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RAPD MARKERLERIYLE BAZI MANDARIN CESITLERININ
TANILANMASI

Cigdem GOKSEL

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dal
Haziran 1999, 70 Sayfa

Bu ¢aligmada, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimi

koleksiyon parsellerinde bulunan Klemantin, Nova-I, Nova-II, Nova-III, Lee-1, Lee-I],

Robinson, Kinnow ve Satsuma mandarinleri ile Minneola tanjelo gesitlerinde RAPD
yontemi kullamlarak cegitlerin birbirlerine yakinlik dereceleri belirlenmistir. Caligmalar
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Pomoloji Laboratuvars,
Doku Kiiltiimi Laboratuvar:, Bitki Koruma Laboratuvarn ve Fakiltenin Tarimsal

Biyoteknoloji Labotuvarinda yiiriitilmiigtiir

i Turunggil bitki dokularinda bulunan polisakkarit, polifenol ve karbonhidratlar
" DNA ekstraksiyonuna ve DNA amplifikasyonuna engel olmaktadir. Bu nedenle 3 farkli
- ekstraksiyon yoéntemi denenmis, mandarin ekstraksiyonuna en uygun yontemin

‘Dellaporta yéntemi olduBu tespit edilmigtir.

Cesitler arasindaki genetik farkliliklarin saptanmasinda en uygun RAPD
parametreleri belirlenmis ve bu parametreler kullamlarak gesitler arasindaki genetik
farkhliklar saptanmgtir. Cesitler arasindaki genetik farkhliklarin belirlenmesinde,
: . RAPD reaksiyonlar1 igin optimum DNA konsantrasyonu S0 ng, INTP SmM, primer 10
: _f-_hmol, MgCl; 2.5 mM, PCR tamponu 2.5 pl (1x10 PCR tamponu) ve taq polimeraz

' _konsantrasyonu ise 1.25 tinite olarak belirlenmigtir.

_. Cesitler arasinda en vyiiksek polimorfizm, Satsuma mandarini ile- Minneola
:'_f?ﬁjelo gesitleri ve Kinnow mandarini ile Minneola tanjelo gesitleri arasinda
bélirlemrﬁstiri Ayrica Nova-IT ile Lee- I gesitleri ve Nova- II ile Robinson cesitleri ise
_.b_i:rbi:ine en yakin gesitler olarak saptanmgtir.

~ Aragtirma  sonunda turunggillerde, ¢esit bazinda genetik farkhiliklarin
saptanmasinda RAPD tekniginin kullamlabilecegi belirlenmistir
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ABSTRACT
IDENTIFICATION OF SOME MANDARIN VARIETIES BY RAPD MARKERS
Cigdem Giksel

M. Sc. Thesis, Horticultural Department
June 1999, 70 Pages

In this research, the similarity matrix of Klemantin, Nova-I, Nova-1I, Nova-III,
Lee-I, Lee-II, Robinson, Kinnow, Satsuma mandarins and Minneola tangelo varieties
grown in the University of Akdeniz, Faculty of Agriculture, Department of
Horticulture has been determined by RAPD markers. The studies were carried out in
Tissue Culture Laboratory, Pomology Laboratory of the Department of Horticulture,
Faculty of Agriculture, University of Akdeniz and the Laboratory of the Department of
Plant Protection and Agricultural Biotechnology Laboratory of the Faculty,

Citrus tissues are rich in polysaccharides, polyphenols and carbonhydrates, these
compounds interfere with DNA during extraction process. 3 different extraction
methods, therefore were examined At the end, Dellaporta’s method was found to be

most suitable DNA extraction method

The most suitable RAPD parameters, which is used in the determination of
genetic variation among varieties, were optimized and genetic variation among varieties
"ﬁras determined by using these parameters. In the determination of genetical variation
among varieties, the optimum DNA concentration for RAPD reaction was 50 ng, ANTP
SmM, primer 10 pmol, MgCl, 2 5 mM, PCR buffer 2 5 yl (1x10 PCR buffer) and the

concentration of Taq polymerase was 1.25unit. -

In the experiment, the highest polymorphisms were obtained between Satsuma
and Minneola tangelo, and Kinnow and Minneola tangelo. In addition to this Nova-III



and Lee-I, and Nova-II and Robinson varieties were determined as the closest relative

vatieties

In conclusion, it was determined that RAPD technique can be used in

determination of variation among citrus varieties.
KEY WORDS: Mandarin, Moleculer markers, RAPD, Genetic Variation
COMMITEE: Assoc Prof Turgut YESILOGLU

Prof Dr Mustafa PEKMEZCI
Assoc. Prof XKenan TURGUT
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ONSOZ

Ulkemiz Turunggil vetigtiriciliginin gelistiriimesi ve milli ekonomiye olan
katkisimin daha yitksek diizeye ulagtirilmasi, herseyden dnce sahip oldugumuz turunggil
gen potansivelinin belirlenmesi, korunmas: ve degerlendirilmesine yoénelik olarak

yapilacak ¢aligmalara gereken 6nemin verilmesiyle miimkiindiir,

Islah g¢aligmalarinda bitki genetik kaynaklarimn etkin bigimde korunmasi ve
kullanilmas: bityiikk onem tagir. Son yillarda bu amacla molekiiler marker yontemleri
gelistirilmigtir Molekiller yontemlerden RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) tiir ve gesitlerin birbirlerine yakiliklarim ve gegitler arasmdaki varyasyonu tespit
etmede kullanilan 6nemli bir tekniktir Bu yontem 1slah programlaninm siresini 6nemli

olgide kisaltmaktadir Ayrica bu teknik, difer molekiiler tekniklere gére ucuz, kolay ve

giivenilirdir.

Bitki 1slahi ve genetigi agisindan biiyilk 6nem tagiyan bu ¢aligmamin her
agamasinda degerli bilgileriyle beni yénlendirip yardim ve destegini esirgemeyen
Danigman Hocam Sayin Do¢. Dr. Turgut Yesiloglu’ na, arastirma ile ilgili ¢aligma
olanaklan saglayan Boliim Baskamm Sayin Prof Dr Mustafa PEKMEZCY ve, tez
¢alismamin bagindan sonuna kadar yol gosterici uyanlart ve yardimlan ile beni hep
destekleyen sayin Hocam Yrd Dog¢ Dr Naci ONUS’ a, aragtrmamn molekiiler
¢aligmalar kisminda yardimlarimi gérdiigiim Sayin Dog. Dr. Kenan TURGUT ve Yrd.
Dog. Dr. Hiseyin BASIM® a, tiim ¢aliymalanim boyunca bana destek olan Uzman
Hamide GUBBUK, Aras. Gor Giilhan ERCAN, Aras. Gor. Melih TASKIN, Aras. Gor.
Bilge KAYA’ ya, tezimin jel fotograflanimin gekimini gergeklestiren Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalindan Arag Gor Ibrahim ACIKBAS’ a, bu arastirmay!r maddi yonden
destekleyen Akdeniz Universitesi Aragtuma Fonu Baskanhgma ve galigmalarim
swrasinda biyik bir 6zveri ve sabirla her yonden bana destek olan aileme en igten

tesekldirlerimi sunanm.
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1. GIRiS

Turunggillerin bol miktarda vitamin ve yararli besin maddeleri igermeleri
yaminda, meyvelerinin gok yonli olafak kullanilabilmeleri nedeniyle diinyada tiretim
ve tiiketimleri gin gegtikge artmakta ve ticaret hacmi bakimmdan 1 sirayn
almaktadular Diinyamin toplam turunggil tretimi 1997 yilinda 84.717.000 ton
dolayinda olup, Turkiye 1 877 900 ton ile Dtinyada 9 sirada, Akdemiz ilkeleri icerisinde
7 smada yer almaktadyr. Ulkemiz, Turunggil iretiminin % 88.38 1 Akdeniz bolgesi, %
1093 i Ege bolgesi, % 0.69 u da diger bolgelerimiz ozellikle Dogu Karadeniz
bolgesinden kargilanmaktadir (ANONIM 1996, ANONYMOUS 1997).

Turunggil meyveleri liretimimizin taze meyve Uretimi igerisindeki payr % 15
dolaylarinda, toplam meyve ihracatimizdaki pay: ise % 80 kadardir . Bu da turunggil
yetigtiricilifinin Ulkemiz ekonomisindeki onemini daha agik bir sekilde ortaya
koymaktadir Tirkiye turunggil iiretiminin 890000 tonu portakal, 450000 tonu
mandarin, 401.000 tonu limon, 75 000 tonu altmntop ve 3.750 tonu turungtur (ANONIM
1996).

Turunggillerin ilk defa M. O 500’ i ydlarda kiiltire alindif samlmaktadir
(Anonim 1975). Bugiine kadar gegen binlerce yillik siire igerisinde turunggil tirleri
seleksiyon, dogal hibritleme ve sponton mutasyonlar vasitasiyla kangmig, yeni tiir ve
cesitler ortaya ¢tkmugtir. Bunlar da turunggillerde genig bir tat, asitlik, renk, sekil ve
irilik gesitliligi saglamigtir

Turunggiller taksonomisinde birkag tane hipotez vardir. Swingle 16 dan fazla tiir
bulunmadigini, Tanaka ise 159 tiir bulundugunu iddia etmektedir (Luro 1992, Swingle
1943). Barret ve Rhodes ile Scora 146 numerik, fenotipik 6zellik ve izoenzim
analizlerine dayanarak turuncgilleri iki ana gruba ayirmaktadirlar Buna gore I. Grup C.
aurantium, C. grandis, C. paradisi, C. reticulata ve C. sinensis olmak tizere 5 tiiri; IT.
Grup ise C. aurantifolia, C. lemon ve C. medica olmak iizere 3 tiirii kapsamaktadir, Bu
aragtincilar ayrnica turunggillerin ana vataminda bulundufu igin Aga¢ kavunu (C.
medica), Sadok (C. grandis) ve Mandarin (C. reticulata) tiirlerini gercek tir digerlerini
ise hibrit kabul etmektedir (Green 1986, Luro 1992, Torres 1978, Yamamoto 1993),



Turunggillerde yaygin olarak kullanilan agtlama ve niiseller embriyoni ile
vejetatif ¢ofaltmada, bitkinin somatik hiicreleri aynt yapida oldugundan, olusan
bitkilerin genotipi mutasyon olmamigsa ebeveyn ile aymdwr Buna kargihk, yeni gen
kombinasyonlann veya degisimleri ebeveyn ile doller arasinda genetik farkliliklarin
nedenleridir. Bir bitkinin gelisimi sirasinda, somatik hiicrelerin genetik benzerligine
kargin, cevre kosul!an nedeniyle doku ve organ farkliliklar1 géritlebilmekte ve kalici
olmayan degigikliklerden dolay: kalitsal deZisimlerin analizleri giglesmektedir. Ortam
kosullany, tohumdan c¢ogaltmayr izleyen uzun genglik kisuligt donemi ve viriis
hastaliklan, karekterlerde onemli degisiklikler yapabildifi i¢in yeni bir ¢esidin genetik
evaliasyonu ¢esitli yoérelerde uzun siireli gozlemiere gereksinim gostermektedir
(Cameron 1968).

Islah yéntemlerinden biri olan seleksiyon islahina turuncggillerde 1980° 1li
yillardan itibaren ¢ok 6nem verilmektedir Verimlilik unsuru yamnda, geside 0zgiy
ozelliklerin korunmasinda ag1 gozil seleksiyonu onemlidir Mutasyonlann turunggil
agaclarinda ¢ok stk meydana gelmesi nedeniyle, iyi ve kétii yonde olanlarin izlenmesi
ve iyl olanlardan yararlanma yoluna gidilmesi, iizerinde titizlikle durulmasi gereken bir

konudur.

Turunggillerde mutasyon meydana gelme siklifinin difer meyvelere gére fazla
olmas: nedeniyle bir gesitte bile mutasyon sonucu birgok farkl tip olugabilmektedir.
Bundan dolay, olusan mutantlann fenotipine bakarak gen kaynaklarn konusunda bir

fikre varilmas: oldukga giigtiir ve uzun zaman almaktadir

Turunggil ¢esitleri arasindaki farklilidi tespit etmek igin birgok aragtirmada
vaprak eterik yaglarinin gaz kromotografisindeki analizleri, flavanonlarin kalitatif
analizleri, flavanor glikozitlerin likit kromotografideki analizleri ve iZoenzim
analizleri yapilmiste. Bununla beraber, bu analizler ebeveynleri arasinda benzerlik
bulunan bitkilerin ayird edilmesinde basarili olmamaktadir (Torres 1978, Sugawara
1995) Basany: yakalayabilmek igin bitki 1slahs ve bitki genetiginin gesitli alanlarinda
DNA markerleri kullamlmaktac_iux DNA markerleri kantitatif biyoloji icerisinde pek



¢ok sorunun cevaplamasinda 6nemli bir ara¢ olmugtur (Onus 1996). Molekiiler diizeyde
DNA markerleri organizmalar arasindaki genetik iligkiyi anlamak igin yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Tim 1slah yontemlerinde amag¢ genetik ilerlemedir. Bu ilerleme gesitlerin
genlerinin molekiiler diizeyde saptanmasiyla daha kolay ve kisa siirede saglanabilir.
Ayrica bu sekilde, degisik 1slah yontemleri ve dogal olarak bugiine kadar elde edilmig
tur, cesit ve tiplerin genotipleri ve ebeveynleri hakkinda kesin bilgiler elde edilmektedir.
Turunggillerde bu amacla Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP),
Variable Number of Tandem Repeat (VNTR), Simple Sequence Repeat (SSR),
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Sequence- Tagged Microsatellite
Sites (STMSs), Minisatellite, CAPS ve Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD)
gibi yontemler kullanilmig ve bu yontemlerle tiir ve gesitlere bagh olarak basarilar elde
edilmigtir (Luro 1992, Rafalski 1993, Yamamoto 1993, Deng 1995, Sugawara 1995,
Machado 1996, Russo 1996)

Bu teknikler, ayn genotipe sahip bireylerin gen haritalarimin ¢ikartilmasinda,
tirler arasindaki akrabahifin ortaya konmasinda, ¢esit ayriminda, doku kiiltirii ile
¢ogaltilan bitkilerde meydana gelen somaklonal varyasyonlarin ve polimorfizmin
belirlenmesinde kullamlmaktadir (Deng 1995, Machado 1996) RFLP ve RAPD
teknikleri molekiler diizeyde en fazla kullamlan tekniklerdir. Genetik ¢esitliligin
saptanmasinda, DNA markerlarmin kullanimi ilk kez 1980° li yillarda Restriksiyon
Fragmenti Buytikliik' Polimorfizmi (RFLP) tekniginin gelistirilmesiyle ortaya ¢ikmustir .

RAPD teknigi ise ilk olarak Williams ve ark. tarafindan 1990 yilinda bulunmusgtur

RFLP markerleri germplasnun degerlendirilmesi igin RAPD markerlerine gore
baz1 avantajlara sahiptit. RFLP kodominantdir boylece her iki ebeveyn allelleri
belirlenebilir. RAPD fragmentleri ise dominant davramr ve sadece tek bir ebeveynin
alleli Dbelirlenebilir Bu farkliigim bir sonucu olarak RFLP ile heterozigot
rekombinantlar ebeveynlerden ayut edilirken RAPD ile ayut edilemezler (Ercan 1998)
RAPD fenotipinin kullamminda kargilagilan bir giigliikte gbzlenen bant yogunlugudur.



Bu dezavantajlarin yamnda RAPD tekniginin RFLP’ ye gore birgok avantajlan
bulunmaktadir (Cartens 1990). RAPD tekniginde nanogram diizeyinde, RFLP’ de ise
mikrogram diizeyinde genomik DNA’ ya ihtiyag duyulmaktadir. Deneysel agidan RFLP
teknigi RAPD teknigine gore daha zordur RAPD tekniginde primerler tesadiifi olarak
secilmekte, RFLP’ de ise primerlerin seciminde belirli bir sekans bilgisine gereksinim
duyulmaktadir. RAPD tekniginde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) triinleri agarose
jel tizerinde ayrigtiilarak etidyum bromid ile boyandiktan sonra ultraviole (UV) sk
kaynag altinda goriintilenmekte, RFELP’ de ise DNA problarimin radyoaktif madde ile
isaretlenmesi perekmektedir Non radyoaktif madde ile de igaretlenebilir, fakat bu
maliyeti daha da arttrmaktadir RAPD tekniginin uygulanmas: agamasinda, RFLP’ ye
gbre daha az teknik bilgiye gereksinim duyulmakta ve daha kisa =zamanda
sonuglandmiimaktadir (Rafalski ve Tingey 1993).

Bu aragtimada, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii
kolleksiyon parsellerinde bulunan Nova I, Nova II, Nova III, Lee I, Lee II, Satsuma,
Klemantin (SRA 90), Kinnow ve Robinson mandarinleri ile Minneola tanjelo
biyoteknolojik yontemlerden RAPD teknigi kullamlarak cegitlerin birbirlerine yakinlik
derecelerinin belirlenmesi amaglanmigtir  Ayrica, bu teknigin gelistirilmesi ile 1slah
galiymalarinda kolaylik saZlanacagi gibi 6zellikle ireticilerimiz tarafindan Ulkemize
girisi yapilmig gesitler ile mevcut gesitlerden mutasyon sonucunda meydana gelen farkl:

farkli tiplerin tamlanmas: da yapilabilecektir.




2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2. 1. DNA Izolasyonu ve PCR ile ilgili Kuramsal Bilgiler

2. 1.1, DNA Izolasyonu ile ilgili kuramsal bugiler

_ Bitki dokularindan saf DNA  izolasyonu olduk¢a zordur Turunggil bitki
dokular1 polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlarca zengindir ve bu maddeler
DNA izolasyonunu giiglestirirler. DNA yeterince saf degilse PCR sonucunda
amplifikasyon gerceklesmez (Luro 1992). Fenol ve kloroformun kullamidifn
yontemlerle saf DNA elde edilebilmektedir. Fenol iyi bir temizleyicidir Kloroform ise
proteinleri ¢ozmektedir Kloroformun ¢ozemedigi protemler isoamil tarafindan
coziilmektedir.  Fenolik  bilesiklerden tamamen temuzlenmemis DNA’ da
kahverengilesme meydana gelmektedir. Bunu dnlemek igin 5-10 mM f- mercaptoetanol
(BME) kullamlmaktadir (Deng vd 1996).

Bitki dokulanndan DNA izole etmek igin ¢ok farkll izolasyon yontemleri
geligtirilmistir. Her vyontemde kullanilan kimyasallar da birbirinden farklilik
gostermektedir. Bu kimyasallar arasinda cetyltrymethylomoniumbromide (CTAB)
(Deng vd 1995, Machado vd 1996, Galdrisi vd 1998), sarkosyl (Machado vd 1996),
polyvinylpyrolidone (PVP) (Deng vd 1995, Uzun vd 1998), polyethylene glycol (PEG)
(Ortiz vd 1997), proteinaz K (Varghese vd 1997) ve Sodium dodecy! sulfate (SDS)
(Pammi vd 1994) yer almaktadir.

RNA’ y1 elimine etmek igin RNase enzimi, proteinleri elimine etmek igin
proteinaz K enzimieri kullaniimaktadir

Turunggillerde saf DNA izolasyonu igin farkli yontemler kullanilabilmektedir.
Ozellikle Doyle ve Doyle (1987), Dellaporta ve ark (1983), Murray ve Thor;pson

(1980)’ i yontemlerinde yapilan kigitk modifikasyonlarla DNA izolasyonu kolaylikla
yapilabilmektedir,

Gawel ve Jarret ( 1991), muzlarda DNA ekstraksiyonu ile ilgili olarak ¢allsrfu$
ve ekstraksiyon tamponu olarak % 2 CTAB, 100 mM Tris- HC! (pH 8.0), 1.4 M Na(l,



20 mM EDTA, % 1 BME kullanmiglardir Aragtirma sonunda, yapraklarin olduk¢a geng

olmasinin ve orta damanmn alinmis olmasmin DNA ekstraksiyonunda basariy:

etkiledigi saptanmistir.

Luro vd (1992), Citrus, Fortunella ve Poncirus cinsine ait 18 farkl: bitki
iizerinde PCR yapmiglardir Toplam DNA turuncgil bitkilerinden alinan taze
yapraklardan Doyle ve Doyle (1987) metoduna gore ekstrakte edilmigtir DNA
ekstraksiyonu turunggiller gibi polisakkarit veya polifenollerce zengin bitkilerde
oldukga gii¢c olmasina ragmen bu zorluklar uygun ekstraksiyon yontemi tespit edilerek

agtimugtir.

Yang ve Quinos (1992), Hu ve Quiros’ un yontemiyle kereviz gesitlerinden
alinan taze yaprak materyalini ekstrakte etmiglerdir. DNA konsantrasyonu Beckman
spektrofotometresiyle 260 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Pammi vd (1994), Stiptuge dats: (Sorghum bicolor ssp bicolor) genotiplerinden
BTx623 ve 1S3620C° yi melezlemis ve Fi, F2, F3 populasyonlarim elde etmiglerdir
Geng yapraklar 15 giinliikkken hasat edilmig, sivi azotta dondurulmug ekstraksiyona
kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir Genomik DNA Gustincich ve ark (1991)" nin
yontemine gore izole edilmigtir Ezilen yapraklarnn tizerine % 8 lik ekstraksiyon
tamponu (1.5 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 M Tris-HC! (pH 8.6), 20 mM DTT, % 1 PVP,
% 0.05 askorbik asit ve % 1 SDS) (1: 3 w/v) oraminda ilave edilmigtir. Soliisyon 68
°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra kloroform ve 5 M Ammonium asetat ilave
edilmigtir. DNA peletleri % 50’ lik Etanolle yikanmus ve TE tamponunda (10 mM Tris-

uygulanmasindan sonra érneklere 2-3 kez fenol: kloroform: isoamylalkol (25: 24:1) ve
etanol uygulanmugtir. DNA peleti kurutulmug itzerine TE tamponu eklenmis ve
¢Ozduirtilmiigtiic. DNA  konsantrasyonu TKO-100 mini fluometresiyle saptanmistir.
DNA kalitesi % 06 lik Agaroz jel iizerinde kontrol edilmis ve 4 ng/pl suda

sulandirifmugtr,



Albayrak vd (1995), Nohut ve Arpa’ da RAPD markerleriyle parmakizi
olusturmaya ¢aligmuglardir Arpa ve Nohut bitkilerine ait tohumlar saksilarda
¢imlendirildikten sonra, kesilen taze yapraklardan Walbot yontemine gére DNA’ lar
izole edilmistir‘; Yabani maya tipinin DNA’ s1 da Wright vd (1986) mn geligtirdikleri
yonteme gore bir gecelik taze kiiltirden izole edilmigtir

Deng vd (1995), in vivo ve in vifro kosullaninda yetigtirilmig limon mutantlarim
RAPD markerleriyle tamlamiglardir Bu ¢aligmanin ekstraksiyon agamasmda Doyle ve
Doyle (1987) metodunu kullanilmgtir. 0.5- 1gr yaprak érnekleri stvi azotla iyice ezilmis
ve toz haline getirilmigtir. Bunun Uzerine daha 6nceden 60 °C’ de sitiimis CTAB
ekstraksiyon tamponu (% 3 CTAB, 14 M NaCl, % 0.2 f-mercaptoetanol, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris- HCI pH: 8 0 ve % 1 PVP) ilave edilmi§ ve kanigim cam tiipe
aktarilmugtir, Kansim 60 °C’ de 30-45 dakika inkiibe edilmis ve 5 m!’ lik kloroform-
izoamylatkol (24: 1) ile muamele edilmistir. 2 000 g’ de 10 dakika santrifijjden sonra
hacmin 2/3’ i kadar isopropanol! ile kangtimiimig ve DNA ¢oktirilmiigtur. 1 kez 20
ml’lik yikama tamponu (% 76 etanol, 10 mM amonyum asetat) ile yikanmig ve DNA 1
ml’lik TE tamponunda (10 mM Tris- HCl (pH: 7.4), ImM EDTA (pH:80))
¢ozulmiistiir DNA 10 ml” lik soguk etanolle ve 2.5 M’ lik amonium asetat (pH: 7.7)’ la

muamele edilmistir.

Goziikirmizi vd (1995), Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimu,
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Osman Tosun Gen Bankasi, Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimi ve Ege Tanimsal Aragtirma Unstitiisii Gen
Bankasindan saglanan arpa tiitlerine (H. vulgare, H. mirinum, H. bulbosum, H. vulgare
spontaneum) ait hatlar1 kullanmegtirlar. Her hattan gelisen taze yapraklar kesilerek DNA
izolasyonu yapilmis ve DNA ornekleri -70°C’ deki derin dondurucuda uzun sireli

saklamaya alinmigtir

Moreno vd (1995), 31 tane liziim gesidi igerisindeki polimorfizmi belirlemek
igin RAPD markerlerini kullanmigtirlar 5 gr taze geng yaprak sivi azotta ezilmis ve
65°C°de 20 ml % 2’ lik CTAB izolasyon tamponu eklenmigtir DNA ekstraksiyonunda
Gogorcena vd (1993)’ 1n metoduyla modifiye edilen Doyle ve Doyle (1990) metodu
RS
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.  kullamlmigtr DNA’ nin verimi mini fluorometre ile dlgitmistiir. DNA ekstraksiyonu

icin farkli yaslardaki dokulardan alinan drnekler farkli laboratuvarlarda aym sonuglari
- yermigtir. Bu aragtrma sonucunda, DNA ekstraksiyonu agisindan farkli yaglardaki,
farkli bolgelerde ve farkl: yetisme kosullarinda yetigen bitkilerin aym sonucu verdigi

tespit edilmistir.

Sugawara vd (1995), RAPD markerleriyle turunggil kimeralarim
tamlamiglardir. Bu konuda yaptiklan ¢aligmanin ekstraksiyon asamasinda Dellaporta

(1983) yontemini kullanmiglardar.

Hamada ve Hagimori (1996), Kala (Zantedeschia spp) cesitlerinin DNA
ekstraksivonunu CTAB ekstraksiyon tekniginine gére yapmiglardir. RAPD asamasinda

kullanilan primerleri Operon’ dan segmistirler

Machado vd (1996), akdeniz mandarinlerinde yaptiklar1 galiymada Murray ve
Thompson (1980) tarafindan tammlanan ekstraksiyon yontemini kullanmigtirlar
Ekstraksiyon tamponu olarak % 1’ lik CTAB, 100 mM Tris- HCI (pH: 7.5), 10 mM
EDTA, 0.7 M NaCl, % ,2 sarkosyl: 140 mM 2-mercaptoetanol kullanmuglardir Bu
yontemde, siv1 azotla iyice ezilen yaprak érneklerinin iizerine 35 hacimlik ekstraksiyon
tamponu ilave edilmis ve drnekler 60°C” lik sicak su banyosunda 30 dakika tutulmugtur.
Orneklerin iizerine 35 hacimlik ekstraksiyon tamponu ilave edilmis ve daha sonra
omekler 5 dakika inkiibe edilmistirler 12 000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilen
omeklerin tst fazi bagka tiiplere alinnug ve iizerlerine 1 hacimlik kloroform -
izoamylalkol ile 0.1 hacimlik % 10 ‘luk CTAB (% 10 CTAB; 07 M NaCl) ilave
edilmigtir. QOlusan yeni st faz ise bir bagka tuipe altnnmg ve iizerlerine 1 hacimlik CTAB
| tamponu( % 1 CTAB, 50 mM Tris-HC! pH: 8 0; 10 mM EDTA ) ilave edilmis, yavagca
karistuilmis ve 12 000 rpm’ de tiipler 5 dakika santrifiij edilmis, olusan siipernatant
kismu atilmistr. DNA peleti 400 i TE tamponunda (10 mM Tris HC! pH: 8:0; 1 mM
EDTA; 1 M NaCl) ¢ozdiiriilmiis ve iizerine 2 hacimlik soguk % 100 Etanol’ den ilave
edilmigtir. 5 dakika 12 000 rpm’ de santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmig ve
DNA peleti % 70’ lik ve % 100’ liik etanolle yikanmistir. Daha sonra DNA’ ya 250 pl
0.1x TE tamponu (1 mM Tris- HC! pH: 80; 0.1 mM EDTA) ve 1 hacimlik fenol:



kloroform: isoamylalkol (25: 24: 1) ilave edilmistir. Tekrar etanolden gegirildikten
sonra etanol uzaklastirilmis ve DNA igerisinde 10 pg/ul RNase bulunan 0 Ix TE
tamponunda ¢Ozilmiigtir. DNA’ nin kalitesi ve miktar1 Sambrook’ un (1989)

yontemiyle saptarlmigtir.

Malik vd (1996), DNA ekstraksiyonunu yaklagik 5 gr taze veya donmug(-70°C)
bugday yapraklarindan yapruglardir DNA’ min saflagtrrilmas: igin fenol: kloroform:
isoamylalkol (25: 24: 1) kullamlmugtir 5 ml’® lik DNA ¢ozeltisine 10 pl RNase
uygulanmus ve ¢odzelti 37 °C” de 1 saat inkiibe edilmigtir DNA % 70 ‘lik etanol ile 3
.kez yikanmis 10 dakika kurutulduktan sonra 1ml TE tamponunda ¢ézdiriilmistir ve
4°C’ de depolanmistir.

Millan vd (1996), 19 tane giil tiirtinde RAPD markerleriyle filogenetik iligkinin
saptanmasina ¢aligmigtirlar. Bitkilerden alman gen¢ yaprak dokulann sivi azotta
dondurulmus ve -80 °C’ de saklanmigtir. DNA ekstraksiyonu Torres ve ark (1983)’1n
yontemiyle yapilmigtir. Ornek bagina 0 7 tinite RNase ilave edilmis ve boylece RNA’
lar DNA’ lardan uzaklagtirdmigtir. DNA, TE tamponunuda ¢8ziilmiigtiir

Fofona vd (1997), Lima fasulyesinde (Phaseolus lunatus I. )} RAPD
markerleriyle genetik iliskiyi saptammglardir Kiiltiir formlart ve yabani formlar
arasindaki iligki tespit edilmigtir. Kiigitkk modifikasyonlarla DNA ekstraksiyonunda
Murray ve Thompsor} (1980) metodu kullamlmugtr

Ling vd (1997), 9 adet Poinsettia g¢esitlerinden alinan 1 gr taze veya -80 °C’ de
dondurulmug yaprak materyali ile ekstraksiyon gergeklesmigtir Gawel ve Jaret (1991)°
in ekstraksiyon metodundaki modifikasyonlarla CTAB metodunu kullanmiglardir.
Fenol: kloroform uygulamasindan sonra DNA etanolden gegirilmis ve 300 ul TE
tamponunda ¢Oziilmiistiis DNA konsantrasyonu DNA mini fluorometresiyle tespit

edilmigtir.

Marquard vd (1997), 40 adet Hamamelis virginiana(Kuzey Amerika’ da

yetisen, sonbaharda sari ¢igekler acan bir agagcik) gesitlerinin ekstraksiyonunu taze



yaprak materyali kullanarak yapmuglardir. Ornek bagma 1.0-1.3 gr taze yaprak materyali
alinmig, sivi azotla dondurulmus ve DNA ekstraksiyonuna kadar -80 °C” de muhafaza
edilmigtit. DNA ekstraksiyonu Doyle ve Doyle (1990) metoduna gére yaptlmugtir.
Ezilmis ve dondurulmug yaprak Srneklerinin tizerine 10 ml sicak (60°C) % 2 lik CTAB
tamponu (% 2 cetyltrimethylammonium bromid, 1.4 M NaCl, % 2 8- mercaptoetanol,
20 mM EDTA, 100 mM Tris HCl pH 8.0) eklenmig ve 65°C’ de 60 dakika inkiibe
edilmistir. Uzerine 10 ml Kloroform: izoamylalko! (24:1) eklenmis ve 2 000 g,’ de 15
dakika santrifiyj edilmistir. Etanolle yikandiktan sonra DNA peleti kurutulmug ve 0.5-1
ml Tris- EDTA tamponunda ¢oziilmiigtiir DNA kalitesine bakmak igin % 1° lik Agaroz
jele 8-10 pl yiklenmig 150 voltta 2.5 saat elektroforez yapilmig, UV altindaki bant
yogunluklari standart kontrolle karsilagtirilmistir.

Ortiz vd (1997), 28 tane hexaploid ve 3 tane diploid erik g¢esitlerinin genetik
iligkilerini RAPD markerleriyle saptamislardir. DNA ekstraksiyonunda 2 gr vaprak
omegi kullamlmig ve Carlson metoduna (1997) goére bazi modifikasyonlarla
ekstraksiyon yapiimigtir, Yapraklar ezildikten sonra aliminyum oksit ve 10 ml CTAP
ekstraksiyon tamponu eklenmistir. CTAB izolasyon tamponu % 2 CTAB, 1.4 M NaCl,
20 mM EDTA, % 1 PEG 6 000, 100 mM tris-HCl (pH 95) ve % 2 2-
mercaptoetanolden olugmustur. Karigim 20 dakika 74°C’de inkiibe edildikten sonra oda
sicakiginda sofutulmugtur Kanypm kloroform-isoamylalkol” den gecirilmis ve
Albenson ve Simon’ a gore (1987) DNA fenol ile saflagtirtlmstir.

Paz ve Veﬂleu;: (1997), Doyle ve Doyle (1987) kiigiik modifikasyonlarla patates
‘hibritlerinde DNA ekstraksiyonu yapmuglardir. Taze yapraklar (0.3-0.5 gr) siv1 azotla
iyice ezilmig, toz haline getirilmistir Bunun iizerine Iml CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromid) tamponu (0.1 M Tris HCI pH 8.0, 1 4 M NaCl,
0.02 M EDTA pH 8.0, % 2 CTAB ve% 1 taze 2- merkaptoetanol) ilave edilmis ve 1-2
saat 60 °C’ lik su banyosunda tutulmugtur. 1ml kloroform - isoamylalkol ilave edilmis
ve karigim 15 dakika santrifiij edilmigtic. DNA peleti olugtuktan sonra iki kez % 75 lik
etanolle yrikanmig ve DNA kurutulmugtur. Daha sonra TE tamponu (10 mM Tris-HCl, 1
mM EDTA) ve RNase (10 pg/ mi)yde ¢ozilmistir DNA konsantrasyonu

minifluorometreyle saptanilmistir
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Vaghese vd (1997), 24 adet Hevea brasiliensis klonundan da Rogers ve
Bendich (1988) yontemine gore toplam genomik DNA ekstraksiyonu yapmuglardir. Bu
amagla stvi azotla daha onceden dondurulmus 50-100 mg yaprak iyice ezilmis ve
iizerine 5 hacimlik sicak 2x CTAB ekstraksiyon tamponu (% 2 CTAB, 20 mM EDTA,
100 mM Tris- HCI (pH 8 0), 1.4 M ve NaCl) ve 7 pl proteinase K (10 mg/ml) ilave
edilmigtir. Soliisyon 65 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra lizerine 1 hacimlik
kloroform-isoamylalkol (24:1) ilave edilmigtir 11 000rpm’ de 10 dakika santrifiijden
sonra tist faz atilmig ve DNA sofuk isopropyalkol ile muamele edimigtir. DNA peleti 1
ml % 70° lik alkolle yikandiktan sonra 50- 100 pul TE tamponunda (I mM TrisHCI ve
0.1 mM EDTA pH 80) cozilmiigtir. DNA konsantrasyoou DNA fluometresi
kullamlarak saptanmis ve DNA 10 ng/ pl olacak sekilde sulandirtimigtur.

Bartolozzi vd (1998), 14 tane badem c¢esidindeki genetik iligkiyi RAPD
markerleriyle saptamuglardir. DNA ekstraksiyonundan o6nce vyapraklar nigasta ve
polisakkarit diizeylerini dilgiirebilmek igin 4°C’ de 2-3 giin boyunca muhafaza |
edilmigtit DNA ekstraksiyonu Gepts ve Clegg (1989) metodunda kigiik
modifikasyonlar yapilarak gergeklestirilmigtir 5 gr taze yaprak kullanilarak DNA elde
edilmigtir  Saflagtuibmuy  genomik DNA TE  tamponunda  ¢ozdirilmis,
spektrofotometrede okuma yapilmig ve 4°C’ de depolanmugtir. 10 pg/ m! steril suda
DNA sulandirilnug ve PCR amplifikasyonu i¢in kullantlmigtir.

Galdrisi vd (1998), Italyan kestane gesitlerinin RAPD markerleriyle
siniflandiriimasina r,:;thmmtlr'Iar. Bazi kestane gesitlerinin birden fazla yerel isimleri
. vardir veya birbirinden farkli ¢esitlerde aym isim kullanilmigtir. DNA ekstraksiyonunda
baglangigta uygun ekstraksiyon yontemini tespit etmede problemlerle kargilagiimistir.
Ancak Doyle ve Doyle (1990) metoduna goére yapimi§ ekstraksiyonlardan en iyi
sonuglar alinmugtr 1 gr agwlhigindaki kestane yapraklan sivi azot’ la iyice ezilmis ve
Uzerlerine ekstraksiyon tamponu (1.4 M NaCl, % 2 CTAB, 200 mM Tris- I{CI;H 8.0,
20 mM EDTA pH 8.0, % 2 2-mercaptoetanol) ilave edilmigtir. Ornekler 30 dakika 60
°C’ de inkiibe edilmigtir Karisima ekstraksiyon tamponuna esit, hacimde kloroform:
butanol (24: 1) ilave edilmigtit Daha saf DNA eldesi i¢in, DNA’ ya en az iki kez bu
uygulamalar yapilmustir. Sonunda DNA distile suda ¢oziilmiis ve 5 pg/ ml RNase A
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uygulamp 37°C’ de 60 dakika inkiibe edilmigtir. RNase uygulamasimin  PCR
analizindeki verimliligi arttirdigt gozlenmigstir. Ekstraksiyon yaparken en az 2 kez
ckstraksiyon tamponundan gegirmek PCR amplifikasyonu sirasinda DNA’ yla
reaksiyona girerek amplifikasyonu 6nleyen tanenler, alkoloidler ve flavonen gibi
bilesiklerin uzaklagtirilmasim: saBlamugtsr. Ekstrakte edilen DNA’ min uzun siire

tazeligini korudugu gortilmistir

Kumar vd (1998), RNase ve fenol- kloroform uygulanan basamaklarda kiigiik
modifikasyonlarla Heliconia tiir ve ¢esitlerinde Honda ve Hirai (1990) metoduna gore
DNA ekstraksiyonunu yapmiglardir. 2.5 ml ekstraksiyon tamponu ilave edilmeden énce
05 gr taze yaprak sivi azotla iyice ezilmistir. Ekstraksiyon tamponu 100 mM Tris-
HC! (pH 8), 50 mM EDTA pH: 8, 500 mM NaCl ve 10 mM B-mercaptoetanol’ den
olusmugtur DNA’ min konsantrasyonu spektrofotometreyle saptamilmig ve RAPD

analizine kadar DNA ¢dzeltisi -20 °C’ de depolanmistir.

Uzun vd (1998), Razaki tiziim ¢esidine ait 12, Hafizali {iziim ¢egidine ait 6 klon
kullanmuglar ve RAPD markerleriyle polimorfizmi tespit etmiglerdir DNA
ekstraksiyonu Lodgi vd (1994) tarafindan geligtirilen yénteme gore gergeklegtirilmigtir.
0 5 gr taze yaprak ornegi, sivi azot igerisinde ezilerek toz haline getirilmig ve lizerine 5
ml ekstraksiyon ¢ozeitisi (20 mM NaEDTA, 100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, % 2 (w/v)
CTAB, % 0.2 Merkaptoetanol) ilave edilmigtir. Bunlarin tizerine 50 mg PVPP ilave
edilerek, tiipler ters yiiz edilmek suretiyle iyi bir karigim saglanmigtir 60 °C’deki su
banyosunda 25 dakil‘ca bekletilen Orneklerin lizerine 6 m! Kloroform- oktanol (24/1)
_ ¢bzeltisi ilave edilmig ve karigim saglanmigtir Ekstraksiyonun en son agamasinda % 76’
lik etanolle yikanan ornekler, 20~ 30 dakika stireyle kurutularak, érneklerden etanoliin
uzaklastinlmas: saglanmigtir. Bu sekilde elde edilen DNA 6rnekleri 200 pl TE ¢ozeltisi
igerisinde ¢oziindiikten sonra, herbir érnege 2 ul RNase ilave edilmis ve 15 dakika 37
°C’ deki etiivde tutulmuglardir DNA miktan spektrofotometrede 260/280 oramyla

belirlenmistir




2. 1. 2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)- RAPD ile ilgili ¢calismalar

Gelenekse!' olarak turunggil slaht uzun seleksiyon dongust, niiseller
poliembriyoni ve poliploidi gibi zorluklar nedeniyle yavas ve uzun zaman almaktadir.

Ayrnica, niiseller ve zigotik bitkileri heniiz gengken ayirt etmek oldukga glic olmaktadir
(Luro vd 1992, Machado vd 1996).

Islah programlarna yardimc: olmasi agisindan morfolojik dzelliklere bakilmig,
biyokimyasal markerlerle problemler asilmaya ¢alisilmis fakat iyi sonug alinamamistir
Baz: aragtinicilar islaha yardime: olmast agisindan genetik galigmalara ve genetik

markerlere ihtiya¢ oldufunu vurgulamiglardir (Torres vd 1978).

DNA markerler kantitatif biyoloji igerisinde sorulan pekgok kompleks sorunun
cevaplanmasinda énemli bir arag olarak ortaya ¢ikmaktadir Bitki islahi ve bitki
genetifinin g¢esitli alanlarinda kullanilmaya baglanmigtir. Molekiiler markerler dogal
olarak olustuklar, fenotip iizerine olumsuz bir etki olmadif: ve ¢evre kosullarindan

etkilenmedikleri i¢in son derece faydalidirlar (Onus 1996).

DNA’ min kalitim materyali oldugunun bilinmesinden ¢ok daha oncesinde
genetik markerler biyolojide kullamhiyordu. Gézle gérilen markerler gozle gorilebilen
bir sonu¢ ortaya gikaran mutasyonlar yirminei yizyilin baglarindan itibaren genetik
markerler olarak kullanilmistir. Izoenzimlerle birlikte gbzle gorilebilen markerlerin
kullamlmas: yoluyla £970‘ i yillarin sonlarna dofmu bazr organizmalarda genetik
haritalar ortaya ¢ikartilmigtir. 1970° Ii yillarda kalitsal olan DNA molekiiliinin kendisi
uzerinde farklibklarin ¢aliilmas: ile oldukga fazla sayrda genetik markerlerin
bulunabilecefi fikri ortaya atilmugtir (Onus 1996)

Diger markerlerden farklt olarak DNA markerleri belirli, 6ze! gevre kogullarina
gerek kalmadan biiyiime odalarinda, seralarda, fide ve fidan yetistirme yerlerinde analiz
edilebilirler ve bu durumda 1slah galigmalaninin daha huzl sonu¢lanmasini saglar. DNA
markerlerinin yer ve zaman tasarrufu igin tasidif 6nem pek ok tiir igin gegerli olup,
ozellikle geni§ yer kaplayan ve uzun bir jenerasyon siiresine ihtiyag olan agaglar icin
Onemi gok daha belirgindir (Onus 1996).
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Turunggillerde molekiiler markerler, bitki tir ve ¢esitleri arasindaki gen
haritalarimin  ¢ikarilmasinda; ayrica, tiirler cesitler ve tipler arasindaki polimorfizmi
belirlemede bagar: ile kullamlabilmektedir ( Luro vd 1992, Deng vd 1995, Machado vd
1996).

PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ dan belirli bélgelerin
amplifikasyonunu saglayan, basit ama bagarili bir yontemdir. PCR’ 1n temel prensibi,
tekrarlanabilen 3 agamaya dayanmasidir. 1 asama denaturasyon, bu asamada DNA ¢ift
sarmalda tek sarmal yapiya gecer (94 °C), 2 asama annealing asamasi, bu agama da
primer tek sarmala yapigir burda sicakligin iyi ayarlanmasi gerekir. 3 asama ise

extension{uzama) (72 °C) asamasidr {Williams vd 1990).

Turunggillerde molekiller tekniklerden Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Vartable Number of Tandem Repeat (VNTR), Simple Sequence
Repeat (SSR), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Sequence- Tagged
Microsatellite Sites (STMSs), Minisatellite, CAPS ve Random Amplified Polimorphic
DNA (RAPD) gibi yontemler kullamlmig ve bu yontemlerle tiir ve gegitlere bagh olarak
basarilar elde edilmigtir (Luro vd 1992, Rafalski vd 1993, Yamamoto vd 1993, Deng vd
1995, Sugawara vd 1995, Machado vd 1996, Russo vd 1996).

Tim bu teknikler igerisinde RAPD tekniji uygulanmas: agamasinda daha az
teknik bilgiye gereksinim duymast, az miktarda DNA’ nin yeterli olmasi, hizli ve ucuz
bir teknik olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (Rafalski ve Tingey 1993)

Luro vd (1992) caligmalarinda Citrus, Fortunella ve Poncirus cinslerine ait 18
farkli bitkiyi materval olarak kullanmigtirlar. 25 pl olan toplam reaksiyon hacmi
igerisinde, 0.5 tinite Tag DNA polimeraz, 2 mM MgCL, herbiri 200 uM olan dATP,
dCTP, dGTP ve dTTP, 16.6 mM (NH4)2S0,, 67 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM B -
mercaptoetanol, % 0 001 anionic detergent, 0 4 mg/ml bovin serum albumin, 0 5 pM
primer ve 1-50 ng DNA kullanilmisgtir. Toplam reaksiyon hacmi tizeri bir damla parafin
yag1 ile kaplanmigtir. PCR dongiileri 91°C' de 1 dakika, annealing sicaklift primere
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gore deFisen stcakliklarda 1 dakika, 72 °C' de 1 dakika (35 dongii) ve son olarak 72°C'
de 10 dakikada olmak iizere dongiiler tamamlanmugtir. Arastuma sonunda, PCR
tekniginin niseller ve zigotik bitkileri kolayca ayurt edebilecei tespit edilmistir Ayrica,
¢ok fazla ornekle caligilan genetik analizleri bu teknigin kolaylagtirdig: bulunmustur.

Yang ve Quiros (1992), 10 mer’ lik 28 primer kullamlarak kiigik
modifikasyonlarla Williams vd (1990) nin y&ntemine gore RAPD markerleriyle
kereviz gesitlerini tamlarmsg ve simiflandirmigtirlar, Bu ¢alismada Apium graveolens L.
var. dulce tiirii igerisine giren kerevizlerden 21 adet varyete A rapaceum tiiriine giren
kerevizlerden 1 adet kullanmglardir. 28 primerden toplam 309 bant olusturulmugtur
Primer bagina bant sayist 4 (A0B) ile 19 (B08) arasinda degismis ve ortalama primer
bagina 11 bant elde edilmigtir Amplifike olmug bantlarin vzunlugu 200 bp (A03)’ den
3.800 bp (A12)’ e degigmigtir Elde edilen 309 banttan, 213 tanest (% 68) tiim gesitler
i¢in sabit bulunmugtur Amplifikasyon 6rnekleri % 2 0’ lik Agaroz jelde yiiritilmiig,
05 ug/ ml’ lik etidyum bromid ile yarim saatte boyanmigtr Tiim reaksiyonlar 3 kez

tekrarlanmgtir

Pammi vd (1994), Sorghum (Sorghum bicolor spp bicolor) da RAPD
markerleriyle ¢aligmiglardir. Caligmalar swasinda DNA, primer, MgCly, sicaklik ve
dongii sayis1 gibi ampliifikasyon parametrelerinin optimum de@erleri saptanmgtir
Parametrelerle ilgili sonuglara gore, ¢ok diigitk ve yiksek dizeydeki primer
konsantrasyonu, amplifikasyon randimanim azaltmig, optimum primer konsantrasyonu
3-6mM olarak -saptanmustr  Yitksek DNA  konsantrasyonu diginda DNA
konsantrasyonu PCR amplifikasyonunu etkilememistir. Primer/ DNA. iligkisinde Taq
polimerazin rolii de aragtirilmug, 0.19 tnite ile 3.04 iinite arasindaki Taq’ in sonuglart,
simrly  diizeyde etkiledigi bulunmugtur. Digiik ve yiksek diizeydeki  MgCl,
konsantrasyonunu DNA amplifikasyonu azaltrmg, optimum MgCl, konsantrasyonu 2.5
mM olarak tespit edilmigtir. Bundan énceki ¢aligmalarda tim primerlerde 36 °C
annealing sicaklift olarak kullanilmig ancak bu ¢ahigymada kullamilan 27 primerden 22
tanest 48 °C’ de, 5 tanesi 36 °C’ de iyi sonug vermistir Bu sonuglardan da ¢ikanlacag
gibl primere gore annnealing sicaklifi ayarlanmalidir En son olarak PCR déngiileri

degerlendirilmig, 30-35 déngiili programlarda iyi amplifikasyon elde edilirken 35-45

15



dongiilis programlarda hakiki olmayan amplifikasyon irtinleri elde edilmistir Aragtirma
sonucunda 6zellikle MgCl, ve primer annealing sicaklik diizeylerinin amplifikasyon
tiriinlerinin verimini etkiledigi gozlenmigtir Standart kogullar altinda, primerlerin %80° i
amplifikasyon olusturmustur. Ayrica, BTx623 ve IS3620C adli iki genotip arasinda
farklilik tespit edilmigtir.

Albayrak vd (1995), okaryotik hiicre sistemlerinden ti¢ farklt tiire ait beg
ornegin, rastgele segilmis 10 niikleotid uzunlugunda G-C oram % 60 ve % 70 olan iki
primer kullamlarak RAPD teknigi ile tammlamasim yapmugtirlar Elektroforez analizi
sonucunda OPBO02 primerinin sadece Eser isimli nohut varyetesinde galisti
saptanmustir. OPCOQ9 primerinin ise Canitez isimli nohut varyetesi harig tiim orneklerde
yogun bantlar verdigi gozlenmigtir, Agaroz jelde farkll organizma gruplarina ait ortak
bantlarin varlift tespit edilmigtir. Basit ve yiiksek organizasyona sahip olan okaryotik
organizmalardan maya ve bitki turlerini dizi homolojisine sahip olabilecekleri
gorilmiistiir.  Sonug olarak, bu teknigin ¢ok genis organizma gruplarnna
uygulanabilirligi ortaya konmugtur.

Deng vd (1995) caligmalarinda 14 adet in vivo ve 1 adet in vifro kosullaninda
yetigtirilen zigotik orjinli limon mutantlarin: kullanmiglardir, DNA amplifikasyonunda
kiigiik modifikasyonlarla Williams' in (1990) yontemi kullamlmugtir. Calismada 10 mer'
lik 36 adet primer kullanilmigtir. Reaksiyon hacmi 25 ul olup; 1x PCR tamponu (50
mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 90, % 0.1 Triton x -100), 0.1 mM dNTP,, 2.5 mM
MgClL, 03 pM prim‘er, 1 tnite Taq polimeraz (Promega) ve 25ng genomik DNA' dan
_olugmugtur. PCR dongiileri 6ncelikle DNA' nin ayrilabilmesi igin 94 °C' de 5 dakika (1
dongii), 94 °C' de 15 saniye, 36 °C' de 15 saniye ve 72 °C' de 80 saniye (45 déngi) ve
son olarak 72 °C' de 10 dakika olacak gsekilde programlanmigtir. Herbir primer igin
DNA amplifikasyonu 3 tekerriitlii olarak gergeklestirilmigtir. RAPD arinleri, %4 5' luk
Agaroz jel ile ayngtuilip, etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV 151k kaynag: altnda
fotografi ¢ekilmigtir Arastirma sonucunda 36 primerden 14 tanesinin monomorfik bant,
22 tanesinin polimorfik bant olugturdugu gorillmiigtiir Primer bagina elde edilen bant
sayis1 5 (N14) ve 21 (N16) arasinda deZisim gostermis, primer bagina ortalama 13 bant
tespit edilmigtir. Bantlarin vzunlugu 100 bp ile 3200 bp arasinda saptanmgti. 22
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primerin olugturdugu 294 banttan %15' inin yani 43 bandin polimorfik oldufu
gorillmiigtiir 10 adet primer, primer bagma tek bir polimorfik bant olustururken A02,
Al13 ve NO6 primerleri primer bagmna 4 polimorfik bant olugturmugtur. Aragtiricilar
ayrica, RAPD markerlerinin birbirine ¢ok benzer limon mutantlart arasindaki

varyasyonlarin saptanmasinda dahi bagar ile kullanilabilecegini bildirmistirler.

Goziikermizi vd (1995), Arpa (Hordeum)’ da polimorfizm ve genetik haritalama
icin RAPD markerlerini kullanmiglardir. Hizl: ve ekonomik bir yontem olan RAPD
yurdumuzda ilk kez Nermin Gozikimuzi ve arkadaglari tarafindan, arpa doku
kiiltiirlerinde olusan somaklonal varyasyonun gosterilmesi, yurdumuz orijinli yabani
arpa hatlarinda parmakizi ¢aligmalarn ve polimorfizm degerlerinin hesaplanmasi gibi
amaglar i¢in kullamlmigtir. Genomik bitki DNA’ larmin amplifikasyonu 25 pd toplam
hacimde, mikrotiiplerde gergeklestirilmigtir. PCR Griinleri % 1 ve % 1.2° lik agaroz
jellerde analiz edilmigtir Bu ¢alisma, RAPD yonteminin, tohum kangikliklarimn

onlenmesinde zaman tasarrufit ve kesinlik agisindan 6nemini ortaya koymugtur.

Hamada ve Hagimori (1995), baz: kala (Zantedeschia spp.) gesitlerinin
tanilanmasi igin RAPD yoéntemini kullanmuglardir. 10 mer’ lik 60 primer kullanilmgtir.
PCR’ da kullanilan 25 ul’ lik reaksiyon hacmi, 10 mM Tris HC! (pH 9.0), 50 mM KCI,
1.5 mM MgCly, herbir dNTP 0.1 mM, 50 pmol primer, 50 ng genomik DNA ve 05
iinite Taq DNA polimeraz’ dan olugmugtur. PCR dongiileri 94 °C’de 1 dakika, 36 °C’
de 1 dakika, 72 °C’ de 1dakika ve 50 dongiiden olusmustur

Millan vd (1995), 10 bp uzuntugunda 21 primer kullanarak 19 giil tiriinii RAPD
markerleriyle analiz etmislerdir Daha 6nce yapilmig olan izoenzim analizleri RAPD
tekniinde oldugu gibi genetik iliskiyi tespit etmede gok etkili olmamigtir Ancak,
RAPD teknigiyle giiliin yabani ve kiiltir formlar1 arasindaki varyasyon kolayca tespit
edilmigtir. Amplifikasyon triinjeri %1' lik Agaroz ve %!1' lik Nu-Sieve ag;rozdan
hazirlanan jele yiiklendikten sonra 1x TBE tamponuyla yiirttilmiistiir Jel etidyum
bromid ile boyanmis ve UV 151k altinda fotograflanmystir.
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Moreno vd (1995), 14 adet primer kullanarak 31 Uziim tipi igerisindeki
polimorfizmi RAPD markerleriyle tespit etmigtirler. Herbir primer 3 kez tekrarlanmig
ve sabit sonuglar elde edilmistir, DNA amplifikasyonu 94 °C' de 30 saniye (1 dongil),
92 °C' de 30 saniye, 35 °C' de 1 dakika, 72 °C' de 2 dakika (50 dongt) ile
gergeklestirilmigtir. Amplifikasyon iriinleri % 15 luk agarozda 4 saat sireyle 100 V'
da aynistmimigtir. 14 primerden 5 tanesi (A01, A08, All, O10, O19) ¢ok iyi bant
desenleri olugturmugtur.

Sugawara vd (1995) tarafindan yapilan ¢aligmada, 12 mer' lik 124 adet primer
degisik turunggil gesitleri igerisindeki kimeralar: tantlamak ig¢in kullamimstir. RAPD
reaksiyonlarinda, toplam reaksiyon hacmi 125 pl tutulmus ve reaksiyonlarda 10 ng
turunggi! DNA' s1, 10.5 ng primer , 160 pM herbir ANTP (dATP, dGTP, dCTP, ve
dTTP), 10mM Tris HCI (pH 8 9), 1.5 mM MgCl,, 80 mM KCI, 500 ug BSA/ml, %01
sodium cholate, %0.1 Triton x -100 ve 0.5 {inite Tth DNA polimeraz knllamimigtir
PCR progranm olarak 93 °C' de 1 dakika, 42 °C' de 1 dakika ve 72°C' de 2 dakika (40
dongil) kullanlmustir Bantlarin netlifi ve stabilitesi igin DNA konsantrasyonu ile
oynanmig ve 2 ng, 5 ng, 10 ng 20 ng ve 50 ng olacak sekilde gesitli konsantrasyonlar
denenmistir. En giigliy bantlar 10 ng DNA ile cahsidiginda elde edilmigtir PCR
driinleri %1 5 ' lik Agaroz jelde ayrigtirilmg ve etidyum bromid ile boyandiktan sonra
fotograflanmigtr  Annealing sicaklii olarak 38 °C ve 42 °C' ler denemis, en giiglii
bantlar 42 °C' de tespit edilmigtir. Denenmis olan 121 primerden sadece 12 tanesinde
(A 00, A19, B.04, B‘§9, B41, B73, C11, Co64, C82, C388, C89) polimorfizm
saptanmugtir. Sonug olarak, RAPD markerleriyle geng bitki doneminde turuncgillerde

periklinal kimeralarin saptanabilecegi bildirilmigtir.

Continella vd (1996), Comune, Tardive ve Hernandina klemantin
seleksiyonlarint tanlamak igin RAPD markerlerini kullanmistirlar. Bu galigma da 80

 tane primer kullam!mis ancak 3 tanesi polimofizmi ortaya c:kamﬁstuz.

Machado vd (1996), farkli orijine sahip akdeniz mandarinleri icerisinde RAPD
markerleriyle genetik iliskiyi tespit etmiglerdir. Caligmada, tesadifii olarak segilen 21
adet 10 ve 8 mer' lik primerler kullanilmigtir. RAPD reaksiyonlarinda toplam reaksiyon
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hacmi 13 pl tutulmustur. RAPD ¢alismalarinda 1 3 pl 10x PCR tamponu (100 mM Tris-
HC! pH 8.3; 500 mM KCI ; % 0.01 gelatin), herbir dNTP' den 200 pM, 15 ng primer,
10 ng genomik DNA ve 1.5 Gnite taq polimeraz kullamilmistr Reaksiyon tipiiniin
igerisine toplam reaksiyon hacmi kadar mineral yag konulmugtur. PCR dongiilert, 92 °C
"de 1 dakika, 72 °C' de 2 dakika (36 dongii) ve son olarak 72 °C' de 10 dakika (1 dongi1)
olacak gekilde ayarlanmigtir. Basglangigta ayrica bir denaturasyon uygulamasina gerek
%14 'lik Agaroz jel tzerinde ayngtmilmustir. Arastima sonunda , 21 primerin
kullamimit ile toplam 111 bant elde edilmis herbir primer bagina elde edilen bant sayis1 2
ve 8 arasinda defigim gostermig, primer bagina ortalama 2.2 bant saptanmugtir Bant
uzunlugu 274 base pair (bp) ile 3006 bp arasinda belirlenmistir Saptanan bantlardan
%42' si polimorfik olarak belirlenmigtir. UPGMA cluster analizi sonucuna gore akdeniz
mandarin tipleri arasinda ¢ok diigiikk diizeyde genetik varyasyon goriilirken, akdeniz
mandarinleri ile dier turunggil tiirleri arasinda bityitk genetik farkliliklar géritlmiistiir

39 akdeniz mandarin tipinden 20 tanesi ayn: bantlar1 vermigtir Bu da onlarn ayn klon |
oldugunu gostermigtir. Aragtincilar sonucta, tipler arasinda diisitk genetik varyasyon

olsa dahi RAPD markerleriyle genetik polimorfizmin saptanabilecedini gostermiglerdir.

Malik vd (1996), 10 mer® lik 160 adet primer kullanmi§ fakat 147 tanesinde
amplifikasyon elde etmislerdir Primer bagmma ortalama 52 bant olugmustur
Primerlerden % 60- 70 G + C icerifine sahip olanlar % 50 ve % 80 G + C igerifine
sahip olanlardan daha fazla bant olugturmugtur. DNA bantlarinin uzunlugu 268 ile 2188
bp arasinda degismis;‘,iri Amplifikasyon {irtinleri % 1.5’ luk agaroz da TAE tamponuyla
. (% 0242 Tris base, % 0. 571 Glacial acetic asit ve 50 mM EDTA (pH 80 ) )
ayrigtinnlmiy ve etidyum bromid ile boyanmugtir. Sonug olarak bugday genotipleri
arasinda kegfedilen yiikksek polimorfizm, RAPD tekniginin cesit tamlamada yiiksek

potansiyelinin oldugunu gostermistir.

Russo ve Cerone (1996), C Clemantine Hortex Tan’ in 20 klonunun
belirlenmesi igin RAPD markerleri kullamlmigtir. Caligmada 10 mer’ lik primerler
kullanilmigtir  Caligmada elde edilen sonuglar ¢alisilan cgesitlerin ayrim: i¢in faydal
bilgiler saglamigtir.
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Varghese vd (1996), bitki materyali olarak Hevea brasiliensis’ e ait 24 adet
vejetatif cogaltilmig klon kullanmugtirlar DNA amplifikasyonu i¢in 126 primer
kullanilmig bunlardan 97 tanesi ayut edilebilir amplifikasyon uriinlerini olusturmustur.
Bityiikliikleri 0..35- 3 5 kb arasinda degisen 220 bant olugmug, bu bantlardan 111 tanesi
polimorfik karakter gostermistir Primer bagina bant sayisi 1-5 arasinda degismis
ortalama bant sayist ise 2.6 bulunmustur. Bu aragtirma sonucunda Hevea klonlarimin
ayriminda ve genetik bityiikliklerin tahmininde RAPD markerlerinin kullanilabilecegi

tespit edilmigtir

Agik vd (1997a), RAPD teknigini cins igerisindeki polimorfizmin derecesini
belirlemek igin A/fium tiwrlerine uygulamigtular. Afliuny’ un bes tiird, 4. isauricum, A.
myrianthum, A. curtum, A. igazasense ve A karamanogly sansa bagh primerler
kulamlarak varyasyonu belirlemek igin degerlendirilmislerdir. Primerlerden biri Allium
tirleri arasinda sayilabilir polimorfizmi ortaya koymugtur. Bant profilinde, tirler
arasindaki varyasyonlar gdzlenmigtir Bunlar cins igersinde sistematik ¢aligmalara
uygulanmgtir. Tiirler arasindaki genetik uzakhk hesaplanmig ve cluster analizi ¢aligilan

tirler arasindaki filogenetik iligkileri gdsteren dendogram igin kullaniImistir,

Acik vd (1997b), 10 mer’ lik primerler kullanarak RAPD amplifikasyonunu
gergeklegtirmiglerdir. 20 mM Tris- HC! (pH: 8 8), 500 mM KCJ, % 0.8 Nonidet P 40, 25
mM MgCl,, herbir INTP’ den 100 mM, 0 2 mM Primer, 25 ng Allium genomik DNA’
s1ve 1 (inite Taq polimeraz’ dan olugan 100 pl’ lik reaksiyonlar olusturulmustur. DNA”
lar % 17 lik Agaroz jel tizerinde aynstinlmustir Bu aragttrmada A. neopolitanum, A.
callidictyon, A. rupestre, A. scorodoprosum, A. affine ve A. juncetum arasimdaki genetik
uzakliklar saptanmgtir

Conner vd (1997), baz: elma ¢esitlerinde RAPD markerleriyle genetik iligkiyi
tespit etmistirler. 25 pl’ lik ¢ozelti ierisinde 13.2 pl su, 2.5 pl 10x tamponu (500mM
KCI, 100 mM Tris HCl pH 90, %! Triton X-100), 1 5 pl 25 mM’ Itk MgCl, herbir
dNTP’ den 2.5 mM olacak sekilde 125 pul ANTP, 15 pl 10pM’ Itk primer, 5 pl
DNA(10 ng/ ul) ve 0.5 unite Taq polimeraz olacak sekilde karisim hazirlanmigtir,
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Reaksiyon karigimunin {istine 1-2 damla mineral yag damlatilmig ve tiipler PCR
cihazina yerlestirilmigtir PCR programu 94 °C’de 1dakika, 35 °C’de 2 dakika, 72 °C’de
2 dakika (40 dongii) ve bunlary takiben 72 °C’de 8 dakika olacak sekilde

programlanmugtir. Amplifikasyon tiriinleri 1x Tris- borate elektroforez tamponunda 4
saat 100 V* de % 2’ lik Agaroz jelde ayrigtmimigtir. Jeller etidyum bromid ile boyanmig

ve transliminatorde polaraid film kullamlarak fotograflanmugtir:

Fafana vd (1997) c¢ahgmalarinda 16 yabani ve 3 tiire ait (Big lima, Sieva,
Potato) 30 gegitten olusan 46 adet Lima fasulye ¢esidinin genetik farklihigint RAPD
markerleri kullanarak tespit etmislerdir 12 mer' lik 172 adet primer kullanarak
mesoamerican ve andean adr verilen 2 temel grubu belirlemiglerdir. PCR program
baslangig denaturasyonu 94 °C' del5 dakika (1 d6ngii), denaturasyon agamas: 94 °C' de
1 dakika, annealing 34°C' de 1 dakika; extension 72 °C' de 2 dakika (45 dongiy), son
olarak ise 72 °C' de 10 dakika extension olacak sekilde ayarlanmigt 10 pl' lik PCR
iiriinleri igerisinde 1 mg/ml etidyum bromide bulunan %1 8' lik Agaroz jelde 50 mA' de
3 saat sireyle yiritilmigtir. Aynstiilmig amplifikasyon drinleri UV g1k altinda
poloroid film ile fotograflanmigtir Istatiksel anlizler sonucunda, 2 temel grup olan

mesoamerican ve andean gruplan igerisindeki yabani ve kiltur formlan arasinda % 37 7

icerisindekilere gére daha yiiksek polimorfizm oldugu gorilmigtir Mesocamerican
kiiltiir formu icerisindeki Sieva ve Potato kiiltiir gruplan arsinda diigiik fakat dnemli
farkhiliklar tespit edilmigtir.

m Ling vd (1997), poinsettia cesitlerinde yaptiklar1 RAPD analizlerinde 50 ul' lik
reaksiyon hacmi igerisine, 1x PCR tamponu (10 puM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8 3),
1.5 mM MgCl,, 200 mM dNTP, (Promega), 0.2 puM primer ve 1 5 unite Taq polimeraz
(Promega) koymuslardir. Genomik DNA (5, 10, 15, 20, 25, 30 ng), MgCl, (0.75, 1.0,
125, 15, 20, 25, 30 mM) ve Taq polimeraz (075, 10, 12, 15 175 20
Unite/reaksiyon) konsantrasyonlarinin optimizasyonlar: tizerinde ¢aligmiglardir RAPD
ﬁrﬁﬁlerinden 20 pl alinmig, TAE tamponuyla % 2' lik Agaroz jelde viiriitilmiig ve UV
transliminatortiyle fotograflanmigtir 9 adet poinsettia ¢esidinin tantlanmasinda

kullamlan 60 primerin 57 tanesinde amplifikasyon olugmusg, ancak 9 primerde
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polimorfizm saptanmugtir. 9 primerden elde edilen 48 RAPD bandindan 33 tanest
polimorfiktir. Poinsettia gesitleri ' Jingle Bells,, 'Supjibi, ' V17 Angelica, ve '
V14Glory', Red Sails', ‘Jolly Red', 'Freedom', 'Lio Red', 'Pink Peppermint' olmak
iizere iki gruptan olusmustur. Bu sonuglarda, RAPD tekniginin Poinsettia ¢esitlerinin

genetik iligkilerinin saptanmasinda etkili oldugunu gostermigtir.

Ortiz vd (1997) caligmalarinda 31 adet hexaploid ve diploid erik ¢esidi
kullanmiglardir: Kullamlan 21 primerden 3’iiyle (AD16, AD14 ve B1) yitksek derecede
polimorfizm belirlemiglerdir Bu c¢alismada aym ¢egidin farkli afaglarindan alinan bitki
materyali ile ekstraksiyon yapilmug ve olugan bantlarin birbirinin aym oldugu tespit
edilmigtir. PCR agamasinda 25 pl' lik reaksiyon hacmi olugturulmus iizerlerine ise 50
ul mineral yag konulmustur, PCR progratm olarak baslangigta 1 dongii ile 94 °C' de §
dakika, 45 dongii ile 94 °C' de 1 dakika, 37°C' de 1 dakika, 72 °C' de 2 dakika ve 1
déngii ile 72 °C' de 10 dakika siire ayarlanmugtir Amplifikasyon triinleri %1' lik
agaroz jelde yuriitilmis ve etidyum bromid ile boyanmustir Sonu¢ olarak RAPD
markerlerinin genetik iligkilert ve spesifik genotipleri tamlamada iyi bir ara¢ oldugu

tespit edilmigtir

Paz ve Veilleux (1997), diploid patates hibritlerinde RAPD markerleriyle
genetik farkhilif tespit etmiglerdir. PCR reaksiyonlarinda 0.6 uM’ ik 10 mer’ lik OPA,
OPC ve OPG serilerini igeren primerler kullamlmigtir. DNA amplifikasyon tiriinleri %
1.4’ lik Agaroz jelde Tris- borate- EDTA tamponuyla ayristirtlmigtir. Jel, 10 dakika
stireyle etidyum b;‘omid (Img/ 100ml)’ le boyanmig ve UV transliminatér ile
~ fotograflanmigtir. RAPD analizleri farkli zamanlarda 2 kez yapilmis ve iliskileri kontrol
edilmigtic RAPD iiriinleri monomorfik veya polimorfik olarak 2 tire ayrilmustr 60

primerden 11 (% 18.3) tanesi polimorfizm géstermemigtir,

Bartolozzi vd ( 1998), bademde PCR amplifikasyonu agamasim Wil?iams vd
(1990)’ nin yonteminde kigitk modifikasyonlar yaparak gergeklestirmislerdir PCR
déngtileri 94°C' de 2 dakika 1 dongii, 92 °C' de 45 saniye, 36 °C' de 1 dakika ve 72
°C' de 2 dakika 40 déngii ve en son dongii ise 72 °C' de 5 dakika olacak sekilde
programlanmigtir. PCR triinleri analiz edilene kadar 4°C' de saklanmugtir, PCR iiriinleri
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0.5x TBE tamponu kullamlarak % 2' ik Agaroz jel elektroforezde aynstirilmug ve
etidyum bromid ile boyanmgtir. Herbir PCR reaksiyonu, iki farkli sekilde elde edilmig
DNA ile en az 3 kez tekrarlanmistir Bantlar 300 bp' den 2.5 kb' a kadar degigmistir. 21
primer kullamlarak 18 gesit igerisinde 37 bant elde edilmistir Primerlerin Ggte birl

gruplan ayirt etmede iyi sonug vermigtir

Debener ve Mattiesch (1998), Rosa multiffora ve Rosa canina’ min farkh
biiyitklitklardaki 24 (10, 15 ve 20 bp ) primerini test etmigtirler. Primerler % 60 ve % 73
GC igeriginde olanlardan secilmigtit QOlugan bantlarin uzunlugu 100 bp ile 2000 bp
arasinda degigmistir. 10, 15 ve 20 mer’ lik primerlere gore daha fazla bant §rnekleri
olugturmugsturlar. 15 ve 20 mer’ lik primerlerde annealing sicakligt 55 °C iken 10 mer’

lik primerlerde 35°C olarak ayarlanmigtir.

Galdfrisi vd (1998), RAPD teknifini kullamlarak kestane (Castenea sativa)
cesitleri icerisindeki genetik iligkiyi tespit etmiglerdir. PCR reaksiyonunda kullanilan
primerler 10 ntikleotid uzunlugunda ve % 60 G+C igerigine sahip olanlardan se¢ilmisgtir.
PCR amplifikasyonunda kullanilan toplam reaksiyon hacmi ise 50 pl olup, 20 pmol
primer , 10mM Tris-HCI pH 8.3, 10 mM KCI, 3 mM MgCl>, herbir dNTP' den 200
1M, 20 pmol primer, 2.5 tnite Taq polimeraz ve 10 ng kestane DNA' st kullamiimigtir
Ilk PCR dongiisti 94 °C' de 3 dakika, 40 °C' de 1 dakika ve 72 °C' de 1 dakika olacak
yiklenmig, TAE tamponunda en az 1 saat 100-120 voltta yiiriitiilmugtiir Jeller 0.5
pg/ml etidyum br‘omic‘i ile boyanmiy ve UV 1gikta fotograflanmigtir Tiim primerlerin
.Olusturdugu bant sayis1 1-14 arasinda degismekle beraber, primer basina ortalama $
bant tespit edilmigtir Bantlarin uzunlugu 150 bp' den 140 bp' e dedisim gostermistir.
Amplifikasyon uriinlerinin analiz edilen tim cesitleri ayut etmede faydali oldugu tespit
edilmistir. Aragtimicilar ayrica, bantlarin kalitesinin DNA' ya ve Taq polimerazg bagh

oldugunu saptamigtirlar

Kumar vd (1998), Heliconia tiirleri ve ¢esitlerinin genetik analizlerini RAPD
markerleriyle yapmustirlar. Calismada 10 mer' lik primerler kullanilmugtir,. RAPD
reaksiyonlarinda kullanilan toplam hacim 50 pl olup, igerisine otoklavlanmig su, 10x
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PCR tamponu (Promega), herbiri 0. 4 mM olan dNTP, 1 mM primer, 5 unite Taqg DNA
polimeraz (Promega), 3 mM MgCl, ve 100 ng template DNA konulmustur. RAPD
iriinleri % 1.5' luk Agarozda 85-90 voltta 3 saat sireyle ayrigtirilmis ve etidyum
bromidle boyandiktan sonra fotograflanmistic Heliconia igin optimum DNA miktar
100ng olarak tespit edilmigtir. MgCl, konsantrasyonu ise 1 mM' dan 3 mM' a arttinlnus,
3 mM' da iyi sonug alinmig ancak 3 mM' dan daha yogun MgCl, konsantrasyonlarinda
bagar1 azalmigtir. Arastirma sonucunda, 2 triploid gegit H psittacorum- Tris' ve Petra’
10 farkl: primerle aym RAPD profillerini olusturmuglardir, bu da onlarin ayn: genotipe
sahip oldugunu goéstermistir

Uzun vd (1998), tarafindan yapilan bir aragtrma, PCR- RAPD teknifini
kulamlarak Turkiye’ de yaygin bir sekilde yetistiricilifi yaptlan Razaki ve Hafizali
Uziim ¢esitlerine ait toplam 18 adet tip ve klonlarnin teshis ve aymimlannin
gergeklegtirilmesi amaciyla yapilmigtir. Arastumada 9 adet 10 mer’ lik primer
kullaniimigtir. Toplam 9 primerden 73 adet bant olusmustur. Kullamlan primerler,
Razaki ve Hafizali tip ve klonlar: arasinda oldukga yitksek polimorfizm gostermiglerdir.
Bdéyle olmakla beraber, Razaki tipleri arasinda Pembe Razaki ve Deliemin Razakisinin,
bu galigmada kullanilan primerlerle teshis ve ayirimlar1 miimkiin olamamugtir. Hafizali
klonlarinin da bu primerlerle teshis ve ayirimlan gergeklestirilmigtir Razaki ve Hafizali
tipleri ve klonlan arasindaki % benzerlik indeksi degerleri olusturulmugtur Arastirma
sonunda, dogru primerlerin segilmesiyle tiim Razaki tiplerinin  ve bazi klonlarin
birbirinden ayrilabilecegi ortaya c¢ikmugtir. PCR teknigi, tzim ¢esitlerinin, tip ve
klonlarinin aymmlanﬁda gercekten oldukca giivemlir bir teknik olarak kabul edilmigtir




3. MATERYAL VE METOT

3. 1. Bitki Materyali

Bu c¢ahsmada kullamlan yaprak materyalleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakuiltesi
Bahge Bitkileri Bolitmii kolleksiyon parsellerinde bulunan Nova-I, Nova-II, Nova-III,
Lee-1, Lee-II, Satsuma, Klemantin (SRA 90), Kinnow, Robinson mandarin ve Minneola

tanjelo agaglarindan alinmgtir,

3.1.1. Cesitler

Satsuma: Satsuma 16, Yiizyilda Japonya’ da Tsao Chieh mandarininden bir sans
¢ogirii olarak olugmug ve 1900’ lii yillarin baglarinda Japonya’ dan Batum yoluyla
Rize’ ye gelmistir. Satsumalar kendi aralarinda Owari, Wase ve Satsuma benzerleri
olmak tizere 3’e ayrilmaktadir ve Tiirkiye’ deki Satsumalarin g¢ok biyitk bir kismu
Owari grubunda yer almaktadir (Tuzcu 1990, Burdette 1993).

Meyve kabugu hasat déneminde sari-portakal renginde ve hafif pirizlidir;
kalinhi 3.37 mm’dir. Ozellikle erkenci satsuma ¢egitlerinde meyve kabugu yesilken
meyve olgun haldedir Kabuun meyve etine baghlig:t gevsekiir. Olgunlagma
déneminden sonra kabugun etten aynlmast kolaylagmaktadir. Puflagmaya egilimi
fazladir Depolamaya ve tagimaya elverislidir. Meyveleri basik sekillidir. Ancak bazen
boyunluluk goriilebilir. Meyve genislifi 51 22 mm, uzunlugu 51 22 mm, agurligr 99.59
gr’ dur. Meyve eti koyu portakal rengindedir Tat, koku ve kalitesi yiiksek bir gegittir.

%10.46, titre edilebilir asit miktan ise %1.33, SCKM/Asit orami 8.28’ dir. Meyve bagina
ortalama 1 18 adet ¢ekirdek diigmekte olup gekirdeksiz bir gegit sayilmaktadir:

Verimli bir cesit olup elverigli iklim ve bakim kosullarinda az peryodisite
gosterir. Ancak, kosullarin bozulmasina ve yaglanmaya bagl: olarak peryodisiteye
egilimi artar Genelde diizenli iriin veren bir gesittir Partenokarpiye egilimi oldlikga
yiksektir. Afaglan yayvan tagh olup digitk sicakhiklara ok dayamklidir Erkenci bir
¢esittir. Olgunlastiktan sonra ajacta fazla kalmamaktadir (Hodgson 1967, Tuzcu 1990,
Yesiloglu 1996).
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Meyve yassidir. Yassiltkla nemli gartlar arasinda siki bir iligki vardir, Nem,
meyve miktan ve kalitesine olumlu etki yapmaktadir. Nemli sartlarda kabuk ekstrem bir
sekilde incelmekte ve usare miktann artmaktadir. Tozlanma ve doéllenme olmadan
partenekarp meyve olugturmakiadwr. Satsumanin Ege’ deki anaci ii¢ yapraklidir Bu anag
tizerinde en iyi meyve kalitesine ulagmakta ve sofufa dayamiklilift biraz daha
artmaktadur Ege Bolgesinde, satsuma anaci olarak Troyer citrange ve kiregli yerlerde,
pH’s1 yiksek verlerde Turung da kullamilmaktadir Ozellikle Troyer satsuma igin iyi bir
anagtir (Mendilcioglu 1996)

Satsuma mandarini farkli genetik yap1 gosterir ve genetik yapist stabil degildir.
Satsuma mandarinin gelisiminde mutasyon onemli bir yer kaplamaktadr Goz
mutasyonu ile yeni gesitler meydana gelmistir. Erkenci, orta ve gegci olabilmektedirler
Japonya’da son 60 yil igerisinde ¢ok farklhi Satsuma mandarin tipleri meydana gelmigtir.
Mutasyona egilimi ¢ok yiiksek oldugu i¢in Owari, Miho Wase, Kuno, Imamura gibi
- ¢ok farkl zamanlarda olgunlagan tipleri vardir (Burdette 1993).

Sicakhk toplami ihtiyaglan ¢ok azdwr Mandarin gesitleri igerisinde en
erkencisidir. Ege de ekim bagindan itibaren Akdenizde ekim ortasindan itibaren
olgunlagmaktadir. Soguklara dayamklidir (-8,-9°C). Meyveler bakimindan tilkemizde
sofuk tehlikesi yoktur. Erken olgunlagrr ve soguklar baslamadan hasadi bitmektedir.
Fizyolojik olgunluga eristiginde renk yesi! kalabilmekte ve i¢ kismi fizyolojik
olgunluga erisince hasat edilmektedir Dilim konserveciligine uygundurlar Muhafa?aya

ve tagimaya ¢ok elveriglidirler.

26



 Sekil 3.1 Materyal olarak geng yapraklarin alindi@ Satsuma agaciin goriingimii

‘Klemantin: Cezayir’de dogal bir mutasyon veya baz aragtirmacilara gore, turung x
'.'mandarin melezlemesi sonucu meydana geldigi sanilan Kiemantin, Antalya Narenciye
3:'ara§mma enstitiisime Italya’dan 1936 yilinda getirilerek introdiiksiyonu yapimugtir.
Standart bir gesit olup 6zellikle dig pazann ¢ok tuttugu ve tarudifs bir gesittir. Daha ¢ok

. Akdeniz bolgesinde yaygmlik kazanmigtur.

| Meyve kabugu koyu portakal renkli, diizgiin ve parlak, fakat vag keseleri nedeni
. ile hafif piriizhi gorinimdedir. Kabuk kalmhi@ 2 62 mm’ dir Kabufun meyve etine
E bagliligi orta sikadr. Dige‘r mandarin gesitlert kadar puflagma gostermemektedir.
Tagima ve depolamaya elveriglidir Meyveleri hafif basik ile yuvarlak arasi bazen
boyunludur Meyve eti koyu portakal renginde gevrek, sulu, aromal ve yiiksek
- kalitelidir Meyve genigligi 53.26 mn, uzunlugu 47.17 mm, agub@ 67.37 grdm

:-_ Olguntuk doneminde usare miktan % 44.75° tir. Suda ¢ozilebilir kury madde miktar:
" (SCKM) % 12.23, titre edilebilir asit miktan (A) ise %1 29, SCKM/A oram: 9 67'dif
~ Meyve bagina ortalama 4 89 adet gekirdek dismektedir.
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Cok verimli bir gegittir Peryodisiteye eZilimi ¢ok azdir. Cok verimli olabilmesi
i¢cin bakim kosullarina ve budamaya dikkat edilmesi gerekir Meyveler daha ¢ok agacin
dig kismindadular Kendine uyusmazhik gostermektedir Etraftan ¢igek tozu gelmezse
gekirdeksiz partenokarp meyveler meydana gelmektedir. Iyi bir verim elde etmek igin
tozlayict gesit karisimi yapmak yararli olmaktadir Ancak, meyve basina diigen gekirdek
sayisinda 6nemli bir artig meydana gelmektedir (Tuzecu 1990, Mendilcioglu 1996).

Agaci orta biyiiklikte, dallan dikensize yakin ve yapraklanma siktir Agag
soguBa olduk¢a dayamklidir. Cigceklenme ve meyve tutum dénemlerinde uygun
olmayan iklim kosullarmna afa¢ ¢ok duyarlidir. Meyveleri erken olgunlagtigindan surekli
kis yagiglar1 ve donlaninin baslamasindan énce toplanmalidir. Klemantin de, Satsuma
gibi erkenci bir mandarin ¢esidi olup meyveleri ekim ay1 ortasindan itibaren
olgunlagmaktadwr (Hodgson 1967, Tuzcu 1990).

Klemantin monoembriyonik bir gesittir ve islah amaciyla tohum ebeveyni
olarak kullamimaya elveriglidir. Umit vadeden yeni mandarin ve tanjelo hibritleri
Fairchild, Lee, Nova, Osceola, Page, Robinson, Fortune ve Fremont i¢in tohum
ebeveynidir. Satsuma gibi Klemantinin de mutasyon efilimi yitksektir. Diinyada en
onde giden Klemantin ireticisi ulke Ispanyadir. Ispanya’ da baglangigta Fina en ustiin
Klemantin mutantiyken Nules gibi daha kaliteli mutantiar kegfedilince tretimin yoni
degigmistir Klemantin’ in her yil ¢ok daha tstin niteliklerdeki mutantlan
kesfedilmektedir Ornegin; SRA seleksiyonlari, Nules, Oroval, Hernandina, Arrufatina,
Orogrande, Marisol, Eshal, Oronules, Tamatera, Clemendart, Guillermina gibi. Bu
mutantlarin herbirinin digerlerine gore tat, aroma, meyve yapisi, meyve i¢ kalitesi,
meyve iriligi, erkencilik veya gegcilik gibi farkli iistiin yanlan vardir. Bunlardan amaca,
uygun yetistiricilik yapilacak bolgenin ekolojik sartlarina ve pazar faktériine en uygun
seleksiyon segilerek yetigtiricilik yapilmaktadir (Hodgson 1967, Burdette 1993)

-~
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Sekil 3 2. Materval olarak geng yapraklarin alindig Klemantin agacindan bir gériinim

Robinson: Robinson, ABD’de Gardner ve Bellows(1942) tarafindan Klemantin
mandarini ile Orlando tanjelonun melezlenmesi sonucu elde edilmis ve 1959 yilindg
tanstitmustr: Daha iri meyveli bir gesit olan Lee ve Osceola’ nin kardesidir. ABD’den
1967 ve 1973 yillarinda yapilan introduksiyoniar ile Tiirkive’ye girmigtir
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Meyve kabugu portakal renkli ve hafif pirizlidir; kalnhg 375 mm’dir
Kabugun meyve etine baglilifn sikidu. Puflagmaya efilimi azdir Tagimaya ve
depolamaya elveriglidir. Meyveleri yuvarlaga yakin hafif basik sekilli, genigligi 67.71
mm, uzunlugu 9 28 mm, agulif 14522 gr’ dir Meyve eti sari-portakal renkli, suly,
lezzetli ve tathdir, Olgunluk d6éneminde, usare miktar1 % 46 32°dir. Suda ¢oziinebilir
kuru madde miktar1 (SCKM) %12 32, titre edilebilir asit miktan (A) ise %0.95,
SCKM/A oram 13 05°tir. Meyve bagina 19.35 adet gekirdek diymektedir. Verimli bir
cesit olup peryodisite eZilimi ¢ok azdir Diizenli meyve verir Dallart dikensizdir.
Yapraklart mizrak bi¢iminde ve genistir. Agag kuvvetli biiyiir.

Erkenci bir gegittir. Meyveleri Ekim-Aralik aylarinda olgunlagir. Olgunlagtiktan
sonra afa¢ uzerinde uzun sire kalabilir Dokiimlere dayaniklidir. Gosterigli bir
meyvedir Cekirdekli olmasi diginda hicbir problemi yoktur ve Tirkiye® de hizla
geligmesi beklenen bir gesittir (Hodgson 1967, Tuzecu 1990, Yesiloglu 1996).

Nova: Nova, 1942 yiinda ABD’ de Gardner tarafindan Klemantin mandarini ile
Orlando tanjelosunun melezlenmesi sonucu elde edilmis ve gerekli incelemeler ve
aragtirmalardan sonra yetigtiricilere 1964 yilinda tanstilmigtir. Bu ¢ok erken olgunlagan
cesit Lee, Osceola ve Robinson mandarinlerinin kardegidir. Tirkiye’ ye 1967 ve 1973

yillarinda yapilan introdiiksiyonlar ile girmigtir.

Meyve kabugu parlak portakal renkli ve hafif piirtizliidiir; kalinhigi 3.96 mm’dir,
Kabuk meyve etine' siki baglidir. Meyveleri hafif bastk sekilli, genigligi 73.86 mm,
uzunfugu 63.50 mm, aguligr 172 42 gr’ dir. Meyve iriligi Klemantin® den daha fazladir.
"~ Meyve eti koyu portakal renginde, sulu ve lezzetlidir. Meyve kalitesi yiiksektir.
Meyvenin soyulabilirlifi Klemantin’ e goére daha zordur. Olgunluk déneminde, usare
miktart % 39.34°tiir Suda ¢oziinebilir kuru madde miktant (SCKM) % 11 20, titre
edilebilir asit miktar: (A) ise % 1.03, SCKM/Asit oram 10.59°dur. Meyve basma 20.92
adet ¢ekirdek diigmektedir.

Verimli bir gesit olup peryodisite edilimi azdwr. Olgunlagma zamam Kasim

aytdir Puflagmaya egilimi yoktur. Poliembriyonik bir gesittir. Ebeveyni Klemantin gibi
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kendine uyusmazdir. AZag tizerinde oldukca uzun siire kalabilmektedir. Dogu Akdeniz
bolgesinde izl bir yayilim gostermigtic Her yil diizenli meyve verir. Meyve irili§t ve
sekli bakimindan Orlando’ ya ¢ok benzer ve irilik bakimindan homojendir. Ayrica
Orlando’ dan daha erken olgunlagmakta ve gosterisli bir meyve olarak goriilmektedir.
Cekirdekli olmasi, tanelenmeye ve gines yamklifina duyarh olusu yetigtiriciligini
simrlayan faktorlerdir, Carrizo citrange, Troyer citrange, Swingle citrumelo, Cleopatra
mandarini ve X639 tavsiye ediI_en anaglaridir (Hodgson 1967, Tuzcu 1990, Burdette
1993)

Minneola Tanjelo: Minneola tanjelo, 1931 yilinda Florida’da Dunkan altintopu ile
Dancy mandarinin melezlenmesi ile elde edilmigtir Orlando ve Seminole ile aym
ebeveynlere sahiptir. 1967 ve 1973 yillarinda ABD’ den yapilan introdiiksiyonlar ile
Tirkiye’ ye girmistir.

Meyve kabufu hasat déneminde koyu-portakal renkli, parlak ve diizgiindiir;
kalinhigr 3.62 mm’ dir. Kabuk meyve etine orta derecede bagldi Tagimaya ve
depolamaya elveriglidir Meyveleri hafif uzun ve karakteristik bir gekilde biraz
boyunlu, genisligi 4973 mm, uzunlugu 62 94 mm, agulii 1056 g’ dr Meyve eti
portakal renginde, yumugak, suly, lezzetli, aromalt ve hafif eksgidir Olgunluk
doneminde, usare miktan % 4577 dir. Suda ¢ozilebilir kuru madde miktart (SCKM)
% 11 35, titre edilebilir asit miktari (A) % 1.06, SCKM/Asit oram: 10.66° dir. Meyve
bagina 12 32 adet gekirdek diismektedir.

Olduk¢a verimli bir ¢esit olup periyodisite gosterir. Yeterli bir meyve verimi
elde etmek igin tozlayict gesgit kangimi yararh olur. Agag kuvvetli ve genis taglidir
Yapraklari genig ve sivii ugludur Soguklara da oldukca dayanikli bir gesittir Toprak
yapist ve iklime gore kullamlan anaclar degismektedir Kaba limon, Volkameriana,
Carrizo citrange, Troyer citrange ve Swingle citrumelo en populer anaglandm

Peryodisite ve alternarya’ ya duyarlidir.
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Orta mevsim g¢esidi olup, meyveleri Ocak-Subat baginda olgunlasir. 1980° li
yillardan sonra, ¢zellikle Dogu Akdeniz bolgesinde en fazla yayilan gesittir (Hodgson
1967, Tuzcu 1990, Burdette 1993, Yesiloglu 1996).

Kinnow: Kinnow mandarin g¢esidi, Kaliforniya Universitesi’nde Frost tarafindan King
ve Yerli mandarinlerinin melezlenmesi sonucu 1915 yilinda elde edilmigtir ve 1935
yilinda isimlendirilip vetigtiricilere tamtilmistir. 1967 ve 1973 yillarinda ABD’den
yapilan introditksiyonlar ile Tiirkiye’ye girmistir Bati Pakistan ve Hindistan® da ticari
olarak yetigtiricilifi yapilmaktadir.

Meyve kabugu hasat doneminde sari portakal renkli, parlak ve dizgindir;
kalinliF 3.13 mm’ dir. Kabugun meyve etine bagliligt sikrdir, Puflagmaya egilimi azdir.
Meyveleri basik yuvarlak sekillidir Meyve genisligi 55.15 mm, uzunlugu 46.35 mm,
agirhif 82 93 gr’ dur Meyve eti portakal renginde, ¢ok sulu, tat ve aroma maddelerince
zengin ve tath bir cesittir. Olgunluk déneminde, usare miktar1 %4130’ dur. Suda
¢ozilebilir kuru madde miktar1 (SCKM) % 14 22, titre edilebilir asit miktar: ise %1.81,
SCKM/Asit oram 7.96” dir. Meyve bagma ortalama 22 20 adet ¢ekirdek diigmektedir

Verimli bir ¢egit olup, “var” yillarinda asirt miktarda meyve tutmast nedeniyle
meyve irilifini arttirmak igin seyreltme zorunlulugu vardir. Mutlak peryodisite gosterir.
Agaclar: kuvvetli biyiir, genis tacly, yitkksek boyludur. Dallan dikensizdir. Genis mizrak
bigiminde bol yapraklt ve poliembriyonik bir gesittir.

Gegcei bir ¢esit olup meyveleri Mart basinda olgunlasir Olguniastiktan sonra éok
" az bir puflagmayla afag iizerinde goreceli olarak uzun stre kalabilir. Gegei bir gegit
olmasi nedeniyle “var” yilinda diigiik sicaklardan hem meyveler hem de afag 6énemli
derecede zararlanm Bu nedenle Tiirkive’® de soZuktan korunmus bolgelere
dnerilmektedir (Hodgson 1967, Tuzcu 1990). g

Lee: Lee, 1942 yilinda ABD’ de Gardner ve Bellows tarafindan Klemantin mandarini
ile Orlando tanjelosunun melezlenmesi sonucu elde edilmis ve gerekli incelemeler ve

aragtirmalardan sonra yetigtiricilere 1958 yilinda tanitilmagtr:
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Meyve orta iriliktedir, Meyve yiizeyi diizgiin, puriizsiz ve kabugu kolay
soyulabilir Kasim somu araltk baginda olgunlagir. Baz iklim sartlarinda hafif
boyunluluk gorilebilir (Hodgson 1967)

3.2. Genomik DNA Izolasyonu

Bitki materyalinden genomik DNA’ nmn eldesi i¢in Delloporta (Delloporta vd
1983) yontemi lullanilmugtir. Bunun i¢in her ajactan yaklapk 1 gr geng yaprak
dokular1 alinarak bir miktar siv azot ile steril porselen havanda ince bulamag olana dek
ezilmigtir. 1 5 ml’ lik otoklavlanmus eppendorf tiiplerine aktarrlan homejanatm tizerine
800 pl ekstraksiyon tamponu ve %20° lik 75 pl SDS (Sodyum Dodesil Silfat) ilave
edildikten sonra 10 dakika 65°C’ lik su banyosunda tutulmusgturlar, SDS tiim proteinleri
par¢alar. Homojenat, SDS sogukta donacag: i¢in 10 dakika 65°C’ lik su banyosunda
tutulmugtur. Su banyosundan ¢ikan homejenatlara S M 200 pl Potasyum asetat ilave
edilmig ve vertekslenmigtir Potasyum asetat istenilmeyen maddeleri ¢okertmek igin
kullamilmigtir Buz bulunan kabin iginde 20 dakika bekletildikten sonra 12.000 rpm’ de
(devir/dakika) 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust stvt yeni tiiplere aktanimis ve %100’
lik etanol ilave edildikten sonra tipler yavasca kangtirilmig ve 30 dakika derin
dondurucuda(-20°C) bekletilmigtir. Derin dondurucudan ¢tkarilan tiipler 12.000 rpm’ de
5 dakika santrifiij edilmigtir Santrifijden sonra tiiplerin iist kismundaki sivi atilmig ve
tupler kurutma kagidh iizerinde ters ¢evrilerek birkag dakika tutulmustur. |

Tiiplere 100 pl TE konulmug ve pipetlenerek ¢ozelti iyice kangtmimigtir. Soltisyon
. lizerine 100 pl Fenol- kloroform (Fenol- kloroform 1:1) kangimu eklenerek 12 000
ipm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra tiiplerin fist kismindaki sivi
ahnip bagka tiiplere aktarlmugtir. Her bir tiipe 3 M 80 pl Sodyum asetat konulmus,
bunun iizerine de % 100’ lik etano! konulmustur. Bu agsamada tiipler yarim saat derin
dondurucuda bekletilmigtir, Derin dondurucudan ¢ikarildiktan sonra DNA, 3-4 dakika
12000 rpm’ de santrifiij yapilarak ¢oktiinilmistiir Santrifijden sonra tiiplerin ust
kismindaki siv1 atilmug ve tiiplerin dibinde sadece DNA birakilmustir.
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_: ~ Sekil 3 3. DNA eksiraksiyonunda kultamilan yapraklarin alindifis geng stirgiinter.

DNA’ y: temizlemek igin tekrar tiiplere 100 ul TE konulmug ve pipetienerek ¢okelti

iyice karigtintmistir. Soliisyon tizerine 100 pl Fenol- kloroform (Fenol- kloroform 1:1)
karigtm eklenerek 12000 rpm’de 10 dakika santrifij edilmis Santrifiijden sonra
- tiiplerin tist kismundaki stvi ahnip bagka tiiplere aktanimugtu. Her bir tiipe 3 M 80 pl
' Sodyum asetat konulmus, bunun uzerine de % 100° lik etanol konulmustur. Bu
~ agamada tiipler yarim saat derin dondurucuda bekletiimis ve derin dondurucudan
¢ikariidiktan sonra DNA, 3:4 dakika 12.000 rpm’ de santrifilj yapyarak ¢okttiriilmiigtiir
Santrifiijden sonra tiiplerin fist kismindaki sivi atilmug ve tiiplerin dibinde sadece DNA
- birakslmigtir. Bu DNA” lar % 70° lik Etanolle yikanmus, 1 dakika santrifiijden sonra
| tiplerin istd bogaltilmig ve sadece ¢okelti birakilmustir Bu ¢okeltinin kurumast

- beklenmis ve ¢okeiti, herbir tiipe 100 pwl TE Tamponu eklenerek ¢ozdirilmigtir

_ (Cizelge 3.1) RNA’ yi ortamdan uzaklagtrmak amactyla, omeklere 1 ul RNase
| (10mg/mi) enzimi konarak 37 °C” de 15 dakika inkiibe edilmigtir.
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Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullamilan tamponlar

Cozeltinin Ismi Icerigi Konsantrasyonu
Ekstraksiyon Tamponu Tris HCI pH: 8.0 20M
EDTA pH: 8.0 - {0.5M
NaCl 50M
Mercaptoetanol 20mM
TE Tamponu Tris HCl pH: 8.0 20M
EDTA pH: 8.0 0SM

Cizelge 3.1.” de gosterilen ve ekstraksiyonda kullanildify belirtilen ¢ozeltiler asagida
belirtildigi sekilde hazulanmgtir;

Sodium Kleriir SM (50 ml): 14 61 gr NaCl 40 ml suda ¢6ziilmis ve daha sonra

gozeltinin hacmi 50 ml’ ye tamamlanarak otoklav edilmistir.

Ethylenediaminotetracetate (EDTA) 0.5 M (50 ml): 9305 gr EDTA 30ml suda
¢oziilmiis ve ¢ozeltinin pH’ s1 1 gr NaOH peleti ile 80’ e ayarlanmg ve ¢ozeltinin

hacmi 50 ml’ ye tamamlanarak otoklav edilmistir.

Tris tamponu 2 M (S0 ml) : 12.12 gr Tris base 30 ml suda ¢6zillmig ve ¢ozeltinin pH’

s1 HC! ile 8’ ayarlanmig ve hacmi 50 ml” ye tamamlanarak otoklavlanmigtir
Sodyum Asetat 3 M (10 ml) : 2 46 gr Sodyum asetat 5 ml suda ¢éziillmiis ve gozeltinin

pH’ si glacial asetikasit ile 52’ ye ayarlanmig ve ¢ozeltinin hacmi 10 ml’ ye

tamamlanarak otoklavianmisgtir.

Potasyum Asetat SM (20ml) : 9.82 gr Potasyum asetat 10 ml suda ¢éziilmiis ve daha

sonra gozeltinin hacmi 20 ml” ye tamamlanarak otoklav edilmigtir

SDS (Sodium Dodecyl Siilfat) % 20 : 20 gr SDS 100 ml suda g¢ozilmus ve filtre

edilmigtir
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- Sekil 3.4 DNA ekstraksiyonunda sivi azot uyguiamadan 6nceki geng yapraklarm
gorinumi

3.2, 1. DNA miktanmm spekirofotometrik yontem ile belirlenmesi

:_ Spektrofotometrede okuma yapilmadan 6nce DNA’ larin temiz olup olmadifr ve
 aynca DNA’ larda kinilma olup olmadigi ekstrakte edilen DNA® lar jelde yuritilerek
 belirlenmistir. Bu amagla, % 0.8 Agaroz jel hazulanmugtr. 10x Tris-acetate EDTA
(TAE) tamponundan hazirlanan 1x TAE tamponu jelin virtitilmesinde kullamimistir
_ 10x TAE ve I1x TAE tamponlar: asagida belirtildigi gibi hazrlanmigtir.

'3: - 10x TAE tamponu(l L): 48 4 gr tris base, 11.42 m! Glacial acetic asit ve 20 ml EDTA’
3-::'3 da (0.5 M) ¢oziilmils ve ¢ozeltinin hacmi 1 litreye tamamlanmigtic

1x TAE tamponu(l L): 10x TAE tamponundan 100 m} ahnmis ve bunun iizerine 900

- ml steril saf su ilave edilmistir.
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Ekstrakte edilen DNA’lar, Agaroz jel iizerinde yirtitilmiistiir. Bu amagla, % 0.8
oramndaki Agaroz Ix TAE tamponunda  mikrodalga finnda eritilmis ve jel
sogutulmugtur. Soguyunca icerisine tarak yerlegtirilmig jel kabma dokiillmiigtir. Jel kab
icerisinde donduktan somra tarak c¢ekilmis ve jel kabr elektroforez initesine
yerlestirilmigtir. Elektroforez iinitesine jelin {izerini kapatacak kadar 1x TAE
tamponundan ilave edilmigtir Daha sonra DNA Orneklerinden 4 ul, jel yikleme
tamponundan (% 0.1 Bromfenol blue, 250 mM EDTA ve % 50 Glycerol) 1 pul alinmig
ve bu karigim taraklarin kuyucuklarina mikropipet yardimyla yiiklenmistir. Jele marker
olarak 1 ul 1 kb DNA ladder yitklenmistir Elektroforez 60 Volt’ da gergeklestirilmis ve
jelin viritiilmesine Bromofenol blue agaf: yukan 3-4 cm ilerleyinceye kadar devam
edilmigtir. Daha sonra jel etidyum bromid ¢ézeltisinde yarim saatte boyanmus ve jel saf
sudan gegirildikten sonra transliminatorde UV lamba altinda goriintiilenip termal kagida
fotografi ¢cekilmistir Jelin boyanmasinda kullanilan etidyum bromid agagida belirtildigi
sekilde hazirlanmigtir:

Ethidium Bromide ¢ozeltisi: Once ana stok, 1 ml’ de 10 mg ethidium bromide olacak
sekilde hazirlanmis. Daha sonra, bu stok ¢ozeltiden her 100ml suya 5 ul ilave edilerek

ara stok hazirlanmig ve jelin boyanmasinda bu ara stok kullamilmigtur.

Elde edien DNA 6rneklerinden 2 pl alinmis ve uizerlerine 1998 pl saf su ilave
edilmigtir Daha sonra, Spektro-fotometrede 260 (Azep) nm dalga boyunda absorbsiyon

deZerlerine bakilmig ve ¢ift zincirli DNA konsantrasyonlar: hesaplanmgtir

DNA konsantrasyonlar: hesaplanmasinda;

“ Absorbans degeri (Azeo) x 50 x Seyreltme Oram” (Maniatis 1982) formili
kullamimis ve Genomik DNA 6rnekleri buz dolabinda saklanmigtir
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3. 3. RAPD Vintemi {le Mandarin Cesitlerinin Analizi

10 tane mandarin ¢esidinden izole edilen genomik DNA’ larm, RAPD
yontemiyle rastgele bolgeleri cogaltilarak analiz yapilmistir Bu analiz de bazi RAPD
parametreleri kullam!mugtir. Bunlar sirasiyla; genomik DNA, Taq Polimeraz, MgCl,,
Primer, dNTP, 1x PCR tamponu ve bidestile sudur.

3 3.1, Primer

Calismada 10 nikleotidlik 10 farkh primer kullamlmis ve bu kullanilan
primerlerin niikleotid dizileri rastgele segilmis olup Guanin / Sitozin bazlari oran: en az
% 50 olanlar se¢ilmigtir. Bu primerlerin baz dizilisi Cizelge 3.2.°de verilmigtir Disiik
G-C igerikli primerler genellikle verimli amplifikasyon orani olusturmamgtir. Ciinkii G-
C u¢ hidrojen bag igerirken iki hidrojen bag: iceren A-T ve %50 den daha az G-C ile
yapilan Primer-DNA hibridi 72°C sicaklifa dayanamamustir. Bu nedenle DNA- Primer

hibridi polimeraz polimerasyonuna baglamadan énce yok olmustur.

Cizelge 3.2. RAPD analizinde kullanilan 10 niikleotid uzunlugundaki primerler

ISIM Dizi (5°- . ....3") % G+C miktar
A02 TGC/CGA/GCT/G 70
AD4 AAT/CGG/GCT/G 60
AD6 GAA/ACG/GGT/G 60
A07 AGA/TGC/AGC/C 60
All CAA/TCG/CCG/T 60
Al3 CAG/CAC/CCA/C 70
EQ8 TCA/CCA/CGG/T 60
E0%9 CTT/CAC/CCG/A 60 ~
E12 TTA/TCG/CCC/C 60
El4 TGC/GGC/TGA/G 70
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3.3.2. Enzim

PCR teknolojisinde kullanilan ilk enzim olarak E.coli’ den izole edilen DNA
polimeraz enzimi termolabil oldugu ig¢in 1smn 95°C’ ye gikmas: halinde inaktif
olmaktadr Bu dezavantaj gidermek amaciyla, her periyotta yeniden enzim katilmast

yerine 1s1ya dayamkh enzim konulmas: tizerinde durulmugtur (Ercan 1998).

Bu amagla Polimeraz Zincir reaksiyonlarinda, termofilik bakteri olan Thermus
aquaticus’ dan izole edilen 100 °C sicaklikta bile aktivite gdsterebilen bir enzim

kullamtmugtir Bu enzim yaklagik 75°C sicaklik ve pH 9'da en yiksek aktiviteyi
gosteren Taq DNA polimeraz (Promega} enzimidir (Ercan 1998).

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cizelge 3. 2’ de gosterilen 10 primer kullanilarak yapilan Polimeraz Zincir
Reaksiyonlar1 agafida belirtilen RAPD parametrelerinin sirasiyla eppendorf tiiplerine

eklenmesiyle gergeklestirilmigtir

Cizelge 3 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ nda kullanilan RAPD parametreleri

RAPD Parametreleri Miktar (ul)  |Final Konsantrasyon

Steril bidestile su 10.75 _

Taq polimeraz inkibasyon tamponu|2.5 50mM KCL, 1mM Tris- HCI
(Promega) (pH: 9) ve % 1 triton X-100
MgCl; (Promega) 25 25 mM

dNTP (Promega)’ ler 1 5mM

Primer (Promega) 5 10 pmol

Genomik DNA 1S 50 ng

Taq DNA polimeraz Enzimi|025 1.25 Unite :
(Promega)

Bu parametreler eppendorf tiplerine swasiyla konmus ve sonra da  iyice

kanigtinlan eppendorf tiiplerine egit hacimde mineral yag eklenmis ve PCR cihazinda
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Herbir tijp Uzerine esit hacimde mineral yaf koymamizin nedeni buharlagmay
onlemektir. Mandarin tari  igin belirlenen protokol tim ¢aligmalar igin

kullanilamanusgtir,

PCR cihazinda kullamlan program asagidaki gibidir;

95°C 5 dakika 1 déngi Denaturasyon
94 °C 1 dakika Denaturasyon
36 °C 1.5 dakika 145 dongi Annealing
72 °C 2 dakika Extension
720 10 dakika 1 dongi Extension

3. 5. Agaroz Jel Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu triinleri % 1.5 ve %1.6 Agaroz jeller kullamlarak
analiz edilmigtir. 0.75 gr veya 0.8 gr Agaroz (agorose basica) tartilip, gizelge 3. 4.” de
belirtilen 50ml 1x TAE tamponunun buluﬁdugu bir erlenmayer mikrodalga firna
konmug, Agaroz tyice ¢ozdirillmigtiir. Bu islemi yaparken kaynamaya enge! olacak
sekilde sik araliklarla erlen mayer mikrodalgadan cikarilip kargtinlarak tampon

_igindeki Agarozun gozdiriilmesi saglanmigtir.

Daha &nceden belirlenen elektroforez kabimn igine amacimiza uygun yeterli
miktarda digi olan tarak yerlestirilmigti. Tampon sogutulduktan sonra, kabarcik
kalmayacak sekilde kab icine dokilmiistiir Tampon dékilditkten sonra meydaria gelen
kabarciklar pipet ucu ile dikkatlice yok edildikten sonra tampon donmaya birakilmigtir
Jel yaklagtk 20-25 dakikada dondurulmug ve 1x TAE tamponu jelin iizerini tamamen
kaplayacak sekilde dokildtkten sonra tarak dikkatli bir sekilde gikarilmigti. Tarak
¢ikariirken mutlaka tampon konmug olmalidir. DNA’mn  kuyucuga yiiklenip
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yilklenmedigini ve ne kadar elektroforez oldufunu anlamak igin boya (ytikleme
tamponu) kullanilmigtir, Kiigiik ependorf tiiplerinde (0.5ul) bulunan herbir 6rnege 3l

bromofenol mavisi ilave edilmigtir Bunun iizerine de polimeraz zincir reaksiyonu

jel kuyucuklarma yitklenmigtir

Elektroforez, sabit 60V ve 130 A serbest alum altinda (-)’ den (+)’ ya dogru
ortalama 2.5 saat yapilmigtwr. DNA yiiriitiiliip elektroforez bittikten sonra Etidyum

Bromid ile jel boyanmis ve boyama iglemi bittikten sonra U. V 15181 altinda gozlenen
bantlar fotofraflanmigtir.

Cizelge 3 4 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar

Tamponun ismi Igerigi Konsantrasyonu
TAE Tamponu (10x) Tris bazi 484 ¢ |
Glacial asetik asit 1142 ¢
EDTA, pH 8 0.5M (20 ml)
Elektroforez Yiikleme | Bromo fenol mavisi % 0.1
Tamponu EDTA. 250 mM
Glycerol % 50

3. 6. RAPD Callsma!armda Kullamlan istatiksel Analizler

DNA ekstraksiyonu ve RAPD galigmalari, 2 tekrarlt olacak sekilde yapilmgtir.
Cesitler arasindaki genetik iligki cluster analizine gore saptanmugtir. Caligmada, cluster
analiz yontemlerinden Unweighted pair group method of aritmetic analysis (UPGMA)
yontemi kullamlmustir (Sigiura vd 1988) Bu yontemde, DNA bantlarimn varliga (1) ve
yokluguna gore (0) ¢esitler arasindaki benzerlik birbirleri ile klyaslanaral: DNA
diizeyindeki farkliliklan asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtr.
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Homolog Bant sayisi
Benzerlik Indeksi% = x100

Homolog Bant sayis: + Homolog Olmayan Bant sayis

Polimorfizm % = 100 - benzerlik oram %

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. RAPD Calismalarina Iligkin Sonuglar
4. 1.1, DNA ekstraksiyonu ve konsantrasyonuna iliskin sonuglar

DNA ekstraksiyonunda Doyle ve Doyle (1990), Draper (1987) ve Dellaporta
(1983) yontemleri denenmis Ancak, Doyle ve Doyle ve Draper yontemlerinde elde
edilen DNA’ lardan PCR sonucunda amplifikasyon gergeklesmemistir Bunun nedeni
mandarin bitki dokularinda bulunan polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlardir.
Bu maddeler DNA izolasyonunu giglestirirler DNA yeterince saf degilse PCR
sonucunda amplifikasyon gerceklesmez (Luro vd 1992, Cai vd 1994) Dellaporta
yénteminde fenol ve kloroform kullanilarak DNA karbonhidratlar, polisakkaritler ve

_polifenollerden temizlenmigtir. Bu yontemde elde edilen DNA’ larda PCR sonucunda
amplifikasyon gergeklesmistir.

DNA konsantrasyonunun saptanmasinda 3 farklt yéntem kul]amlrr’mktadm.
Bunlar, standart DNA serileri kullanularak DNA orneklerinin jelde yiiriitilmesi, etidyum
bromid ile boyandiktan sonra UV stk  kaynag: altinda goruntilenmesi,
spektrofotometrik ve fluorometrik yéntemlerdir. Bu yontemlerden en ¢ok tercih edileni
fluometrik yontemdir. Cinkii DNA ornekleri RNA igerikli olsalar bile DNA
konsantrasyonu giivenilir bir gekilde tespit edilebilmektedir Diger bir yoéntem olan

standart DNA kullamlarak DNA konsantrasyonunun tespit edilmesi ise kolay bir
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yontem olmasi nedeniyle tercih edilebilmektedir 3. yontem olan spektrofotometrede
DNA konsantrasyonunun okunabilmesi igin DNA o6rneklerinin ¢ok temiz olmas:

gereklidir. DNA 6neklerinin igeriginde protein, RNA ve fenol bulunmamas: gerekir.

Degisik mandarin gegitlerine ait DNA 6rnekleri DNA miktar: saptanmadan 6nce
% 0.8 Agaroz jelde 1x TAE tamponunda yiriitiilmils ve tim klonlara ait DNA
orneklerinin protein, fenol ve RNA igermedikleri tespit edilmigtir Tiim gesitlere ait
DNA orneklerinin ¢ok yogun miktarda DNA igerdikleri ve DNA ° larin oldukga kalitel
oldugu goriilmiistiir DNA konsantrasyonunun saptanmasinda spektrofotometrik yontem
kullamlmistir. Spektrofotometrik yontemde, 260 nm (A 260) de absorbans degeri

okunmus ve materyal metodda belirtiten formile gére DNA miktann hesaplanmigtir
(Cizelge 4.1.).

Cizelge 4 1. Degisik mandarin gesitlerine ait DNA drneklerinde Aggo nm’ de okunan

absorbans degerleri ve gesitlere gére saptanan DNA miktarlar

Dalga Boyu (nm)

Cesitler Azéo DNA miktar (ng/pl)
Klemantin 0.052 520
Noval 0.046 460
Nova I 0062 620
Nova III ‘ 0.043 430
Leel 0.059 590

- Lee II 0107 107
Kinnow 0.058 580
Robinson 0050 500
Satsuma 0.040 - 400 .
Minneola Tanjelo 0.069 690

DNA ekstraksiyonunda aragtirictlar farkli  yontemler kullanarak sonuca
ulagmuglardir. Deng vd (1995), limonda yaptiklarn ¢aligmada Doyle ve Doyle (1987)
metoduna gore ektraksiyvon yapmuglardir. Ekstraksiyon tamponunda % 3’ lik CTAB
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kullanmiglardir  DNA  konsantrasyonunu TKO-100 DNA  fluometresiyle tespit
etmiglerdir Machado vd (1996), akdeniz mandarinlerindeki genetik iliskiyi tespit etmek
igin yaptiklarn ¢aligmada Murray ve Thompson metoduna gore ekstraksiyon
yapmglardir. Ekstraksiyon tamponunu % 1’ lik ve % 10’ luk CTAB olmak tizere 2 kez
hazirlaytp, uygulamisiardui Luro vd (1992), Doyle ve Doyle (1987) metoduna gére
DNA ekstraksiyonunu gergeklestirmiglerdir Cai vd (1994), DNA ekstraksiyonu
Durham metoduna gore gercekiestirilmis ve oiduk¢a kaliteli DNA elde etmislerdir
Sugawara vd (1995), Dellaporta (1983) yontemine gore DNA ekstraksiyonunu
gerceklestirmislerdir Galdfiisi vd (1998), kestanede yaptiklari galismada baglangicta
DNA eksiraksiyonunda problemle kargilagmiglar. Ancak daha sonra Doyle ve Doyle
(1990) metodunu kuilanmslar ve iyi sonuglar almislardir Ancak bu metodda CTAB
igeien ekstraksiyon tamponunu 1 kez degil 2-3 kez uygulayarak, flavononlarn,
alkoloidleri ve tanenleri hiicreden uzaklagtrmusiardir Cunkii bu maddeler PCR

sonucunda amplifikasyona engel olurlar.

Bu g:allsmarmzda Doyle ve Doyle metodu uygulamrken CTAB igeren
ekstraksiyon tamponunu ve kloroform-fenol uygulanmig, fakat elde edilen DNA
uygulanan PCR sonucunda amplifike olmamugtir Bunun tizerine Dellaporta yontemi
kullamlarak ekstrakte edilen DNA’ larda kullanilan fenol ve kloroform sayesinde
karbonhidratlar, polisakkaritler ve polifenoller temizlenmis ve PCR yapilarak
amplifikasyon gerceklestiriimigtir

4. 1. 2. RAPD parametrelerinin optimizasyonuna iliskin sonuclar

RAPD parametrelerinin optimizasyonunda Klemantin mandarin gegidi ve A02
primeri  kullamlmigtir Ik olarak, RAPD parametrelerinden DNA miktarinin
optimizasyonu gergeklestirilmigtir. Degigik mandarin gesitletine ait DNA 6rneklerinde
spektrofotometrik yonteme gore saptanan DNA miktarlant dikkate alinarak, DNA’ lar
iul ¢ de 10, 20, 25, 50 ve 100 ng olacak sekilde sulandmimistir Diger RAPD

parametreleri materyal ve metod kasminda belirtildigi gibi sabit tutulmustur.

Bulgularumz sonucunda DNA mikiari 50 ng olarak kuflanildi: zaman en iyi
sonug alinmugtir DNA miktan 10 ng olarak kuilanidifi zaman, PCR ampiifikasyonu
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tam gerceklesmemis ve sadece 2-3 bant elde edilmistir. DNA miktan 20 ve 25 ng’ a
¢ikarildii zaman bant biyitklitkleri biraz daha artmus ve daha fazla sayida bant elde
edilmistir, ancak 50 ng DNA kullamld:i1 zaman bantlarin yogunlugu, parlakligi 20 ve
25 ng’ a gore daha yitksek tespit edilmistir. DNA miktar1 50 ng kullamldifi zaman bant
bityiiklitkleri 350 ile 1370 bp arasinda degismigtir DNA miktarn 100 ng’ a gikanldif
zaman ise bantlarin yofunlugu ve netligi kaybolmus ayrica bant sayisinda da azalma
tespit edilmigtir. DNA miktan, bazi aragticilanin bulgulan ile uyum igerisinde
bulunurken, difer bazi aragtiicilarin bulgularindan farklilik géstermistir Bu durum,
RAPD  reaksiyonlarinda kullamlan diger RAPD  parametrelerinin  bizim
¢alismalanmizda  kullanilan p'arametrelerin miktarlarindan ~ fartklh  olmasindan

kaynaklanabilir,  Ayrica PCR cihazs ve dongiilerin - farkhiifn  da  sonucu
etkileyebilmektedir.

Turunggiller konusunda yapilan ¢aligmalarda DNA miktarim, Deng vd (1995)
25 pl’ lik RAPD reaksiyonu igin 25 ng; Cai vd (1994) 25 pl’ lik RAPD reaksiyonu igin
15 ng; Sugawara vd (1995) 12.5 pul’ lik RAPD reaksiyonu i¢in 10 ng; Luro vd (1992)
25ul’ lik reaksiyon hacmi igin 50 ng; Machado vd (1996) 25’ lik reaksiyon hacmi igin
10 ng olarak kullanmigtirlar. Turunggillerde DNA’ min miktan kadar temizlig tizerinde
de durulmusgtur (Cai vd 1994).

Deng vd (1995) ekstraksiyon sonucunda elde edilen DNA konsantrasyonunu
TKO- 100 DNA fluometresiyle tespit etmigtirler. Paz vd (1997) patatesde DNA
konsantrasyonunu riliniﬂuometr'e ile tespit etmig 25 pb’ lik reaksiyon hacminde 20 ng
DNA ; Yang ve Quiros (1993) kerevizde DNA konsantrasyonunu 260 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile tespit etmig 15 ul’ lik reaksiyon hacminde 15 ng DNA;
Vaighese vd (1997) Hevea brasiliens de DNA konsantrasyonunu fluometre ile tespit
etmig, 25 pl’ lik reaksiyon hacminde 50 ng DNA kullanmstirlar, Moreno vd (1995)
tiziimde DNA konsantrasyonunu TKO 100 mini fluometresiyle tespit etmig v:e 25 ur
lik reaksiyon hacminde S ng DNA kullanmigtirlar. Conner vd (1997) elmada 25 ul’ lik
reaksiyon hacminde 50 ng DNA; Galdfrisi vd (1998) kestane S0 pl’ lik RAPD
reaksiyonunda 10 ng DNA; Bartolozzi vd (1998) bademde 25 ul’ lik reaksiyonda 50 ng
DNA kullanmiglardir
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RAPD parametrelerinden MgCly’ tin optimizasyonunda 1.5, 2, 2.5, 3 ve 4 pM
olmak iizere 5 farkli MgCl, konsantrasyonu denenmistir. Difer RAPD parametreleri
MgCl; optimizasyonu sirasinda materyal ve metod kismunda verildigi miktarlarda sabit
tutulmustur. En iyi amplifikasyon triinleri 25 mM MgCl; kullamldiginda elde
edilmigtir. 2.5 mM MgCl, konsantrasyonunun altinda ve tstiinde optimum bant
sayisinda farkliliklar gorilmistir 4 mM MgCl; konsantrasyonunda belli belirsiz gok
fazla bant olugmustur. 1.5 mM MgCl; konsantrasyonundaki bant sayis1 ise 2.5 mM

MgCl; konsantrasyonuna gore daha az ve spesifik olmayan bantlar olusturmugtur

Elde ettiimiz bu sonuglar turunggillerde ve difer meyve tiirlerinde elde edilen
baz1 aragtrma bulgulan ile uyum igerisindedir. MgCl; konsantrasyonunu Deng vd
{1995) tarafindan yapilan ¢aligmada 2 5 mM; Luro vd (1992) 2 mM; Cai vd (1994)
2mM konsantrasyonda Onermistirler MgCl; konsantrasyonu Galdrist vd (1998)
tarafindan kestanede yapilan calismada 3 mM; Conner vd (1997) tarafindan elmada
yapilan g¢aligmada 2.5 mM olarak almiglardir.

RAPD reaksiyonlarinda amplifikasyon iizerine etkili olan bir diger faktér de
enzimdir. RAPD reaksiyonlarinda 100°C sicaklikta bile aktivite gosterebilen Taq
polimeraz enzimi kullamlmstir. Taq polimeraz enziminin optimizasyonu i¢in 4 farkls
konsantrasyon (0.50, 0.75, 1 ve 125 inite) denenmigtir. Bulgularimiz sonucunda, taq
polimeraz enziminin konsantrasyonmu 0.50 {nite oldufu zaman DNA’ y1 amplifike
edebilecek enzim miktan yeterli olmamg ve PCR amplifikasyonu gergeklesmemistir
Taq polimeraz konsantrasyonu 0.75 initeye ¢tkanldii zaman PCR amplifikasyonu

-gergeklesmis, fakat olusan bant sayisi ve netligi ise az gorilmugtiz. Taq polimeraz
" enzim konsantrasyonu 1 iiniteye yikseltildiginde yine 0.75 tiniteye gore daha net ve
fazla bant olugmus, ancak en iyi sonug 1.25 {initeye ¢ikartildifinda alinmistir. Sugawara
vd (1995), Tth DNA polimeraz: herbir 12.5 ul’ lik RAPD reaksiyonu i¢in 0.5 iimite; Cai
vd (1994), Promega iriinii taq polimeraz1 25 ul’ lik reaksivon hacmi i¢in 03 unite;
Deng vd (1995), 25 pl’ lik RAPD reaksiyonu i¢in Promega taq polimerazdan 1 {inite;
Machado vd (1996} mandarinde yaptiklan ¢aligmada 13ul” lik reaksiyon hacmi igin 1.5
{inite taq polimeraz (promega) Gnermislerdir Sugawara vd (1995) ve Luro vd (1992)

nin kullandigt Taq polimeraz miktar bizim kullandigimiz taq polimeraz miktarindan
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daha disiiktiir Bunun nedeni muhtemelen farkli firmalarnn Griinlerinin kullamilmasidir.
Denemelerimizde Cai vd (1994) ile ayni firmalarimin firiinlerini kullanmamiza ragmen,
onerdigimiz taq polimeraz enzimi bu arastiricilar tarafindan onerilen miktardan daha
ditsik saptanmustir. Bu ise denemelerde kullamlan difer RAPD parametrelerinin
farklih@indan kaynaklanmug olabilir Nitekim bu arastiricilar, RAPD reaksiyonlarinda
DNA miktarim 15 ng, MgCl; miktanm 2 mM olarak kullanmigtirlar, Bizim
calismamizda ise DNA miktarr 50 ng, MgCl; konsantrasyonunu ise 2.5 mM
kullanmigtirlar. Aymt firmamn iriinlerini kullanmamiza ragmen Deng vd (1995) nin
onerdigi taq polimeraz miktar1 bizim 6nerdigimiz taq polimeraz miktarindan daha diigiik

¢tkmugtir. Yine bunun nedeni de kullanilan difer RAPD parametrelerine baglanmistar

RAPD reaksiyonlarinda etkili olan diger bir parametre de primerdir. Primer
konsantrasyonu iizerinde durulmus ve 10, 30, 40 ve 50 pmol olmak iizere 4 farkl
konsantrasyon denenmigtir. Bantlann netlifi ve sayist agismmdan 30 ve 40 pmol
konsantrasyonlar iyi sonug vermesine ragmen en iyi sonu¢ 50 pmol konsantrasyonda
alinmistir. Deng vd (1995) primer konsantrasyonu olarak 25 !’ lik RAPD reaksiyonu
i¢in 0.3 uM; Luro vd (1992) 25 ul’ lik reaksiyon i¢in 0.5 pM, Sugawara vd (1995) 12 5
pl’ lik RAPD reaksiyonu i¢in 105 ng primer; Cai vd (1994) calismalarinda 25 pl’ lik
reaksiyon i¢in 0.4 uM onermistirler Ayrica Machado vd (1996) akdeniz mandarininde
yaptiklar1 ¢aligmada 15 ng” lik 8 ve 10 mer’ lik primerler kullanmigtirlar

Denememizde en son olaralkk dNTP konsantrasyonunun optimizasyonu
gerceklestirilmigtir. di\ITP optimizasyonunun saptanmast suasinda kullamilan diger
RAPD parametrelerinin miktarlart materyal ve metod kisminda bildirildigi gekilde
ahnmig ve optimizasyon gergeklestirilmigtir 3 farkli INTP konsantrasyonu (2, 3 ve 5
mM) denenmis, bantlarin yogunlugu ve parlakligt iizerine dNTP konsantrasyonunun
etkili oldugu saptanmistir. dNTP konsantrasyonu 2 ve 3mM oldugu zaman bantlarin ¢ok
yofun ve parlak olmadigi ancak 5 mM oldufu zaman bantlarin yogunh:k ve
paralklifinin arttigi tespit edilmistir
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2510 lik reaksiyon hazirladiimizda 0.2mM’ lik dNTPs konsantrasyonu elde
edebilinek igin 1pul § mM dNTPs kullamlmaktadir Bu sekilde olusan bantlann
yogunluk ve parlaklii maksimuma ulagmustir.  Turunggillerle ilgili  diger
arastirmacilarin bulgularina gore ise JNTPs konsantrasyonu 0. ImM ile 0. 8mM arasinda

degismektedir Bu sonuglarda bizim sonuglanmizla uyum igerisindedir

Deng vd (1995) in vivo ve in virro kosullanindaki limonlarda yaptiklan
calismada 251" lik reaksiyon igin 0 ImM dNTPs kullanimini onermiglerdir Luro vd
(1992) turunggil genetik ve taksonomisindeki ¢alismalarinda herbir niikleotidden 200
uM; Cai vd (1994) herbir niikleotidden 200 pM olacak sekilde 0.8 mM dNTP,
Sugawara vd (1995) herbir nikleotidden 160 uM; Machado vd (1996) akdeniz

mandarinlerinde genetik iligkinin saptanmast amaciyla RAPD reaksiyonlarinda dNTP
miktarini 0.8 mM olarak énermiglerdir.

RAPD reaksiyonlarinda kullanlan tiim parametreler birbiri ile iligkilidir Tum
parametreler bir digerinin oram veya konsantrasyonundan etkilenir Ayrica kullanilan

PCR cihazininn markas:, reaksiyonu kuran kigi, dongu sayilarn ve sicakhligt gibi
faktorlerde sonugla direkt ilgilidir

IS

4.1, 3. Degisik mandarin cesitleri arasinda varyasyonlarin saptanmasina iliskin
~sonuglar

RAPD ¢alismalarninda reaksiyon hacmi 25 ul tutulmus. Herbir reaksiyon kangimi
(zerine 20-25 i mineral vag ilave edilmistir. PCR programu bitki tiirlerine ve
‘¢esitlerine gore farkhilik postermektedir Mandarinde degisik programlar denendikten
sonra materyal ve metod ksmunda belirtilen program ile en iyi sonu¢ alinmigtir,
Program da en az difer RAPD parametreleri kadar amplifikasyonda énemli bir faktor
olarak bulunmustur. Program farkliifin nedeni genelde kullarulan PCR cihazlarinin
farkliligina amaca ve bitki materyalinin farklihigina baglanmistir. Bu nedenle kullamilan
her PCR cihaz: igin optimizasyon farkli olmugtur. Deng vd (1995), 94 °C’ de 5 dakika
(1 dongii), 94°C’ de 15 saniye, 36 °C’ de 15 saniye ve 72°C’ de 80 saniye (45 dongii)
son olarak 72°C’ de 10 dakikalk programu; Sugawara vd (1995), 93°C’ de 1dakika ,
42°C’ de 1 dakika, 72 °C’ de 2 dakika ve 40 dongulik bir program; Cai vd (1994), 93
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°C’ de 1 dakika, 35 °C’ de 1 dakika 72 °C’ de 2 dakika 42 dongiilitk PCR programlarim
dnermigtitler. Machado vd (1996) akdeniz mandarinin de yaptig1 ¢caligmada 92 °C’ de 1
dakika, 36°C’ de 1 dakika ve 72°C’ de 2 dakika (36d6ngii), son olarak ise 72°C’ de 10
dakika (1 dongi) seklinde bir program uygulamistir Aym tiirde galigiimasina ragmen,
bizim g¢aligmamizdaki dongii ve siirelerle olan farkliligin nedeni kullarulan PCR
cihazinin farklilifindan kaynaklanmaktadir, Cinkii Machado vd(1996) yaptiklar
¢ahismada MJ adh bir PCR cihaz1 kullanmigtirlar. Deng vd (1995) kullandif: program
ile bizim ¢aligmamrzdaki programun farkiii1, onlarin galigmasinda materyal olarak
limon bizim ¢alismamizda materyal olarak mandarin  kullanilous  olmasindan
kaynaklanabilir, Sugawara vd (1995) de yaptif1 ¢aligmada kullamlan program ile bizim
programimuzin farklili amacin tamamen farkli olmas: olabilir Ciinkiy Sugawara vd’ in
galismalarinin amact turunggil kimeralarim tammlamaktir. Cai vd (1994) ¢alismalan ile
program farklhiligi ise tamamen kullanilan cgesit ve tiirlerin farkl: olmasindan

kaynaklanmig olabilir,

PCR amplifikasyonu elde edilen Griinlerin ayristiilmas: % 1 5-1 6 jelde 1x TAE
tamponunda elektroforez cihazinda 60 volt” da 2.5 saat siirede gergeklestirilmistir. Jel
etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV 11k kaynag altinda goriintilenmis ve termal
kagida fotografi ¢ekilmigtir. Herbir primer ile 2 tekerrilr yapimig, uygun olmayan
sonuglarda 3. tekerriir de uygulanmugtir. Sonuglanin degerlendirilmesinde Sigiura vd
(1998)’ ne gore % benzerlik indeksi agagidaki formiile gére hesaplanarak kullamlmigtir.
PCR amplifikasyonunda olusan bantlarin varligina (1) ve yokluguna (0) gére denenen
her bir primer i¢in‘gegitler birbiri ile kiyaslanarak benzerlik oranlan asafida belirtilen
formiile gore hesaplanmig ve daha sonra herbir primer i¢in hesaplanan benzerlik

oranlarinin ortalamas: alinarak benzerlik indeksi olusturulmugtur.

Homolog Bant sayist H
Benzerlik Indeksi% = 100

Homolog Bant sayist + Homolog Olmayan Bant3ays1

Cesitler arasindaki polimorfizmin saptanmasinda 10 bp’ lik 10 farkli primer
kullamlmgtir  Turunggillerde yaptlan diger ¢aligmalarda da 10 mer’lik primerler
kullamlmugtir. G- C igerii yitksek olan primerler tercth edilmig ve bu primerlerle daha
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iyi sonuglar almmgtir Kullandan primerler literatiirlerden turunggillerde yiksek
polimorfizm olusturanlardan secilmigtir. Kullamlan primere ve ¢eside gore olusan
bantlann sayis1 ve uzunlugununda farklilik tespit edilmistit Denemelerde kullamlan
primerlere gore degisik mandarin gesitlerinde saptanan toplam bant sayilar Cizelge 4.2’

de gdsterilmigtir.

Cizelge 4 2 Degisik Mandarin ¢esitlerinde, farkli primerlerle saptanan toplam bant

sayilar
CESITLER

Primer | Klemantin | Noval | Nova |Nova | Leel | Lee II| Kinnow |Robinson | Satsuma | Minneola
Kod I mx Tanjelo
No
A02 |6 3 3 5 7 13 2 4 3 4
A04 (7 5 5 7 5 |6 6 5 10 6
AD6 |5 8 4 7 7 |7 4 1 8 5
A07 |7 6 9 7 8 |7 6 7 4 11
ALl |7 4[5 |7 5 5 |2 5 3 B
Al3 |4 7 6 6 5 (4 5 2 5 5
E08 |3 6 4 4 1 13 2 4 2 6
E09 {5 5 4 5 4 45 4 4 5 5
E12 |4 4 4 2 2 42 4 4 4 2
E14 |3 5 6 4 4 13 4 5 2 6

Bu ¢izelgeden de anlasildig: gibi toplam bant sayis1 primerlere ve gesitlere gore
degismekle beraber 1 ile 11 arasinda degismektedir. Primer bagina diigen ortalama bant
sayis1 A07, A04 ve AO06 primerlerinde difer primerlere gore daha yiiksek tespit
edilmistir; E12 primerinde 3 2 adet, EO8 primerinde 3.5 adet, AO2 primerinde 4 adet,
E14 primerinde 42 adet, E09 primeri 46 adet, All primerinde 4.8 adet, Al3
primerinde 4.9 adet, A06 primerinde 5.6 adet, AO7 primerinde 7.2 adet, A04 primerinde
ise 6.2 adet olarak bulunmustur Tiim primerlerin ortalam bant sayis1 ise 4.8 olarak

tespit edilmistir.
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Aragtrma bulgulanmiz sonucunda, primer ve cesitlere gore saptanan bant
sayilann genelde aragtiricilarin bulgulani ile uyum igerisindedir Deng vd (1995)
tarafindan limonlarda yapilan ¢aliymada bant sayilarimn 5 ile 21 arasinda degigim
gosterdigi saptanmugtir. Ortalama bant sayist ise 13 olarak saptanmugtir. Cai vd (1994)°
in galiymalarinda 4-19 arasmda bant olugtugu tespit edilmistir. Sugawara vd (1995), 124
primerle ¢aligmis 12 tanesi polimorfik bant olusturmugtur. Machado vd (1996), akdeniz
mandarinlerinde yapilan galismada 2 ile 8 bant arasinda degisim gésterdigi saptanmugtir.
Deng vd (1995), Cai vd (1994)’ iin ¢aligmalarinda bizim bulgularimiza goére daha ¢ok
bant olusma nedeni farkh tiirlerde ve farkhi primerlerle ¢aligilmig olmalarindan
kaynaklanabilir. Ote yandan Machado vd (1996) galismasmda buldugu bant sayilan

bizim bulgularimizla uyum igerisindedir:

Aragtirma bulgularimiz  sonucunda, kullamilan primere gore mandarin
cesitlerinde saptanan bant bityiikliikleri 230-2400 bp arasinda deZigim gostermigtir. Bant
biiytiklitkleri E12 ve All primerlerinde diger primerlerden daha yiiksek bulunmugtur
Aragtrma bulgularimiz sonucunda saptanan bantlarin buyikhikleri birgok aragtiricinin
bulgular: ile uyum icersinde bulunmustur. Machado vd (1996)" in akdeniz
mandarinlerinde yaptiklan ¢aligmada, elde edilen bantlarin biytiklikleri 274 ile 3006 bp
arasinda degigim gosterdigini bildirmigtirler Luoro vd (1992) turunggil genetik ve
taksonomisi Gizerine yaptiklari g¢alismada (GTG)s, (GACA)s ve (TCC)s primerlerini
kullanmistirlar (GACA)4 ve (TCC)s primerleri kullanildiginda olugan bant biyikliikleri
200 ile 1800 bp arasinda, (GTG)s primeri kullanildifinda olugan bant bityiiklikleri ise
370 ilel000 bp arasinda degisim gosterdigi tespit edilmigtir. Cai vd (1994),
¢alismalarinda 140 adet primer kullanmiglar, ancak sadece 69 primer amplifikasyon
olusturmugtur. Amplifikasyon sonucu olusan bantlarin biyikliikleri ise 200bp’ den 3
kb’ e degisim gostermigtir Deng vd (1995), in vivo ve in virro kosullarindaki limon
- mutantlarinda yaptiklar1 g¢alismada 36 adet 10 mer’ lik primer kullanmiglardir
Primerlerden 14 tanesi klonlar arasinda monomorfik bant, geri kalan 22 tanesi ise 294
adet bant olugturmus, bu 294 bandin % 15’ i ise polimorfik olarak tespit edilmigtir
Amplifikasyon sonucu olugan bantlarn biytikliklerinin 100 ile 3200 bp arasinda

degisim gosterdifi tespit edilmigtir. Bant uzunlugu en kisa olan ise E14 primeri yalmzca
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230 bp’ den 700 bp’ e kadar uzanmaktadir Daha sonra bunu E09 primeri 300 bp’ den
1200 bp’ e uzanarak takip etmektedir.

10 adet mandarin ¢egidinde 10 bazlik primer kullanilarak RAPD-PCR teknigi
uygulanarak elde edilmig olan DNA polimorfizmi var/yok (1/0) seklinde
degerlendirilerek, aragtirmaya alinan cesitlerin birbirlerine olan yakinlik ve uzaklik
dereceleri tespit edilmek amaciyla Benzerlik Indeksi (Similarity Index %) % olarak
Siguira ve ark . (1988)’ na gére metot kisminda belirtildigi sekilde hesaplanmugtir.

10 adet mandarin ¢esidine ait % benzerlik indeksi degerleri gizelge 4 3° de
verilmigtir.

Cizelge 4 3. PCR amplifikasyonu sonucu degisik mandarin cesitlerinde Sigiura ve ark
(1988)’ na gore olugturulan benzerlik indeksi degerleri (%)

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 100
2 |64 100
3 (63 76 100
4 53 57 51 100
5 |54 61 58 45 100
6 |48 44 51 42 39 100
7 56 66 64 63 54 46 100
8 51 6 56 73 55 52 T2 100
9 |60 68 57 60 52 53 64 T2 100
10 149 45 49 47 37 54 59 51 66 100

1: Klemantin, 2: Nova III, 3: Lee I, 4. Robinson, 5: Minneola Tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee I, 8; Nova™l,
9: Nova I, 10; Satsuma

Cizelge 4 3 de de goriildiigii gibi cesitler arasindaki % benzerlik indeksi en
yitksek olarak Nova - III ve Lee- I mandarin gesitleri arasinda saptanmugtir. Bunu

Robinson ve Nova- IT mandarin gesitleri, daha sonrada Nova-II ve Nova-I mandarin
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cesitleri izlemistir Ayrica Nova-Il ve Lee-lI mandarin gesitleri arasindaki benzerlikte
olduke¢a yiiksek tespit edilmigtir Analiz edilen tiim mandarin gegitlerindeki benzerlik
degerleri ise % 76 ile % 37 arasinda degigmistir. Nova-I ile Nova- III arasindaki
yakinhk % 68 olarak tespit edilmigtir Nova-III ve Lee- I mandarin ¢esitlerinde en fazla
benzerlik tespit edilmistir Nova, Klemantin mandarini ile Orlando tanjelo
melezlenmesinden elde edilmistir. Lee mandarini de Klemantin mandarini ile Orlando
tanjelo melezlenmesinden elde edilmistir (Hodgson, 1967). Bu bilgiler dogrultusunda
benzerligin yiiksek olma nedeni her iki ¢esidin ebeveynlerinin ayn: olmasina
baglanabilir. Robinson ve Nova-II mandarin gesitleri arasinda da yitksek polimorfizm
tespit edilmis, bunun nedeni de her iki ¢esidin ebeveyninin ayni olmasina baglanabilir,
Cinkii hem Robinson hem de Nova Klemantin mandarini ile Orlando tanjelo

melezlenmesinden elde edilmigtir

Primer ortalamalar: dikkate alinarak olusturulan benzerlik oranlarindan, agagida

belirtilen formiille gesitler arasindaki polimorfizm oram % olarak belirlenmistir

Polimorfizm oram % = 100- benzerlik oran1 %
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Cizelge 44 Degisik mandarin gesitlerine ait benzerlik indeksi dikkate alinarak
hesaplanan polimorfizm degerlert

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 100

2 36 100

3 37 24 100

4 47 43 49 100

5 46 39 42 35 100

6 52 56 49 58 61 100

7 44 34 36 37 46 54 100

8 49 44 44 27 45 48 28 100

9 40 32 43 40 48 47 36 28 100

10 51 55 51 53 63 46 41 49 34 100

1: Klemantin, 2; Nova I, 3: Lee I, 4: Robinson, 5; Minneola Tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee I, 8: Nova I,
9: Nova I, 10: Satsuma

Cizelge 4.4’ de goruldiigiy gibi 10 adet primer kullamlarak mandarin gegitleri
arasinda saptanan en yiiksek polimorfizm oram, % 63 ile Satsuma ve Minneola Tanjelo
cesitleri arasinda saptanmigtir. Bu gesitleri, % 61 ile Kinnow ve Minneola tanjelo, % 58
ile Kinnow ve Robinson, % 55 ile Satsuma ve Nova Il ve % 55 ile Minneola tanjelo ve
Robinson ¢esitleri izlemistir Sonuglardan da anlasildifi gibi, bu gesitler arasinda
yitksek polimorfizm tespit edilmistir Minneola tanjelo Dancy mandarini ile Duncan
-altintopu melezlenmesi sonucu elde edilmigtir. Satsuma ise Tsao Chieh mandarininden
sans ¢ogiirii olarak olugmugtur. Her iki ¢esidin de kokenleri farkhidir. Ayrica, morfolojik
olarak da birbirlerinden olduk¢a farklidirlar (Hedgson 1967, Tuzcu 1990) Minneola
tanjelo. ve Satsuma arsindaki % 63 ¢ likk polimorfizm ile bu bilgiler uyum igerisi‘r_ldedirh
Kinnow mandarini, King ve yerli mandarinlerin melezlenmesi sonucu elde edilmistir
(Tuzcu 1990). Kinnow ile Minneola tanjelo arasindaki % 61 ° lik polimorfizmin nedeni
de her iki gesidin kokenlerinin ¢ok farkh olmasidir. Robinson mandarini klemantin
mandarini ile orlando tanjelo melezlenmesinden elde edilmigtir (Hodgson 1967).

Kinnow ile Robinson arasindaki % 58’ lik polimorfizmin nedeni de her iki g¢esidin
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ebeveynlerinin de farkli olmasidir, Nova mandarini, Klemantin mandarini ile orlando
tanjelo melezlenmesinden elde edilmigtir (Hodgson 1967). Bu bilgi de Satsuma
mandarini ile Nova III mandarin gegidinin % 55 olan polimorfizminin bir gostergesidir.
Minneola tanjeola ve Robinson arasmda da % 55’ lik polimorfizm tespit edilmistir
Robinson , Klemantin ile Orlando tanjelo melezlenmesinden elde edilmigtir. Bunu
dikkate alirsak Minneola tanjelo ile Robinson mandarinlerinin kokenleri birbirinden
farklidir.

Denemelerimizde, RAPD calgmalarinda kullamlan ve PCR sonucunda
amplifikasyon olugturan bazi primerlerin degisik mandarin gesitlerinde olusturdugu bant
desenleri Sekil 4 2, Sekil 4.3, Sekil 4 4, Sekil 4.5 ve Sekil 4 6’ da gosterilmisgtir.

Primer A02

Sekil 4. 1 Degigik mandarin gesitlerinde RAPD analizi sonuctu A02 primerinde olugan
amplifikasyon trinleri (soldan- saga; Marker (Hae ITI), 1: Klemantin,
2: Nova-III, 3: Lee-I, 4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee-
II, 8: Nova-II, 9: Nova-I, 10: Satsuma) PCR triinleri % 1.5 Agaroz jelde 1x
TAE tamponunda yiriitilmilg, elektroforez 60 volt’ da 2.5 saat siirede
gergeklestirilmisgtir.
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Primer A11

<+ 13000
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1 2 3 4 5 67 8 M

Sekil 42 Degisik mandarin cesitlerinde RAPD analizi sonucu All primerinde olusan
amplifikasyon {irtinleri (soldan -saga; 1: Klemantin, 2: Nova-III, 3: Lee-I, 4
Minneola tanjelo, 5: Kinnow, 6: Lee-II, 7: Nova-1I, 8: Nova-I, Marker (1 kb
DNA ladder) ) PCR durinleri % 1.5 Agaroz jelde 1x TAE tamponunda
yuriitiilmiis, elektroforez 60 volt’ da 2.5 saat siirede gergeklestirilmigtir,

Primer AD4

“wﬂmtn_a@.; l

EB-annz2]
wek e s ‘

M 987 65 43 21

Sekil 4 3. Degigik mandarin gegitlerinde RAPD analizi sonucu A04 primerinde olusan
amplifikasyon tirtinleri (sagdan- sola; 1: Klemantin, 2: Nova-III, 3: Lee-I,
4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee-II, 8: Nova-IL, 9: Nova-I,
Marker (1 kb DNA ladder) ) PCR trtinleri % 1.5 Agaroz jelde 1x TAE
tamponunda yuriitiitmiiy, elektroforez 60 volt” da 25 saat siirede
gergeklegtirilmigtir.
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Primer AO6
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Sekil 4.4 Degisik mandarin gesitlerinde RAPD analizi sonucu A06 primerinde olugan
amplifikasyon triinleri (sagdan -sola; 1: Klemantin, 2: Nova-1II, 3: Lee-],
4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7. Lee-II, 8: Nova-Il, 9: Nova-I,
10: Satsuma, Marker (1 kb DNA ladder} ) PCR urinleri % 1.5 Agaroz jelde
1x TAE tamponunda yiritiilmiis, elektroforez 60 volt’ da 2.5 saat siirede
gerceklestirilmigtir

?rimer A13 1

Sekil 4. 5. Degigik mandarin ¢esitlerinde RAPD analizi sonucu Al3 primerinde olugan
amplifikasyon tiriinleri (soldan- saga; 1: Klemantin, 2: Nova-III, 3: Lee-I,
4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee-II, 8: Nova-II,
9: Nova-I, 10: Satsuma, Marker (Hae III) ) PCR iiriinleri % 1 5 Agaroz jelde
Ix TAE tamponunda yiiritiilmiis, elektroforez 60 volt’ da 2.5 saat stirede
gerceklestirilmigtir:
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42 43 54 60 66

Sekil 4 6 RAPD amplifikasyon iirtinlerinden Cluster (UPGM) analizi kullanmilarak
olugturulan degisik mandarin gesitlerine ait dendogram.

(1

Degisik mandarin gegitlerinde sigiura katsayis1 dikkate alinarak Cluster
analizi (UPGMA) sonucu olugturulan dendogram sekil 4 6°da gosterilmistir Sekilden de
goraldigii gibi denemeye alinan mandarin gegitlerinden, Nova- IlI ile Lee- I, Robinson ile
Nova-1I, Nova-1 ile Satsuma aym grup igerisinde yer almstir. Ancak Nova-1II ile-Lee-1
cesitlerinde benzerlik daha yiiksek bulunmustur Robinson ve Nova-II gesitlerindeki
benzerlik ise Nova- III ile Lee-I ¢esitlerindeki benzerlikten daha diisiik, fakat Nova-I ve
Satsuma gegitlerindeki benzerlige gore ise daha yiiksek bulunmugtur Klemantin mandarin

¢esidi ise Nova-IIT ve Lee- I mandarin ¢esidi ile aynt grup igersinde yer almugtir. Lee-II



icersinde yer almister Lee-II mandarin ¢esidi de Robinson ve Nova-II mandarin cesidi
ile aym grup igersinde yer almigtir. Kinnow mandarin ¢esidi ise tim bu mandarin
¢esitlerinden daha uzak bir grup igerisinde yer almstir Kinnow mandarini King ve
Yerli mandarin melezlenmesi sonucu elde edilmig bir gesittir, dolayisiyla diger
mandarin cesitlerinden daha uzak bir grup icerisinde yer almasi dogaldir. Sekilden de
yakinlig: tespit edilen Nova-III ve Lee-I ¢esitlerinin her ikisi de Klemantin mandarini ile
Orlando tanjelo melezlenmesi sonucu elde edilmigstir. Robinson ve Nova-II mandarin
¢esitlerinin birbirlerine yakinliklart % 73 dolayinda tespit edilmis Bu cesitler de
Klemantin mandarini ve Orlando tanjelo melezlenmesi sonucu elde edilmigtir. Ayrica,
Robinson ve Nova-II mandarin gesitleri grubuna benzerligi % 67 dolayinda olan Lee-11
mandarin gesidinin de ebeveynleri Klemantin mandarini ve Orlando tanjelodur Ote
yandan Nova- I ile Satsuma arasinda % 66 dizeyinde benzerlik saptanmigtir. Satsuma
¢esidi Tsao Chieh mandarininden sans ¢6giirii olarak olugmug bir gesittir. Nova-I ise
Klemantin ile Orlando tanjelo melezlenmesinden olusmugtur. Muhtemelen
¢aligmamizda Nova-I ve Satsuma cesitleri arasinda gorilen benzerlik kullandifimz

primerlerin yeterli polimorfizm olusturmamasindan kaynaklanmaktadir
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5. SONUC

Bu arastiumada, son yillarda genotipik farkliliklarin belirlenmesinde yogun
olarak kullamlan RAPD teknigine ait parametrelerin mandarin gesitlerinde kullanim
optimize edilmis ve gesitler arasindaki varyasyonlar 10 farklt primer (10 bp

uzunlugunda) kullanilarak belirlenmigtir

DNA ekstraksiyonunda denenen Doyle ve Doyle, Draper ve Dellaporta
yontemlerinden en iyi sonucu Dellaporta yéntemi vermistir Dellaporta yontemi
kullamlarak ekstrakte edilen DNA’ larda kullamilan fenol ve kloroform sayesinde
karbonhidratlar, polisakkaritler ve polifencller temizlenmis ve PCR yapilarak
amplifikasyon gerceklestirilmigtir Karbonhidratlar, polisakkaritler ve polifenollerden
yeteri kadar temizlenmemis olan DNA’ lar da PCR sonucunda amplifikasyon

gerceklesmemistir.

PCR agamasinda RAPD parametrelerinin optimizasyonu gerceklestirilmis ve
¢esitler arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde bu parametreler kullamlmigtir RAPD
reaksiyonlar: igin optimum DNA konsantrasyonu 50 ng, dNTP SmM, primer 10 pmol,
MgCl; 25 mM, PCR tamponu 2.5 ! (Ix 10 PCR tamponu) ve taq polimeraz

konsantrasyonu ise 1 25 Uinite olarak tespit edilmigtir

Arasgtirmadaki gesitlerin benzerlik indeksi degerleri % 76 ile % 42 arasinda
degisim gosterirken, polimorfizm degerlerinin ise % 63 ile % 24 arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir Primer bagma diisen bant sayis1 1-11 adet arasinda, bantlann
uzunlugu ise 230-2400 bp arasinda saptanmigtir Cesitler arasinda en viksek
polimorfizm sirasiyla Satsuma ile Minneola tanjelo, Kinnow ile Minneola tanjelo ve

Kinnow ile Robinson gesitleri arasinda saptanmugtir

Nova - [T ile Leel, Robinson ile Nova II ve Nova II ile Nova I mandarin g:ésitleri
birbirlerine en yakin cesitler olarak saptanmugtir Nova I ile Satsuma mandarinleri
arasinda da benzerlik yiksek tespit edilmistir. Bu benzerligin nedeni ¢alismamizda
stirh olanaklar nedeniyle sadece 10 primerle ¢ahgmamiz ve bu primerlerin Nova I ve

Satsuma arsindaki polimorfizmi tespit etmeye yeterli olmamasina baglanmgtir
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Giniimiize dek yapilan caligmalarla, bu arastirmada elde edilen bulgulan
kargilagtirdipimizda, RAPD-PCR tekniginin dofru ve yeterli primerler seg¢ildiginde
¢egitlerin aynminda kullanilabilecegi sonucuna varabiliriz Bu ¢aligmada elde edilen
bulgular 1151 altinda, yitksek diizeyde polimorfizm elde edebilmek i¢in daha fazla

miktarda primer kullanilmasin: énerebiliriz

Bu aragtrmada kullanilan yontemler mandarin ve mandarin diginda diger

turunggillerde de rahathkla kullanilabilecektir. Boylelikle bu yontemler ileride

yapilacak olan 1slah ¢alismalarinda kullamlabilecek ve uretim ¢aligmalarinda gesit veya

tir kangikliklarimn oniine gegilebilecektir.
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6. OZET

Bu g¢alismada RAPD markerleriyle bazi mandarin gegitlerinin tamlanmas:
amaglanmigtir. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bélimu
Kolleksiyon Parsellerinde bulunan Klemantin, Nova-I, Nova-II, Nova-III, Lee-I, Leell,
Robinson, Kinnow, Satsuma ve Minneola tanjelo g¢esitlerinde RAPD yontemi
kullanilarak gegitlerin birbirlerine yakinlik dereceleri aragtinnlmigtir

Tim 1slah yontemlerinde amag¢ genetik ilerlemedir. Bu ilerleme; cesitlerin
tizerinde galisilan genlerinin molekiiler markerler yoluyla saptanmasiyla daha kolay ve
kisa siirede saglanabilir. Ayrica bu gekilde degisik, islah yontemleri ve dogal olarak
bugiine kadar elde edilmig tiir, ¢egit ve tiplerin genotiplert ve ebeveynleri hakkinda
kesin bilgiler elde edilmektedir Calismamizda bu amacgla molekiler tekniklerden
RAPD teknigi kullamlmigtir

DNA ekstraksiyonu ig¢in en gen¢ strgiinlerden yaprak omegi alinmiy ve
ekstraksiyonda bu yapraklardan olusturulan kiigiik pargaciklar kullamlmygtir Turunggi!
yapraklarmin ekstraksiyonunda degisik yontemler denenmis ve en uygun Dellaporta
yontemi tespit edilmigtir. Dellaporta yontemi kullanilarak ekstrakte edilen DNA’ larda
kullamlan fenol ve kloroform sayesinde yaprakta bulunan karbonhidratlar,
polisakkaritler ve polifenoller temizlenmis ve PCR yapilarak amplifikasyon

gergeklegtirilmigtir

PCR asamasinda RAPD parametrelerinin optimizasyonu gerceklestirilmis ve
" cesitler arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde bu parametreler kullanilmigtir. RAPD
reaksiyonlart igin optimum DNA konsantrasyonu 50 ng, dNTP 5mM, primer 10 pmol,
MgCl; 25 mM, PCR tamponu 2.5 ul (1x 10 PCR tamponu) ve taq polimeraz
konsantrasyonu ise 125 tinite olarak belirlenmigtir Arastirmada 10 adet 1Q bazlik
primer kullamilmusg, gesitlere ve primerlere gore defigmekle beraber bant sayilari 1 ile 11
arasinda degismektedir Primer bagmna diigen ortalama bant sayist A04, A07 ve AOG
primerlerinde difer primerlere gbre daha yiksek tespit edilmigtir. Cesitler arasmda en

yitksek polimorfizm Satsuma ile Minneola tanjelo ve Kinnow ile Minneola tanjelo



gesitleri arasinda saptanmgtir. Nova-lII ile Lee-I ve Nova-II ile Nova- I mandarin
gesitleri birbirine en yakin gesitler olarak tespif edilmistir

Aragtirma sonunda RAPD tekniZiyle cesitler arasmda diisiik olan genetik
farkliliklanin da saptanabilecegi tespit edilmigtir
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7. SUMMARY

In this research, identification of some mandarin varieties were aimed by RAPD
markers The similarity matrix of Klemantin, Nova-I, Nova-II, Nova-III, Lee-I, Leell,
Robinson, Kinnow, Satsuma ve Minneola tangelo varieties grown in the University of
Akdeniz, Faculty of Agriculture, Department of Horticulture were researched by RAPD

markers.

The aim of all breeding methods is to provide genetic progress This progress is
easier and takes shorter time by determining localization of genes in the varieties by
moleculer markers Morever, in this way, the certain knowledges about genotips and
parents of species, varieties and types obtained by sponton and breeding methods are

provided In our research, the moleculer technic of RAPD was used for these reasons

Leaf samples were taken from young shoots for DNA extraction and a small part
of this leaf sample was used in the extraction Different methods were examined in the
extraction of the citrus leaves and Dellaporta method was determined as the most
suitable method for the extraction of citrus leaves Citrus tissues are rich in
polysaccharides, polyphenols and carbonhydrates, these compounds interfer DNA
amplification So, DNA was cleaned from these compounds by Dellaporta method
which has phenol and chloroform in extraction buffer. Amplification products were
taken after PCR.

In PCR part, firstly the optimization of RAPD parameters were done then it was
- determined variation among varieties by these RAPD parameters. Optimum DNA
concentration for RAPD reaction was 50 ng, dNTP 5mM, primer 10 pmol, MgCl; 2.5
mM, PCR buffer 2 5 pl (1x PCR buffer) and the concentration of taq polymerase was
found 1 25unit. In the study 10 different primers were used, the number of ba.ndi change
from 1 to 11 according to varieties and primers. A04, AO7 and A06 primers have more
bands than the other primers. The highest polymorphisms were obtained between
Satsuma- Minneola tangelo and Kinnow- Minneola tangelo varieties. Nova-III - Lee-I

and Nova II- Nova I mandarin varieties were determined as the closest relative varieties.



At the end of the reseach, it was established that low genetic differences can be

also determined by RAPD markers.
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OZGECMIS

Cipdem GOKSEL 1974 yilinda Antalya’ da dogdu. Ik, orta ve lise dgrenimini
Antalya’ da tamamlad: 1992 yilinda girdigi Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Bolumtnden 1996 yilinda Ziraat Mithendisi olarak mezun oldu Ayni
y1l Akdeniz Universitesi Bahge Bitkileri Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Ofrenimine
basladi ve aragtirma goérevlisi olarak atand: Halen bu gérevi stirdisrmektedir



