAATCTCCCGGAACGGCACCGCCTTAACCACGCCC
GAAACCACTAAAAAAAC

Citrus maxima (Sadok chandler) 1x Forward Primer DNA Sekansi

AAAAAGGGGATTCGTTAAGAAAGCTCAGGTATCAAATTTTCTTGCAGTTGTTTTTGGATG
TTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATATTG
TTACTTAACTATTAAACAAGTATTAACTGACATCGTTAGGGTTCTGTTAAGTTGAAATGG
GCTTCAGATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAACAAACACTATATTGAATTG
AATTCTCATGCAACAAAATAAAGAAGAAAAGTTTGCAGAGTTATTCGGAAGAGGTTTAC
TGACTTCTGCAGCTGTGCAGTTTCCTACCAGTGCATGCAATTTCATTGGCCTAAACTATTG
TGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGCTACCAGGC
CATTTTCAACTAATACACTGTCTACCAATGACATGTCTTTAATGTAGATCATCATCACTTC
CTTTCTATTCAAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTTTACTACCTAGAGCAGAACAG
AAAGTAGGAGATCCATTTGCTTTTTATGGTAGATTTCTTGGTTTGACATATTTTGCCATCA
CCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCTGCAT
GCTTATGGATTGATCCTGGTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTCGAATCATTCTA
AATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTTTTGTTTAT
AATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTGTTGGAGTATTTGCATCCATGTTAC
TCCTTGATGCTTCTTAATTTGGCCTTTCATGGAGGATTGAAATAGTAACTTTTATTCTATT
ACCCATCTACTTTTTACAAATCCGAGGCAAGAAATAGAA

Citrusmaxima (Sadok chandler) 1x Reverse Primer DNA Sekansi

AAAAAGGGGGTGGAGAAAAAACAAAAGCACCTGATTGCTCCACTGCCATTAAAGCTCAC
CGAGGATGTCTACCTTTCATTCACAACCTTCAGACAAGTGCGTAATGCTTGGCCAGCCAG
AGAAAAGAATCATCTACGTTCATTCTTCATGTACTATTAGTTTGTAAGAATCCCTAGCTTC
CACCCTGCTTAAACGCTCCACTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCACCACAACCACACT
GCCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAATACAAACTCAGACCTGCACGCCAAAAAGGTAATTT
AAATTAAACAGAAGCAAACTGGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAAATACA
TGCCATCAACAAGATTTAGCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCACCACCAGCCATACA
GATATGTCGCCCATAGGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTTGATAT
GTAAGGACTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGAGAAAGC



AACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTGCCTCGGATTTGTAAAAAGTAGATGG
GTAATAGAATAAAAGTTACTATTTCAATCCTCCATGAAAGGCCAAATTAAGAAGCATCA
AGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAGATAAGTAATTAATACAGG
TACATTATAAACAAAAATGACTAAGAGTAAAATTAAAACTGCAGAAGCGGCAAGAATGT
GGTTTTATTTAGAATGATTCGAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCACCAGGATCA
ATCCATAAGCATGCAGAAAGTGGATGTTAAGGCTAAGTAAAAAAAGCAATGACAAATGT
CCCATATGCTGGTGATGGCAAAATATGTCAAACCAAGAAATCTACCATAAAAAGCA

Citrus maxima (Sadok pink) Forward Primer DNA Sekansi

AAACAAAGGGATTCGCCGTAATACGCTCAGGTAATCAATTTTCTTGCAGTTGTTTTTGGA
TGTTATGGATATGTGGACGACCTTTTTGTTCTTAATGACCACTTTGATGGCTGTGATATAT
TGTTACTTAACTATTAAACAAGTATTAACTGACATCGTTAGGGTTCTGTTAAGTTGAAAT
GGGCTTCAGATTTTTTATTCTTTTTATTTCTGGATGTGTACAAACAAACACTATATTGAAT
TGAATTCTCATGCAACAAAATAAAGAAGAAAAGTTTGCAGAGTTATTCGGAAGAGGTTT
ACTGACTTCTGCAGCTGTGCAGTTTCCTACCAGTGCATGCAATTTCATTGGCCTAAACTAT
TGTGTCCTTCATGACCTTAGCTGCTACATGTAACTTCCGCTAGCATTATTGTTGCTACCAG
GCCATTTTCAACTAATACACTGTCTACCAATGACATGTCTTTAATGTAGATCATCATCACT
TCCTTTCTATTCAAACCTTCGTTGGTAGTGCCATCATTACTTTTACTACCTAGAGCAGAAC
AGAAAGTAGGAGATCCATTTGCTTTTTATGGTAGATTTCTTGGTTTGACATATTTTGCCAT
CACCAGCATATGGGACATTTGTCATTGCTTTCTTTACTTAGCCTTAACATCCACCTTCTGC
ATGCTTATGGATTGATCCTGGTGGCAACTTTTGTGGTATTGCCTATTACTTCGAATCATTC
TAAATAAAACCACATTCTTGCCGCTTCTGCAGTTTTAATTTTACTCTTAGTCATTTTTGTITT
ATAATGTACCTGTATTAATTACTTATCTACTTGGAACTGTTGGAGTATTTGCATCCATGTT
ACTCCTTGATGCTTCTTAATTTGGCCTTTCATGGAGGATTGAAATAGTAACTTTTATTCTA
TTACCCATCTACTTTTTACAAATCCGAGGCAGAAATTAA

Citrus maxima (Sadok pink) Reverse Primer DNA Sekansi

AGACAAATGATGGATGAAGACATAAAGAACTAGTTGCTCCAACTGCCATTAAAGCTCAC
CGAGGATGTCTACCTTTCATTCACAACCTTCAGACAAGTGCGTAATGCTTGGCCAGCCAG
AGAAAAGAATCATCTACGTTCATTCTTCATGTACTATTAGTTTGTAAGAATCCCTAGCTTC
CACCCTGCTTAGACGCTCCACTACTGCTGGTTGTCATAAAGGATTCACCACAACCACACT
GCCCTTTAGAGTTTGGATTAATGAATACAAACTCAGACCTGCACGCCAAAAAGGTAATTT
AAATTAAACAAAAGCAAACTGGGCAATCAAGCCCCTTGGCAGTTGTTACAGTAAATACA
TGCCATCAACAAGATTTAGCACAATAAAAAGATTAATAAGGATCACCACCAGCCATACA
GATATGTCGCCCATAGGCAACAATGTTATTAAGAGGTCCGAAGGAAGGAGACTTGATAT
GTAAGGACTGTTGACTCTTTCTAACCCAGATTGCGCTGTCACCTCATATACTGAGAAAGC
AACTTAAGCTCAACTCAAGCTATTTCTAATTTCTGCCTCGGATTTGTAAAAAGTAGATGG
GTAATAGAATAAAAGTTACTATTTCAATCCTCCATGAAAGGCCAAATTAAGAAGCATCA
AGGAGTAACATGGATGCAAATACTCCAACAGTTCCAAGTAGATAAGTAATTAATACAGG
TACATTATAAACAAAAATGACTAAAAGTAAAATTAAAACTGCAGAAGCGGCAAGAATGT
GGTTTTATTTAGAATGATTCGAAGTAATAGGCAATACCACAAAAGTTGCCACCAGGATCA
ATCCATAAGCATGCAGAAGGTGGATGTTAAGGGTAAGTAAAAAAGCAATGACAAATGTC
CCATATGCTGGTGATGGCAAAATATGTCAAACCAAAAAATCTACCATAAAAAGCAAAGG
GTC

IRT15 Primeri DNA Sekans Sonugclari
Poncirus Pomer oy Forward Primer DNA Sekansi
GGGCCGGAACGGGCTATGCACACTGATAGAACCTTTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGCAG

CTGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTTAC
CTCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCATG

85



TTGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGAAA
TGCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAGAAAGAGCCGTAAAANC

Corsica Agag Kavunu Forward Primer DNA Sekansi

CGGAGCGGACCGAGATATGCCTACTGATAGAAACCTTTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGC
AGCTGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTT
ACCTCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCA
TGTTGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGA

AATGCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAGAGAGAGCCGTAAAA
NC

Citrus micrantha (Microcitr us) Forward Primer DNA Sekansi

CCGGGCGGGACGAGCTCTGCACATGATAGAACCTTTTCGTTGTCGTCAAGGCTTTCGCAG
CTGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTTAC
CTCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCATG
TTGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGAAA
TGCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAGAGAGAGCCGTAATCTG

Citrusreticulata (K lemantin) Forward Primer DNA Sekansi

GCAACGGGATCCGGCTCTGCCCCTAGAAGAACCTTTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGCAG

CTGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTTAC
CTCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCATG
TTGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGAAA

TGCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAGAAAGAGCCGTAAAA

Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Forward Primer DNA Sekansi

CAGGGGCATCGAGCTCTGCTACTAGAAGAACCTTTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGCAGC

TGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTCACC
TCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCATGT
TGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGAAAT

GCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAGAGAGAGCCGTAAAA

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Forward Primer DNA Sekansi

GGCGCCGGGATCGGGGTCAGATACTGATAGAAACTTCTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGA
AGCTGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTC
ACCTCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCA
TGTTGTCTGCCATCGCACCCCTAATGGTGGACTCATTGCCCACCAGTATTTATAGCAAGA
AATGCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAAAAA

Citrus maxima (Sadok chandler) 1x Forward Primer DNA Sekansi
GGCCGGGGACCGGCTCTGAATATGATAGAACCTTTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGCAGC
TGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTTACC
TCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCATGT
TGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGAAAT
GCAATTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAGACCAAGAAAGAGCCGTAAAA

Citrus maxima (Sadok pink) Forward Primer DNA Sekansi

86



CCACCCGAAAACACGCATACAAGCAAGATAGAAACTTTTCGTTGTCGTTAAGGCTTTCGA
AGCTGGAATTATTCTAGCCACTGGATTCATGCACGTGTTGCCTGATTCATTTGACATGCTT
ACCTCTAGTTGCTTGAAAGATAATCCTTGGCACAAGTTCCCGTTTTCGGGATTTGTTGCCA
TGTTGTCTGCCATCGCAACCCTAATGGTGGACTCATTGGCCACCAGTATTTATAGCAAGA
AATGCATTTCTGGGGTTATTCCTGAAGCCGGCGAGCGAAACCAAAAAAGAGCAAAATNT
T

IRT1 3 Primeri DNA Sekans Sonugclari
Poncirus Pomer oy Forward Primer DNA Sekansi

AAAAGGTATTGTGGATAGTACTAACTTCGTTATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTTCAA
TTTGCACTTCGACTTATCGTTCAGACTTGGTTAATGATTTTTCTTAATTTAAGACTTTATTA
TTTACTAATGCTTCTACCGTACCGTACTTCATGATGATAGTTTAATTTAATTAAGGGTCAA
GTACCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGTGCCTTATGACTG
ATTATGCACATATATAATTAATTACTTTGTCTAATTAAAATAATGATGACATCTTGTTTAT
TTATTTATTTTGTTTTTTTAAAATGTTAAAATGCTTGAATGGAAACTTGGAATTGTGGATC
TTTCGTTTGTTATATTACTCTAAGTTGCACCCACAAACCATACTTGCACCCTTAAACGTCT
CATTGCTGCCCTTTGCCCCCTTCCTACGTTCAAAGGAATGAACCAAGGGGCTTACATTCTT
CCGTTCTTACACCATATCCCTTAATTATGTAACAAGAGATCAAAAAATAAAAAATGATTT
AGGGGTTCCGAAGATATTATTTTATATTTATTTGTTGTTTAGGAGATGGGTGTGTATATGA
GGATATTTACTTGATTCCTACAAGCATAAAAGAATGAAAGAAAAATGAACAATGCAACC
TGACCAACTAAGACTTTTCTCATAATCCATTATCACATCACTTGATCAGGCGTTGAGACA
AAGTAACTTACTCCTCTCATCTGCAATGATATGATCAAACGCATTATCTTTCCCAAATATC
ACTTTCTCACACCCAATTACAAAATTCCCTCAGTTTTCTTATAATTTTTTAACTTAAGAAT
TGAAAAAAATTAAATTCTAAAAAAAAATTTTGTTTCTTTTTAAAATTTCAAATTGCCGGC
GGAAAACAAATTTAAAAAAAAGCCT

Poncirus Pomer oy Reverse Primer DNA Sekansi

GGGGGGGTTGGCATGGAGAGATGAAGTTACAAGCTTCTTCATCAACTTGTACTCCGCCTG
CAATTTGATAATTTCAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTAATATTTATCAATTCAT
AAGCTACAAAATTAATATGAAACTGAGTGTTTATTGTAATTAGAACGTATAAAGTCTTAA
ATGGAAAATTAATGGACATAGCTCCTCTCATCCCACATGTAATTTTTATTTTAGTTTGTCC
CCCTGCCTCAACAAGTGATTGGATAATGATAAAAGACAAAACTCTTCGCTGCTCACTGAT
CATTGTTCATTTTTCCTTCATTCCTTGCTAGATGCATGATTCAATCATTTATCACACCCCCC
TCTCCCAAACACCAAACACCAAAAAAATAAAATTTAATATTTTCGGAACACCTTCAACAT
TTTTTAATCTCTGATCCCTTGAACCATTATTAAGGAGTTTGGCGTAAAAACTGAAAACTCC
AACCCCCTTTCCCCCTTCCTTCTAACGTTTGATGGAGGCAAAGGGCAGCCCTTAAACCTT
GAATGTTGCGTTTGTGGTTCGTGCCTCCAACCCAAACTCCTTTCACAGATCAACAATCCCC
AGTTCCAATACCCGCTGCCTGCCGTTTTCCTTTTCCATAAACCATAATAAATAAATAAACC
AGATGGCCTCCTTTTTTTAATTAAAAAAAATAATTAATTATTTTTTTGCATAATCAGTCAA
TAGGCAGGGAACGGGGCAAAGTTTTTTTCCCCCACAAAGTTGAACCTTGGAACTTGACCC
CTATTTAAATTAAACTTTCACCCTGAAAACCACGGACCGAGAAACCATAAAAAAATATA
AACTCTTAATTAAAAAAAACCATAACCAATTCCAAACGATAACCCAATTGGAAATTGAA
GGATTACCTGGGCAATACACCATACCAAAGCATTTCTGGCTAGAT

Corsica Agacg Kavunu Forward Primer DNA Sekansi
GGAAAGGTAATTGGGAATAGCACTGACTTCGTTATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTT
CAATTTGCACTTCGACTTATCGTACGTTCAGACTTGGTTAATGATTTTTCTTAATTTAAGA
CTTTATTATTTACTAATGCTTCTGCCGTACCGTACCTCATGATGATAGTTTAATTTAATTA
AGGGTCAAGTACCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGTACCT
TATGACTGACTATGCATATATAATTAATTACTTTGACTAATTAAAATAATGATGACATCTT
GTTTATTTATTTATTTATTTTGGTTTATTAAAATGGTTTAACTGCAGGTATTGGAACTTGG
AATTGTTGTTCATTCAATTGTGATAGGACTCTCAGTTGGAGCCACAAACAATACTTGCAC
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CATTAAAGGTCTCATTGCTGCCCTTTGCTTCCATCAAATGTTTGAAGGAATGGGCCTAGG
TGGTTGCATTCTTCAGGTATTACACCAAATTCATTAATAATGGTATAAGAGATCATAAAC
TAAAGAATGTTTTTGGTGTTCCTAAAATATTTTTTATTTATTTATTTGGTGTTTATTATATG
GGTGTGTATATTATGATAATTACTTCAATCATACATGTAGTAATGAATGAATGAAAACTT
AACAGTGGTAACTGAGCAGCTAAGAGTTTTCTCATAAACTATTATCATATCACTTGTTGA
GGCAGTGTGACAAACTAAATTAATCCTCACATGTGGGATGATATGATTAATCTCATTCAA
TTTCCCATATAAGACTTTCTCTGACCAAATTACATTAATCACTCAGTTTAATATTAATTTT
ATAGCTTATGAATTGATAAAATTCTAACAAAAGTTTGTTATCATTTAAAATTATCAAATTT
GCAGGCGAGTACAAGTTGATGAAGAGGCTTGTAATGGTGTTCTTCTTCTCTG

Corsica Agacg Kavunu Reverse Primer DNA Sekansi

GGGGGGTGAGCAGGAGAAGACACCATTACACGCCTCTCTATCAACTTGTACTCCGCCTGC
AATTTGATAATTTTAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCTATA
AAATTAATATTAAACTGAGTGATTAATGTAATTTGGTCAGAGAAAGTCTTATATGGGAAA
TTGAATGAGATTAATCCTATCCTCCCCCATGTGAGGATTAATTTAGTTTGTCCCACTGCCT
CAACAAGTGATATGATAATAGTTTATGAGAAAACTCTTAGCTGCTCAGTTACCACTGTTA
AGTTTTCATTCATTCATTACTACATGTATGATTCAAGTAATTATCATAATATACCCACCCA
TATAATAAACACCAAATAAATAAATAAAAAATATTTTAGGAACACCAAAAACATTCTTT
AGTTTATGATCTCTTATACCATTATTAATGAATTTGGTGTAATACCTGAAGAATGCAACC
ACCTAGGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGGAAGCAAAGGGCAGCAATGAGACCTTTAAT
GGTGCAAGTATTGTTTGTGGCTCCAACTGAGAGTCCTATCACAATTGAATGAACAACAAT
TCCAAGTTCCAATACCTGCAGTTAAACCATTTTAATAAACCAAAATAAATAAATAAATAA
ACAAGATGTCATCATTATTTTAATTAGTCAAAGTAATTAATTATATATGCATAGTCAGTC
ATAAGGTACGTAACGTGCCAAAGTTTTTTTCTCCAACAAAGTTGATCATTGGTACTTGAC
CCTTAATTAAATTAAACTATCATCATGAGGTACGGTACGGCAGAAGCATTAGTAAATAAT
AAAGTCTTAAATTAAGAAAAATCATTAACCAAGTCTGAACGTACGATAAGTCGAAGTGC
AAATTGAAGGACTAACCCTGGCGATAACACGATAACAAACCGTTGCTGG

Citrus micrantha (Microcitr us) Forward Primer DNA Sekansi

GAAAGGTATTGTAGACTAGCACTGACTTCGTTATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTTCA
ATTTGCACTTCGACTTATCGTACGTTCAGACTTGGTTAATGATTTTTCTTAATTTAAGACT
TTATTATTTACTAATGCTTCTGCCGTACCGTACCTCATGATGATAGTTTAATTTAATTAAG
GGTCAAGTACCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGTACCTTA
TGACTGACTATGCATATATAATTAATTACTTTGACTAATTAAAATAATGATGACATCTTAT
TTATTTATTTATTTTGGTTTATTAAAATGGTTTAACTGCAGGTATTGGAACTTGGAATTGT
TGTTCATTCAATTGTGATAGGACTCTCAGTTGGAGCCACAAACAATACTTGCACCATTAA
AGGTCTCATTGCTGCCCTTTGCTTTCATCAAATGTTTGAAGGAATGGGCCTAGGTGGTTGC
ATTCTTCAGGTATTACACCAAATTCATTAATAATGGTACAAGAGATCATAAACTAAAGAA
CGTTTTTGGTGTTCCTAAAATATTATTTTTTATTTATTTGGTGTTTAGTATATGGGTGTGTA
TATTATGATAATTACTTGAATCATACATGTAGTAATGAATGAATGAAAAATGAACAGTGC
TAACTGAGCAGCTAAGAGTTCTCTCATAAACCATTATCATATCACTTGTTGAGGCAGTGT
GACAAACTAAATTAATCCTCACATGTGGGATGATATGATCAATCTCATTCAATTTCCCAT
ATAAGACTTTCTCTGATCAAATTACATTAATCACTCAGTTTAATATTAATTTTATAGCTTA
TGAATTGATAAATTCTAAACAAAAGTTTGTTATCATTTAAAATTATCAAATTGCAGGCGG
AGTACAAGTTGATGAAGAGGCTTGTAATGGTGTTCTTCTTCTCTGTAACAACTCATAGT

Citrus micrantha (Microcitr us) Reverse Primer DNA Sekansi

GGGGGATGTAGCATGAGGAGACACCATTACAAGCCTCTTCATCAACTTGTACTCCGCCTG
CAATTTGATAATTTTAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCTAT
AAAATTAATATTAAACTGAGTGATTAATGTAATTTGATCAGAGAAAGTCTTATATGGGAA
ATTGAATGAGATTGATCATATCATCCCACATGTGAGGATTAATTTAGTTTGTCACACTGC
CTCAACAAGTGATATGATAATGGTTTATGAGAGAACTCTTAGCTGCTCAGTTAGCACTGT
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TCATTTTTCATTCATTCATTACTACATGTATGATTCAAGTAATTATCATAATATACACACC
CATATACTAAACACCAAATAAATAAAAAATAATATTTTAGGAACACCAAAAACGTTCTTT
AGTTTATGATCTCTTGTACCATTATTAATGAATTTGGTGTAATACCTGAAGAATGCAACC
ACCTAGGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGAAAGCAAAGGGCAGCAATGAGACCTTTAAT
GGTGCAAGTATTGTTTGTGGCTCCAACTGAGAGTCCTATCACAATTGAATGAACAACAAT
TCCAAGTTCCAATACCTGCAGTTAAACCATTTTAATAAACCAAAATAAATAAATAAATAA
GATGTCATCATTATTTTAATTAGTCAAAGTAATTAATTATATATGCATAGTCAGTCATAAG
GTACGTAACGTGCCAAAGTTTTTTTCTCCAACAAAGTTGATCATTGGTACTTGACCCTTAA
TTAAATTAAACTATCATCATGAGGTACGGTACGGCAGAAGCATTAGTAAATAATAAAGT
CTTAAATTAAGAAAAATCATTAACCAAGTCTGAACGTACGATAAGTCGAAATGCAAATT
GAAGGACTAACCATGGCGATAACACGATAACGAAGCAGTTGCTGGCTAGA

Citrusreticulata (K lemantin) Forward Primer DNA Sekansi

GAAAGGACATGTAGCTAGCAGCTGCTTCGTTATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTTCA
ATTTGCACTTCGACTTATCGTTCAGACTTGGTTAATGATTTTTCTTAATTTAAGACTTTATT
ATTTACTAATGCTTCTGCCGTACCGTACCTCATGATGATAGTTTAATTTAATTAAGGGTCA
AGTACCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGTACCTTATGACT
GACTATGCGTATATAATTAATTACTTTGACTAATTAAAATAATGATGACATCTTGTTTATT
TATTTATTTATTTTGGTTTATTAAAATGGTTAACTGCAGGTATTGGAACTTGGAATTGTTG
TTCATTCAATTGTGATAGGACTCTCAGTTGGAGCCACAAACAATACTTGCACCATTAAAG
GTCTCATTGCTGCCCTTTGCTTCCATCAAATGTTTGAAGGAATGGGCCTAGGTGGTTGCAT
TCTTCAGGTATTACACCAAATTCATTAATAATGGTACAAGAGATCATAAACTAAAGAATG
TTTTTGGTGTTCCTAAAATATTATTTTTTATTTATTTGGTGTTTAGTATATGGGTGTGTATA
TTATGATAATTACTTGAATCATACATGTAGTAATGAATGAATGAAAAATGAACAGTGCTA
ACTGAGCAGCTAAGAGTTTTCTCATAAACCATTATCATATCACTTGTTGAGGCAGTGTGA
CAAACTAAATTAATCCTCACATGTGGGATGATATGATCAATCTCATTCAATTTCCCATAT
AAGACTTTCTCTGACCAAATTACATTAATCACTCAGTTTAATATTAATTTTATAGCTTATG
AATTGATAAATTCTAACAAAAGTTTGTTATCATTTGAAATTATTAAATAGCTTGCGGAGT
ACAAGTAGATGAATAGGCTTGCATGGGTGTTCTTCTTCTCTGTA

Citrusreticulata (K lemantin) Reverse Primer DNA Sekans

GGGGATTTGCCAGAGGAGACACCATTACAAGCCTCTTCATCAACTTGTACTCCGCCTGCA
ATTTAATAATTTCAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCTATAA
AATTAATATTAAACTGAGTGATTAATGTAATTTGGTCAGAGAAAGTCTTATATGGGAAAT
TGAATGAAATTGATCATATCATCCCACATGTGAGGATTAATTTATTTTGTCACACTGCCTC
ACCAAGTGATATGATAATGGTTTATGAAAAAACTCTTACCTGCTCACTTAGCACTGTTCA
TTTTTCATTCATTCATTACTACATGTATGATTCAAGTAATTATCATAATATACACACCCAT
ATACTAAACACCAAATAAATAAAAAATAATATTTTAGGAACACCAAAAACATTCTTTAGT
TTATGATCTCTTGTACCATTATTAATGAATTTGGTGTAATACCTGAAGAATGCAACCACCT
ACGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGGAAGCAAAGGGCAGCAATGAGACCTTTAATGGTG
CAAGTATTGTTTGTGGCTCCAACTGACAGTCCTATCACAATTGAATGAACAACAATTCCA
AGTTCCAATACCTGCAGTTAACCATTTTAATAAACCAAAATAAATAAATAAATAAACAA
GATGTCATCATTATTTTAATTAGTCAAAGTAATTAATTATATACGCATAGTCAGTCATAA
GGTACGTAACGTGCCAAAGTTTTTTTCTCCAACAAAGTTGATCATTGGTACTTGACCCTTA
ATTAAATTAAACTATCATCATGAGGTACGGTACGGCCGACGCATTAGTAAATAATAAAGT
CTTACATTAAGAAAAATCATTAACCAAGTCTGACCGATAAGTCTAACTGCAAATTGAAGG
ACTAACCATGCCGATAACACAATAACGAAGCAGTTGCTGGTAAGA

Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Forward Primer DNA Sekansi
AAAAGGTATTGTAGATAGCACATANTTCGTTATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTTCA

ATTTGCACTTCGACTTATCGTACGTTCAGACTTGGTTAATGATTTTTCTTAATTTAAGACT
TTATTATTTACTAATGCTTCTGCCGTACCGTACCTCGTGATGAAAGTTTAATTTAATTAAG
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GGTCAAGTACCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGTACCTTA
TGACTGACTATGCATATATAATTAATTACTTTGACTAATTAAAATAATGATGACATCTTGT
TTATTTATTTATTTATTTTGGTTTATTAAAATGGTTAACCGGCGGGATTGGAACTTGGAAT
TGGTTTTCCTTCCATTTGGAAAAGAATCCTCATTGGAACCCCCAAAAAAACTTGGCCCCT
TAAAGGGCCCCTTGGCGCCCTTTGCTTCCCTCCAAAGGTTGAAAGAATGGGCCCAAGGGG
TTGCCTTCCTCCAGGATTACCCCCAATTTCTTAAAAAAGGGACCAAAAAACAAAAACTAA
AAAAAGGTTTTGGGGGTCCCAAAAAAATAATTTTTAATTAATTGGGGGTTAATAAAAGG
GTGGGGAATTTAAGAAAATTACCTTAATCCAAACTGGAATAAAGAAAGAAAGAAAAAA
GAACCAGGGTAAATGAACCACCAAAAATTTTCCCATAAACCCTTAATCTAACCCTTGGTG
AAGGCGTGGGACCAAATAAATTAATCCTCACCTGGTGGAAGAATAGATCCATCCTCATCC
ATTTCCCCTAATAAACTTTCCTCGGACCAAATACCTTAATCCATTCAGTTAATAATAATTT
TAAAGCTTATGAATTTGATAATTCCAAACCAAAGTTTGGTATTCATTGAAAATATCAAAT
TGCAGGCGAATACAAGTGATGAAGAAGCTTGAATGGTGTTCCTCTCCTCGTAACACTCCA
TTGAGAACCCCTTGAGAAATAAAAAA

Citrusreshi (Mandarin kleopatr a) Reverse Primer DNA Sekans

GGGGGGTTAGGCAGGGGAAGAGACATTACACGCCTCTTCATCAACTTGTACTCCGCCTGC
AATTTGATAATTTCAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCTATA
AAATTAATATTAAACTGAGTGATTAATGTAATTTGGTCAGAGAAAGTCTTATATGGGAAA
TTGAATGAGATTGATCATATCATCCCACATGTGAGGATTAATTTAGTTTGTCACACTGCCT
CAACAAGTGATATGATAATGGTTTATGAGAAAACTCTTAGCTGCTCAGTTAGCACTGTTC
ATTTTTCATTCATTCATTACTACATGTATGATTCAAGTAATTATCATAATATACACACCCA
TATACTAAACACCAAATAAATAAAAAATAATATTTTAGGAACACCAAAAACATTCTTTAG
TTTATGATCTCTTGTACCATTATTAATGAATTTGGTGTAATACCTGAAGAATGCAACCACC
TAGGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGGAAGCAAAGGGCAGCAATGAGACCTTTAATGGT
GCAAGTATTGTTTGTGGCTCCAACTGAGAGTCCTATCACAATTGAATGAACAACAATTCC
AAGTTCCAATACCTGCAGTTAACCCTTTTTATAAACCCAAAAAAATAAATAAATAAACCA
AAAGGCCTCCTTTTTTTAATTTATCAAAATAATTTATTTATTTTTCCTTATCCGTCCTAAGG
GACCTAACCGGCCAAAATTTTTTTCTCCCACCAAATTCGACCTTGGCACCTGACCCTTAAT
TAAATTAAAATTTCCTCCACAGGGACCGGACCGCCAAAGCCTTAATAAAATATAAAGTCT
TAAATTAAAAAAAATCCATAACCAAGTCCGAACCTTCCAAAAGTCAAAATGGAAATTGA
AGGAATAACCCTGGCCATAAACCCAAAACCAACCAATTG

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Forward Primer DNA Sekansi

GGGAGGGGTATTGGGGATAGAACATACTTCGTCATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTT
CAATTTGCACTTCGACTTATCGTTCAAACTTGGTTAATGAATAGTACTACACATCTCAAAT
TTTTTATCCCAAAAAATTATCCCAAATGATGTGTCATTAATTGGGTAGTTGATAATTTTTT
ACAAGATCCAAGTAAATTAATTGTATTATCTCACCAACCACTCAATTAATGACACATCAT
TTAGAATAATTTTTTAAGATAAAAAATTTGTGATGTGCAGCATTACTCTTTTTCTTAATTT
AAGACTTTATTATTTACTAATGCTTCTGCCGTACCGTACCTCATGATGAAAGTTTAATTTA
ATTAAGGGTCAAGTAGCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGT
ACCTTATGACTGACTATGCATATATAATTAATTACTTTGACTAATTAAAATAATGATGAC
ATCTTGTTTATTTATTTATTTATTTTGGTTTATTAAAATGGTTAACTGCAGGTATTGGAACT
TGGAATTGTTGTTCATTCAATTGTGATAGGACTCTCAGTTGGAGCCACAAACAATACCTG
CACCATTAAAGGTCTCATTGCTGCCCTTTGCTTCCATCAAATGTTTGAAGGAATGGGCCT
AGGTGGTTGCATTCTTCAGGTATTACACCAAATTCATTAATAATGGTACAGGAGATCATA
AACTAAAGAATGTTTTTGGTGTTCCTAAAATATTATTTTTTATTTATTTGGTGTTTAGTATA
TGGGGGTGTATATTATGATAATTACTTGAATCATACATGTAGAAATGAATGAATGAAAAA
TGAACAGTGCTACCTGAACAGCTAAAAATTTTCTCATAAACCTTTATAATATCCCTTGTTG
AAGGAGGGTGAAAAAACTAAATAAATCCTCCCATGTGGGAAGA

Citrusreticulata (K lemantin) 1x Reverse Primer DNA Sekansi
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GAGAAAGTATGGCCAGAGGATACGCAGTTACAGGCCTCTTCATCAACTTGTACTCCGCCT
GCAATTTGATAATTTCAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCTA
TAAAATTAATATTAAACTGAGTGATTAATGTAATTTGGTCAGAGAAAGTCTTATATGGGA
AATTGAATTAATGAGATTGATCATATCATCCCACATGTGAGGATTAATTTAGTTTGTCAC
ACTGCCTCAACAAGTGATATGATAATGGTTTATGAGAAAACTCTTAGCTGCTCAGTTAGC
ACTGTTCATTTTTCATTCATTCATTACTACATGTATGATTCAAGTAATTATCATAATATAC
ACACCCATATACTAAACACCAAATAAATAAAAAATAATATTTTAGGAACACCAAAAACA
TTCTTTAGTTTATGATCTCCTGTACCATTATTAATGAATTTGGTGTAATACCTGAAGAATG
CAACCACCTAGGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGGAAGCAAAGGGCAGCAATGAGACC
TTTAATGGTGCAGGTATTGTTTGTGGCTCCAACTGAGAGTCCTATCACAATTGAATGAAC
AACAATTCCAAGTTCCAATACCTGCAGTTAACCATTTTAATAAACCAAAATAAATAAATA
AATAAACAAGATGTCATCATTATTTTAATTAGTCAAAGTAATTAATTATATATGCATAGT
CAGTCATAAGGTACGTAACGTGCCAAAGTTTTTTTCTCCAACAAAGTTGATCATTGCTAC
TTGACCCTTAATTAAATTAAACTTTCATCATGAGGTACGGTACGGCAGAAGCATTAGTAA
ATAATAAAGTCTTAAATTAAAAAAAAGAGTAATGCTGCACATCCCAATTTTTTATCTTAA
AAAATTATTCTAAATGATGTGTCATTAATTGAGGGGTTGGTGAAATAATAA

Citrus maxima (Sadok chandler) 1x Forward Primer DNA Sekansi

GAGAAGTATTGTGACTACAACTGACTTCGTTATCGTGTTATCGCCATGGTTAGTCCTTCAA
TTTGCACTTCGACTTATCGTTCAGACTTGGTTAATGATTTTTCTTAATTTAAGACTTTATTA
TTTACTAATGCTTCTGCCGTACCGTACCTCATGATGATAGTTTAATTTAATTAAGGGTCAA
GTACCAATGATCAACTTTGTTGGAGAAAAAAACTTTGGCACGTTACGTACCTTATGACTG
ACTATGCATATATAATTAATTACTTTGACTAATTAAAATAATGATGACATCTTGTTTATTT
ATTTATTTATTTTGGTTTATTAAAATGGTTTAACTGCAGGTATTGGAACTTGGAATTGTTG
TTCATTCAATTGTGATAGGACTCTCAGTTGGAGCCACAAACAATACTTGCACCATTAAAG
GTCTCATTGCTGCCCTTTGCTTCCATCAAATGTTTGAAGGAATGGGCCTAGGTGGTTGCAT
TCTTCAGGTATTACACCAAATTCATTAATAATGGTACAAGAGATCATAAAATAACGAATG
TTTTTGGTGTTCCTAAAATATTATTTTTTATTTCTTTGGTGTTTAGTATATGGGTGTGTATA
TTATGATAATTACTTGAATCATACATGTAGTAATGAATGAATGAAAAATGAACAGTGCTA
ACTGAGCAGCTAAGAGTTTTCTCATAAACCATTATCATATCACTTGTTGAGGCAGTGTGA
CAAACTAAATTAATCCTCACATGTGGGATGATATGATCAATCTCATTCAATTTCCCATAT
AAGACTTTCTCTGACCAAATTACATTAATCACGCAGTTTAATATTAATTTTATAGCTTATG
AATTGATAAATTCTAAACAAAAGTTTGTTATCATTTAAAATTATCAAATTGCAGGCGGAG
TACAAGTTGATGAAGAGGCTTGTAATGGTGTTCTTCTTCTCTGTAACA

Citrus maxima (Sadok chandler) 1x Reverse Primer DNA Sekansi

GGAGTGAGGATGAAGAAGAACCATTACAAGCCTCTTCATCAACTTGTACTCCGCCTGCAA
TTTGATAATTTTAAATGATAACAAACTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCTATAAA
ATTAATATTAAACTGCGTGATTAATGTAATTTGGTCAGAGAAAGTCTTATATGGGAAATT
GAATGAGATTGATCATATCATCCCACATGTGAGGATTAATTTAGTTTGTCACACTGCCTC
AACAAGTGATATGATAATGGTTTATGAGAAAACTCTTAGCTGCTCAGTTAGCACTGTTCA
TTTTTCATTCATTCATTACTACATGTATGATTCAAGTAATTATCATAATATACACACCCAT
ATACTAAACACCAAAGAAATAAAAAATAATATTTTAGGAACACCAAAAACATTCGTTAT
TTTATGATCTCTTGTACCATTATTAATGAATTTGGTGTAATACCTGAAGAATGCAACCACC
TAGGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGGAAGCAAAGGGCAGCAATGAGACCTTTAATGGT
GCAAGTATTGTTTGTGGCTCCAACTGAGAGTCCTATCACAATTGAATGAACAACAATTCC
AAGTTCCAATACCTGCAGTTAAACCATTTTAATAAACCAAAATAAATAAATAAATAAAC
AAGATGTCATCATTATTTTAATTAGTCAAAGTAATTAATTATATATGCATAGTCAGTCATA
AGGTACGTAACGTGCCAAAGTTTTTTTCTCCAACAAAGTTGATCATTGGTACTTGACCCTT
AATTAAATTAAACTATCATCATGAGGTACGGTACGGCAGAAGCATTAGTAAATAATAAA
GTCTTAAATTAAGAAAAATCATTAACCAAGTCTGAACGATAAGTCGAAGTGCAAATTGA
AGGACTAACCATGGCGATAACACGATAACCAAGCAGTTGCTGGTTAA
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Citrus maxima (Sadok pink) Forward Primer DNA Sekansi

GAGGAGGATCTTGGAGATAGTAAATATATCGATTACGTGTTGTCGCCCTGGTTGGTCCTT
CGTTTTAGCCTCCGACTTATCGCACCGACAGGGTTGGTGAATGCTCTTACTTAAACAATT
ACTTATTTATTAATAAGTGCGCCGGCCGGCCCCTCATGCAGATAGATTTTTTAATTTAATG
GAAGGGCACCTACGAATGATCTTCTTGCTTGAAAAAAAATAGCTCCGCAACGTTCCATAT
GAAAGGCGAGCATAGGGGAAAAACATTATTTACCTCGAAAAAAAAAGAAAGAGAGCAC
GGCTGGTTAATTAATTTTTTTATTTTGATAAAAAAAATAGACTTCCGAAAGGGAAAGAAG
ATGGGATGGGTATTCCAGTGGAATGGGAATCGACAGGTGGGGGACCCCAAAAAAAAGG
ATACGTAAAGGATCGCTGAGCGGGCCTCCCGCTTCCTCAACACGATGAAGAAAGGGCCG
GGGGAGGTGGTGTGCTTTCCGGACTACCCGCCATCATTTCTTGATGGACGAGAAGAACCA
ACAAAAACAAGAGGGTGGGGGGGGGGACAAACAAAAATATTATTTAATTCCTTGGAGAC
ATCCAGGGGGGGCGGGTACAAGATGAAAGACACTGCGATCCATGAGTGAATGAAGGAA
GAAAAAAAAAAAAAAAACGCCCTAGACCCACCAAAAATACCCTATAAAAAAACACAAA
TACATTCACAGGGGGGGGGGGGGGGGAGAAAAAAAATCACACCCCGGGGGGEGEGGGEE
AAGAAACCATCCCCATTCCCCCACCCAAAAAATACTTTCCCCAGAAAAAATAAATCCACC
CCACTAAAATTAAAATTTTTTTATATCAAAAGAAAAGACAAAAAAAAAAAAAATTTTCTT
ATTTTTTTAATTTTTTTCATGGCGGGGGAAAAATAAATTAAAAAAACAAGGATGGAGGGG
TTTTT

Citrus maxima (Sadok pink) Reverse Primer DNA Sekansi

AGGGGGGTTAGGCATGGGGAGATGAGGTATGTAGCCCTCTTCATCAATTTGTACTCCGCC
TGCACTTTAATAATTCCAAATGATAACAACCTTTTGTTTAGAATTTATCAATTCATAAGCT
ATAAAATTAATATTAAACTGAGTGATTAATGCACTTTGGTCAGAAAAAGTCTTATATGGG
AAATTGAATGAAATTGATCATATCATCCCACATGTGCGGATTAATTTACTTTGTCCCACTG
CCTCAACAAGTGATATGATAATGGTTTATGAGAAAACTCTTAGCTGCTCAGTTACGCACT
GTTCATTTTTCATTCATTCCTTACTACATGTAGGATCCCCGTAATTATCATAATATACACA
CCCATATACTAAACACCAAATAAATAAAAAATAATATTTTAGGAACACCAAACCCACTCT
TTAGTTTATGATCTCCTGTACCATAATTAATGAATTTGGTGTACTACCGGAAGAATGCAC
CCACCTAAGCCCATTCCTTCAAACATTTGATGGAAGAAAAGGGACCCAAAGAGACCTTT
AATGATGCAAGCATTGTTTGGGGCTCCAACTTATAGCCCTACCACAATTGAATGAACAAC
AATTCCAAGTTCCCATACCTGCAGATAACCATTTTTATAAACCCAACAAAATAAAAAAAT
AAACAACATGGCGCCACTTTTTTAATTTGCCCAAATAATTTATTTACATCTCTATATCACC
TACAACGGACCAAAACTGGCTAAATTTTTTTTCTCCATAAAAGGTGACCTTTGGCCCTCG
CCCCCCCATCAACTTAAACTAGCATCAAGAGGTACGGGACCGCGAAATACTTAATAAAT
AAAAAATTTTAATTTTAAAAAAAACCATTAACCCAGCCAAAAACAAACAACAATCCGAA
AATAAACTGACTAGCTTACCGTGAGACTAACAACCAAACCAGTTCTTTGCTGAAAA
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