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RAPD MARKERLERiYLE BAZI MANDARiN <;ESiTLERi:NiN 

TANILANMASI 

<;igdem GOKSEL 

Yiiksek Lisans Tezi, Bah~;e Bitkileri Anabilim Dab 
Hazimn 1999, 70 Sayfa 

Bu ~ah~mada, Akdeniz Universitesi Ziraat Faki.iltesi Bah~e Bitkileri Bi:ili.imli 

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

Robinson, Kinnow ve Satsuma mandarinleri ile Minneola tanjelo r,:e~itlerinde RAPD 

yontemi kullarularak r,:e~itlerin birbirlerine yakmhk dereceleri belirlenmi~tir <;:ah~malar 

Ak:deniz Universitesi Ziraat Faki.iltesi Bahye Bitkileri Bi:ili.imii Pomoloji Laboratuvart, 

Doku Kiiltiirii Laboratuvan, Bitki Koruma Laboratuvar1 ve Fakliltenin Tartmsal 

Biyoteknoloji Labotuvarmda yiiriitlilmii~tlir 

Turunr,:gil bitki dokulannda bulunan polisakkarit, polifenol ve karbonhidratlar 

DNA ekstraksiyonuna ve DNA amplifikasyonuna engel olmaktadu .. Bu nedenle 3 farkh 

· ekstraksiyon yontemi denenmi~, mandarin ekstraksiyonuna en uygun yonternin 

Dellaporta yontemi oldugu tespit edilmi~tir 

<;:e~itler arasmdaki genetik farkhhklarm saptanmasmda en uygun RAPD 

parametreleri belirlenmi~ ve bu parametreler kullarularak ~e~itler arasmdaki genetik 

farklthklar saptarum~tu·.. <;:e~itler arasmdaki genetik farkl!hklarm belirlenmesinde, 

RAPD reaksiyonlar1 ir,:in optimum DNA konsantrasyonu 50 ng, dNTP SmM, primer 10 

pmol, MgCh 2..5 mM, PCR tamponu 2.5 ~I (lx!O PCR tamponu) ve taq polimeraz 

konsantrasyonu ise 1. 25 unite olarak belirlenmi~tir 

<;:e~itler arasmda en yiiksek polimorfizrn, Satsuma mandarini ile. Minneola 

tanjelo r,:e~itleri ve Kinnow mandarini ile Minneola tanjelo r,:e~itleri arasmda 

belirlenmi~tir· Aynca Nova-III ile Lee- I ~e~itleri ve Nova- II ile Robinson r,:e~itleri ise 

birbirine en yakm r,:e~itler olarak saptannn~tu 

Ara~tuma sonunda turunr,:gillerde, r,:e~it bazmda genetik farkl1hklarm 

saptanmasmda RAPD tekniginin kullarulabilecegi beliilenmi~tir. 
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ABSTRACT 

IDENTIFICATION OF SOME MANDARIN VARIETIES BY RAPD MARKERS 

Cigdem Giiksel 

M. Sc. Thesis, Horticultural Department 

June 1999, 70 Pages 

In this research, the similarity matrix of Klemantin, Nova-!, Nova-II, Nova-III, 

Lee-!, 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 

··was determined by using these parameters. In the determination of genetical variation 

among varieties, the optimum DNA concentration for RAPD reaction was 50 ng, dNTP 

SmM, primer 10 pmol, MgCb 2.5 mM, PCR buffer 2 5 J.ll (lxlO PCR buffer) and the 

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

varieties 

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 YE~iLOGLU 

Prof Dr Mustafa PEKMEZCi 

Assoc .. Prof Kenan TURGUT 
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ONSOZ 

Dlkemiz Turun<;:gil yeti~tiriciliginin geli~tirilmesi ve milli ekonomiye olan 

katk:J.smm daha ytiksek di.izeye ula~tmlmast, her~eyden once sahip oldugumuz turun<;:gil 

gen potansiyelinin belidenmesi, korunmast ve degerlendirilmesine yonelik olarak 

yapilacak <;:ah~malara gereken onemin verilmesiyle miimki.indiir. 

Islah <;:ah~malannda bitki genetik kaynaklanrun etkin bi<;:imde korunmast ve 

kullarulmast biiytik onem ta~u Son y!llarda bu ama<;:la molekiiler marker yontemleri 

geli~tirilmi~tir·. Molekiiler yontemlerden RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA) tiir ve <;:e~itlerin birbirlerine yakmhklanm ve <;:e~itler arasmdaki varyasyonu tespit 

etmede kullarulan onemli bir tek:niktir Bu yontem tslah programlarmm siiresini onemli 

ol<;:iide k:J.saltmaktadu Aynca bu teknik, diger molekiiler tekniklere gore ucuz, kolay ve 

giivenilirdir 

Bitki tslaht ve genetigi a<;:lSindan biiytik onem ta~tyan bu <;:ah~mamm her 

a~amasmda degerli bilgileriyle beni yonlendirip yardtm ve destegini esirgemeyen 

Dant~man Hocarn Saym Do<;: .. Dr .. Turgut Ye~iloglu' na, ara~tuma ile ilgili <;:alt~ma 

olanaklart saglayan Boliim Ba~karum Saym Prof Dr. Mustafa PEKMEZCi' ye, tez 

<;:ah~mamm ba~mdan sonuna kadar yo! gosterici uyartlan ve yardtmlart ile beni hep 

destekleyen saym Hocam Yrd. Do<;:. Dr Naci ONUS' a, ara~tumamn molekiiler 

<;:alt~malar· k:J.smmda yardtmlarmt gordiigum Saym Do<;: Dr.. Kenan TURGUT ve Yrd 

Do<;:.. Dr. Hiiseyin, BASIM' a, tiim <;:alt~malartm boyunca bana destek olan Uzman 

Hamide G(JBBDK, Ara~. Gor Giilhan ERCAN, Ara~ Gor.. Melih TASKIN, Ara~ Gor. 

Bilge KAYA' ya, tezimin jel fotograflarmm <;:ekimini ger<;:ekle~tiren Ttbbi Biyoloji 

Anabilim Dalmdan Ara~ Gor. ibrahim A<;:IKBAS' a, bu ara~tumayt maddi yonden 

destekleyen Akdeniz Universitesi Ara~turna Fonu Ba~kanhgma ve <;:ah~malartm 

strasmda biiytik bir ozveri ve sabula her yonden bana destek olan aileme, en i<;:ten 

te~ekkiirlerimi sunanm 
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SiMGELER VE KISALTMALAR DiziNi 

Simgeler 

ng Nanogram 

rpm Devir/ dakika 

j.Jl Mikrolitre 

IJM Mikromol 

j.Jg Mikrogram 

mM Milimolar 

pmol Pikomol 

nm Nanometre 

mm Milimetre 

gr Gram 

mg Miligram 

L Litre 

ml Mililitre 

M Molar 

kb Kilo base 

bp Basepair 

em Santimetre 

oc Santigrad derece 

v Volt 

A Am per 

MgCh Magnesyum klorur 

NaCI Sodyum klorur 

KCl Potasyum klorur 
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Turun~gillerin bol miktarda vitamin ve yararh besin maddeleri i~ermeleri 

yamnda, meyvelerinin ~ok yonlii olarak kullamlabilmeleri nedeniyle diinyada iiretim 

ve tiiketimleri giin ge~ik~e artmakta ve ticaret hacmi bakrmmdan 1 suay1 

almaktadular Di.inyarun toplam turun~gil i.iretimi 1997 y1hnda 84. 717 000 ton 

dolaymda olup, Ti.irkiye 1 877.900 ton ile Di.inyada 9 suada, Akdeniz i.ilkeleri i~erisinde 

7. suada yer almaktadu. Olkemiz, Turun~gil uretiminin % 8838 i Akdeniz bolgesi, % 

10.93 i.i Ege bO!gesi, % 0 .. 69 u da diger bolgelerimiz ozellikle Dogu Karadeniz 

bolgesinden kar~!lanmaktadrr (ANON!M 1996, ANONYMOUS 1997). 

Turun~gil meyveleri iiretimimizin taze meyve iiretimi i~erisindeki pay1 % 15 

dolaylarmda, toplam meyve ihracatJmizdaki pay1 ise % 80 kadard1r .. Bu da turun~gil 

yeti~tiriciliginin Dlkemiz ekonomisindeki onemini daha a~1k bir ~ekilde ortaya 

koymaktadu·. Ti.irkiye turun~gil i.iretiminin 890 000 tonu portakal, 450.000 tonu 

mandarin, 401.000 tonu limon, 75.000 tonu altmtop ve 3.750 tonu turun~r (ANONiM 

1996). 

Turun~gillerin ilk defa M 6 500' li.i ytllarda ki.iltiire almdJgJ sarulmaktadu· 

(Anonim 1975).. Bugiine kadar ge~en binlerce yilhk sure i~erisinde turun~gil ti.irleri 

seleksiyon, dogal hibritleme ve sponton mutasyonlar· vasJtas1yla karJ~ml§, yeni tiir ve 

~e~itler ortaya ~ikmJ~tlr Bunlar da turun~gillerde geni~ bir tat, asitlik, renk, §ekil ve 

irilik ~e§itliligi saglamJ§tu 

Turun~giller taksonomisinde birka~ tane hipotez vardu. Swingle 16 dan fazla tiir 

bulunmadJgmJ, Tanaka ise 159 tiir bulundugunu iddia etmektedir (Lura 1992, Swingle 

1943) Banet ve Rhodes ile Scora 146 numerik, fenotipik ozellik ve izoenzim 

analizlerine dayanarak_turun~gilleri iki ana gruba ayumaktadular Buna gore I Grup C. 

aurantium, C. gmndis, C. pamdisi, C. reticu/ata ve C. sinensis olmak i.izere :!' tiiri.i; Il 
Grup ise C. aurantifolia, C. lemon ve C. medica olmak i.izere 3 tiiri.i kapsamaktadu Bu 

ara§tuJcJlar aynca turun~gillerin ana vatarunda bulundugu i~in Aga~ kavunu (C. 

medica), Sadok (C. grandis) ve Mandarin (C.. reticulata) tiirlerini ger~ek fur digerlerini 

ise hibrit kabul etmektedir (Green 1986, Lura 1992, Torres 1978, Yamamoto 1993). 
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Turunygillerde yaygm olarak kullarulan a~tlama ve ntiseller embriyoni ile 

vejetatif yogaltmada, bitkinin somatik hticreleri aym yaptda oldugundan, olu~an 

bitkilerin genotipi mutasyon olmarm~sa ebeveyn ile aymdu Buna kar~thk, yeni gen 

kombinasyon!ar1 veya degi~imleri ebeveyn ile doller arasmda genetik farkhhklarm 

nedenleridir Bir bitkinin geli~imi strasmda, somatik hticrelerin genetik benzerligine 

kar~m. yevre ko~ullarr nedeniyle doku ve organ farkhhklarr goriilebilmekte ve kahcr 

olmayan degi~ikliklerden dolayt kahtsal degi~imlerin analizleri gtiyle~mektedir. Ortam 

ko~ullart, tohumdan yogaltmayt izleyen uzun genylik ktstrhgt donemi ve viri.is 

hastahklart, karekterlerde onemli degi~iklikler yapabildigi iyin yeni bir ye~idin genetik 

evaltiasyonu ye~itli yorelerde uzun stireli gozlemlere gereksinim gostermektedir 

(Cameron 1968) 

Islah yontemlerinden biri olan seleksiyon tslahma turunygillerde !980' li 

ytllardan itibaren yOk onem verilmektedir V erimlilik unsuru yanmda, ye~ide ozgti 

ozelliklerin korunmasmda a~t gozti seleksiyonu onemlidir Mutasyonlarm turunygil 

agaylarmda yok stk meydana gelmesi nedeniyle, iyi ve koti.i yonde olanlarm izlenmesi 

ve iyi olanlardan yararlanma yoluna gidilmesi, tizerinde titizlikle durulmast gereken bir 

konudur. 

Turunygillerde mutasyon meydana gelme stkltgmm diger meyvelere gore fazla 

olmasr nedeniyle bir ye~itte bile mutasyon sonucu biryok farklt tip olu~abilmektedir 

Bundan dolayt, olu~im mutantlarm fenotipine bakar·ak gen kaynaklart konusunda bir 

fikre varllmast oldukya gi.iyti.ir ve uzun zaman almaktadrr 

Turunygi! ye~itleri arasmdaki farklthgt tespit etmek iyin biryok ara~tumada 

yaprak eterik yaglarmm gaz kromotografisindeki analizleri, flavanonlarm kalitatif 

analizleri, flavanon glikozitlerin likit kromotografideki analizleri ve izoenzim 

analizleri yaptlmt~tu Bununla beraber, bu analizler ebeveynleri arasmda benzer Iik 

bulunan bitkilerin ayud edilmesinde ba~arth olmamaktadu· (Torres 1978, Sugawara 

1995} Ba~arryt yakalayabilmek iyin bitki tslltlu ve bitki genetiginin ye~itli alanlarmda 

DNA markerleri kullantlmaktadu·. DNA markerleri kantitatif biyoloji iyerisinde pek 
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;;ok sorunun cevaplamasmda onemli bir ara;; olmu~tur (Onus 1996).. Molekiiler diizeyde 

DNA markerleri organizmalar arasmdaki genetik ili~kiyi anlamak i;;in yaygm olarak 

kullarulmaktadrr .. 

Tiim 1slah yontemlerinde ama;; genetik ilerlemedir.. Bu ilerleme ;;e~itlerin 

genlerinin molekiiler diizeyde saptarunas1yla daha kolay ve k1sa stirede saglanabilir. 

Aynca bu ~ekilde, degi~ik 1slah yontemleri ve dogal olarak bugtine kadar elde edilmi~ 

ttir, ;;e~it ve tiplerin genotipleri ve ebeveynleri hakkmda kesin bilgiler elde edilmektedir .. 

Turun;;gillerde bu ama;;:la 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 kullanilmi~ ve bu yontemlerle ttir ve ;;e~itlere bagh olarak ba~ar1lar· elde 

edilmi~tir (Luro 1992, Rafalski 1993, Yamamoto 1993, Deng 1995, Sugawara 1995, 

Machado 1996, Russo 1996) 

Bu teknikler, ayn genotipe sahip bireylerin gen haritalat1run Cikart!lmasmda, 

ttirler arasmdaki akrabahgm ortaya konmasmda, ye~it aynmmda, doku ktiltiirii ile 

;;:ogalt!lan bitkilerde meydana gelen somaklonal varyasyonlarm ve polimorfizmin 

belirlenmesinde kullamlmaktadrr· (Deng 1995, Machado 1996) RFLP ve RAPD 

teknikleri molektiler diizeyde en fazla kullarulan tekniklerdir.. Genetik ;;e~itliligin 

saptarunasmda, DNA markerlar1run kullanimi ilk kez 1980' li y!llarda Restriksiyon 

Fragmenti Btiytikltik'Polimorfizmi (RFLP) tekniginin geli~tirilmesiyle ortaya Cikmi~tir .. 

RAPD teknigi ise ilk olarak Williams ve ark tarafmdan 1990 y!lmda bulunmu~tur 

RFLP markerleri germplasmm degedendirilmesi i;;:in RAPD markerlerine gore 

bazi avantajlara sahiptir RFLP kodominantdrr boylece her iki ebeveyn allelleri 

belidenebilir .. RAPD fragmentleri ise dominant davrarur ve sadece tek bir· ebeveynin 

alleli belirlenebilir Bu farkl1hgm bir sonucu olarak RFLP ile heterozigot 

rekombinantlar ebeveynlerden ayut edilirken RAPD ile ayut edilemezler (Ercan 1998) 

RAPD fenotipinin kullan1mmda kar~Iia~1lan bir gti;;Iiikte gozlenen bant yogunlugudur 
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Bu dezavantajlann yarunda RAPD tekniginin RFLP' ye gore bin;:ok avantajlan 

bulunmaktadrr (Cartens 1990). RAPD tekniginde nanogram di.izeyinde, RFLP' de ise 

mikrograrn di.izeyinde genomik DNA' ya ihtiya~ duyulmaktadrr Deneysel a~1dan RFLP 

teknigi RAPD teknigine gore daha zordur. RAPD tekniginde primerler tesadi.ifi olarak 

se~ilmekte, RFLP' de ise primerlerin se~iminde belirli bir sekans bilgisine gereksinim 

duyulmaktadu .. RAPD tekniginde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) iiri.inleri agarose 

jel i.izerinde ayn~tliilarak etidyum bromid ile boyand1ktan sonra ultraviole (UV) I§Ik 

kaynag1 altmda gori.intiilenmekte, RFLP' de ise DNA problarmm radyoaktif madde ile 

i~aretlenmesi gerekmektedir Non radyoaktif madde ile de i~aretlenebilir, fakat bu 

maliyeti daha da arttumaktadrr. RAPD tekniginin uygulanmas1 a§amasmda, RFLP' ye 

gore daha az teknik bilgiye gereksinim duyulmakta ve daha klsa zarnar~da 

sonu~landmlmaktadu (Rafalski ve Tingey 1993) 

Bu ara§tumada, Akdeniz lJniversitesi Ziraat Fakiiltesi Bah~e Bitkileri Boli.imi.i 

kolleksiyon parsellerinde bulunan Nova I, Nova II, Nova III, Lee I, Lee II, Satsuma, 

K.lemaritin (SRA 90), Kinr~ow ve Robinson mandarinleri ile Minrieola tanjelo 

biyoteknoll)jik yontemlerden RAPD teknigi kiillarularak ~e§itlerin birbirlerine yakmhk 

derecelerinin belirlenmesi ama~larimi§tll Aynca, bu teknigin geli§tirilmesi ile 1slah 

~ah§malarmda kolayhk saglanacag1 gibi ozellikle i.ireticilerimiz tarafmdari i.Jlkemize 

giri§i yapilmi~ ~e§itler ile mevcut ~e§itlerden mutasyon sonucunda meydana gelen farkh 

farkl1 tiplerin taritlanmasi da yapilabilecektir. 
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2. KURAMSAL BiLGiLER VE KA YNAK TARAMALARI 

2. 1. DNA izolasyonu ve PCR ile ilgili Kuramsal Bilgiler 

2. 1. 1. DNA izolasyonu ile ilgili kuramsal brlgi!er 

Bitki dokulanndan saf DNA izolasyonu olduk<;:a zordur Turun<;:gil bitki 

dokulan polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlarca zengindir ve bu maddeler 

DNA izolasyonunu gti<;:le~tirirler DNA yeterince saf degilse PCR sonucunda 

ampliflkasyon ger<;:ekle~mez (Lura 1992).. Fenol ve kloroformun kullaruldrgr 

yontemlerle saf DNA elde edilebilmelctedir .. Fencl iyi bir temizleyicidir Kloroform ise 

proteinleri .yozmelctedir Kloroformun <;:bzemedigi proteinler isoamil tarafindan 

<;:oziilmektedir.. Fenolik bile~iklerden tamamen temizlenmemi~ DNA' da 

kahverengile~me meydana gelmektedir .. Bunu onlemek i<;:in 5-10 mM 13- mercaptoetanol 

(BME) kullarulmaktadu (Deng vd 1996). 

Bitki dokularmdan DNA izole etmek i<;:in <;:ok farklr izolasyon yontemleri 

geli~tirilmi~tir·. Her yontemde kullarulan kimyasallar da birbirinden farklrlrk 

gostermektedir· .. Bu kimyasallar arasmda 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 (Var·ghese vd 1997) ve Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

(Pammi vd 1994) yer almaktadu. 

RNA' yr elimine etmek i<;:in RNase enzimi, proteinleri elimine etmek i<;:in 

proteinaz K enzimleri kullarulmaktadrr 

Turun<;:gillerde saf DNA izolasyonu i<;:in farklr yontemler kullamlabilmektedir 

Ozellikle Doyle ve Doyle (1987), Dellaporta ve ark (1983), Murray ve Tho~pson 
(1980)' m yontemlerinde yapllan kii¢k modiflkasyonlarla DNA izolasyonu kolaylrkla 

yaprlabilmektedir. 

Gawel ve Jarret ( 1991), muzlarda DNA ekstraksiyonu ile ilgili olarak <;:ah~~~ 

ve ekstraksiyon tamponu olarak% 2 CTAB, 100 mM Tris- HCI (pH 8.0), 1.4 M NaC~ 
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20 mM EDT A,% 1 BME kullamnr~lardtr Ara~tmna sonunda, yapraklann oldukya geny 

o1masmm ve orta damanrun ahnmt~ olmastnrn DNA ekstraksiyonunda ba~anyt 

etkiledigi saptamnr~tu. 

Luro vd (1992), Citrus, Fortunella ve Poncirus cinsine ait 18 farkh bitki 

Ozerinde PCR yapmt~lardu Toplam DNA turunygil bitkilerinden alman taze 

yapraklardan Doyle ve Doyle (1987) metoduna gore ekstrakte edilmi~tir DNA 

ekstraksiyonu turunygiller gibi polisakkarit veya polifenollerce zengin bitkilerde 

oldukya giiy o1masma ragmen bu zqrluklar uygun ekstraksiyon yontemi tespit edilerek 

a~tlmt~tu 

Yang ve Quinos (1992), Hu ve Quiros' un yontemiyle kereviz ye~itlerinden 

ahnan taze yaprak materyalini ekstrakte etmi~lerdir DNA konsantrasyonu Beckman 

spektrofotometresiyle 260 nrn dalga boyunda olyi.ilmii~ti.ir. 

Pammi vd (1994), Siipiirge darts! (Sorghum hi color ssp hi color) genotiplerinden 

BTx623 ve IS3620C' yi melezlemi~ ve Ft, F2, F3 populasyonlartnr elde etmi~lerdir 

Geny yapraklar 15 giinliikken hasat edilmi~, stvt azotta dondurulmu~ ekstraksiyona 

kadar· ... go °C'de muhafaza edilmi~tir Genomik DNA Gustincich ve ark (1991)' nm 

yontemine gore izole edilmi~tir Ezilen yapraklarm Ozerine % 8' lik ekstraksiyon 

tamponu (LS M NaCl, 1 mM EDT A, 0 .. 1 M Tris-HCI (pH 8 .. 6), 20 mM OTT,% 1 PVP, 

% 0 .. 05 askorbik asit ve % 1 SDS) (1: 3 w/v) oranrnda ilave edilmi~ir Soliisyon 68 

°C' de 15 dakika if\kiibe edildikten soma kloroform ve 5 M Ammonium asetat ilave 

edilmi~tir DNA peletleri% 50' lik Etanolle ytkanrru~ ve TE tamponunda (1 0 mM Tris­

HCI (pH8 .. 0), 1 mM EDTA) yoziilmii~iir DNA omeklerine proteinase K' nm (50J.!g/ml) 

uygulanrnasmdan soma orneklere 2-3 kez fenol: kloroform: isoamylalkol (25: 24:1) ve 

etanol uygulannn~u. DNA peleti kurutulmu~ iizerine TE tamponu eklenrni~ ve 

~ozdiiriilmii~ti.ir DNA konsantrasyonu TK0-1 00 mini fluometresiyle saplannu~tu·. 

DNA kalitesi % 0 6' hk: Agaroz jel iizerinde k:ontrol edilmi~ ve 4 ng/Jll suda 

sulandmlmt~tu 
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Albayrak vd (1995), Nohut ve Arpa' da RAPD markerleriyle parmakizi 

olu~turrnaya yalt~mt~lardu. Arpa ve Nohut bitkilerine ait tohumlar· sakstlarda 

yimlendirildikten soma, kesilen taze yapraklardan Walbot yontemine gore DNA' Jar 

izole edilmi~tir. Yabani maya tipinin DNA' st da Wright vd (1986)' mn geli~tirdikleri 

yonteme gore bir gecelik taze ki.ilti.irden izole edilmi~ir 

Deng vd (1995), in vivo ve in vifTo ko~ullarmda yeti~tirilmi§ limon mutantlarmt 

RAPD markerleriyle tarulamt§lardu Bu yalt§manm ekstraksiyon a~amasmda Doyle ve 

Doyle (1987) metodunu kullamlrm§tH. 0. 5- lgr yaprak ornekleri stvt azotla iyice ezilmi§ 

ve toz haline getirilmi§tir .. Bunun iizerine daha onceden 60 °C' de 1S!ttlmt§ CT AB 

ekstraksiyon tamponu (% 3 CTAB, 1.4 M NaCI, % 0.2 f3-mercaptoetanol, 20 mM 

EDTA, IOO mM Tris- HCI pH: 8.0 ve % I PVP) ilave edilmi§ ve kart§tm cam ti.ipe 

aktartlmt~tr Kart§tm 60 °C' de 30-45 dakika inki.ibe edilmi~ ve 5 ml' lik kloroform­

izoamylalkol (24: I) ile muamele edilmi§tir .. 2 000 g' de IO dakika santrifiijden soma 

haemin 2/3' i.i kadar isopropanol ile kart§tmlmt§ ve DNA yokti.iri.ilmi.i§ti.ir. I kez 20 

ml'lik ytkama tamponu (% 76 etanol, IO mM amonyum asetat) ile ytkamm~ ve DNA I 

ml'lik TE tamponunda (IO mM Tris- HCI (pH: 74), ImM EDTA (pH:8.0)) 

yOzi.ilmi.i~ti.ir DNA 10 mV lik soguk etanolle ve 2. 5 M' hk amonium asetat (pH: 7 7)' Ia 

muamele edilmi~tk 

GOziikmmzt vd (1995), istanbul Universitesi Fen Faki.iltesi Biyoh:~ji Boli.imi.i, 

Ankara Universitesi Ziraat Faki.iltesi, Osman Tosun Gen Bankast, Ege Universitesi 

Ziraat Faki.iltesi Trula Bitkileri Boli.imi.i ve Ege Tartmsal Ara~trrma Unstiti.isi.i Gen 

Bankasmdan saglanan arpa ti.itlerine (H vulgare, H mirinum, H bulbosum, H vulgar·e 

spontaneum) ait hatlart kullarum~tular Her hattan geli~en taze yapraklar kesilerek DNA 

izolasyonu yap!lmt~ ve DNA ornekleri -70°C' deki derin dondurucuda uzun si.ireli 

saklamaya almmt~trr 

Moreno vd (1995), 31 tane i.izi.im ye~idi iyerisindeki polimorfizmi belirlemek 

iyin RAPD markerlerini kullannu§tular· 5 gr taze geny yaprak stvt azotta ezilmi~ ve 

65°C'de 20 m1% 2' lik CTAB izolasyon tamponu ekle011li~ir DNA ekstraksiyonunda 

Gogorcena vd (1993)' m metoduyla modifiye edilen Doyle ve Doyle (1990) metodu 
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kullarulmt~tu DNA' run verimi mini fluorometre ile olvulruu~tiir. DNA ekstraksiyonu 

it;:in farkh ya~lardaki dokulardan almm 6rnekler farklt laboratuvariarda ayru sonuvlart 

vermi~tir. Bu ara~tuma sonucunda, DNA ekstraksiyonu avlSlndan farklt ya~lardaki, 

farkl1 bolgelerde ve farkl1 yeti~me ko~ullarmda yeti~en bitkilerin aym sonucu verdigi 

tespit edilmi~tir 

Sugawara vd (1995), RAPD markerleriyle turunygil kimeralanm 

tarulaml~lardtr Bu konuda yaptlklar1 valt~marun ekstraksiyon a~amasmda Dellaporta 

(I983) y6ntemini kullailmi~lardu 

Hamada ve Hagimori (1996), Kala (Zantedeschia spp) ve~itlerinin DNA 

ekstraksiyonunu CIAB ekstraksiyon tekniginine gore yapm1~lardn RAPD a~amasmda 

kullamlan primerleri Operon' dm sevmi~tirler 

Machado vd (1996), akdeniz mmdarinlerinde yapt1klart vah~mada Murray ve 

Thompson (I 980) tarafindan tarumlanan ekstraksiyon yontemini kullmm1~tniar 

Ekstraksiyon tamponu olarak % I' lik CI AB, I 00 mM Tris- HCI (pH: 7. 5), 10 rnM 

EDTA, 0 . .7 M NaCI, %/2 sarkosyl: I40 mM 2-mercaptoetmol kullamm~lardlr Bu 

yontemde, SIVI azotla iyice ezilen yaprak orneklerirtin iizerine 3 5 hacimlik ekstraksiyon 

tarnponu ilave edilmi~ ve ornekler 60°C' lik steak su bmyosunda :30 dakika tutulmu~tur 

Orneklerin iizerine 35 hacimlik ekstraksiyon tamponu ilave edilmi~ ve dalta soma 

6rnekler 5 dakika inkiibe edilmi~tirler 12 000 rpm' de 5 dakika smtri:fiij edilen 

orneklerin ust fai1 ba~a tuplere ahnm1~ ve uzerlerine 1 hacimlik kloroform -

izoamylalkol ile 0 . .1 hacimlik % 10 'luk CTAB (% 10 CIAB; 0 7 M NaCJ) ilave 

edilmi~tir Olu~ yeni ust faz ise bir ba~a tupe altnm1~ ve uzerlerine 1 hacimlik CI AB 

tarnponu( % 1 CI AB, 50 mM Iris-HCI pH: 8. 0; 10 mM EDIA ) ilave edilmi~, yava~va 

kart~tmlmt~ ve 12 000 rpm' de tiipler 5 dakika santri:fiij edilmi~, olu~an supernatant 

ktsm1 attlm1~tn DNA peleti 400 J.!l TE tamponunda (10 rnM Iris HCl pH: 8':0; 1 rnM 

EDIA; 1 M NaCI) vozdurulmu~ ve iizerine 2 hacimlik soguk% 100 Etanol' den ilave 

edilmi~tir 5 dakika 12 000 rpm' de santrifi\j edildikten sonra supernatant attlm1~ ve 

DNA peleti% 70' Iik ve% 100' luk etanolle ytkailmt~tu Dalla sonra DNA' ya 250 J.!l 

O.lx TE tarnponu (1 mM Iris- HCI pH: 8.0; 0.1 mM EDTA) ve I hacimlik fenol: 
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kloroform: isoamylalkol (25: 24: 1) ilave edilmi~tir Tekrar etanolden gevirildikten 

sonra etanol uzakla~tmlmi~ ve DNA iverisinde I 0 ~-tg/~-tl RNase bulunan 0 lx TE 

tamponunda vozlilmii~tilr DNA' mn kalitesi ve miktar1 Sambrook' un (1989) 

yontemiyle saptandmi~tlr 

Malik vd (1996), DNA ekstraksiyonunu yakla~ik 5 gr taze veya donmu~( -70°C) 

bugday yapraklarmdan yapm1~lardu. DNA' mn safla~tmlmas1 ivin fenol: kloroform: 

isoamylalkol (25: 24: 1) kullamlmi~tir 5 ml' lik DNA yezeltisine 10 Ill RNase 

uygularum~ ve yezelti 37 °C' de 1 saat irikiibe edilmi~tir DNA % 70 'lik etanol ile 3 

kez )'lkanrni~ 1 0 dakika kurutulduktan sonra 1 ml TE tamponunda vozdiirii1mii~tiir ve 

4°C' de depolanmi~tlr. 

Millan vd (1996), 19 tane giil tiiriinde RAPD markederiyle filogenetik ili~nin 

saptanmasma vah~mi~tular. Bitkilerden alman genv yaprak dokular1 s!VI azotta 

dondurulmu~ ve -80 °C' de saklanrni~tlr DNA ekstraksiyonu Torres ve ark (1983)'m 

yontemiyle yapilmi~tlr Ornek ba~ma 0 7 i.inite RNase ilave edilmi~ ve boylece RNA' 

1ar DNA' lardan uzakla~tmlmi~tlr DNA, TE tamponunuda vozlilmii~tiir 

Fofona vd (1997), Lima fasulyesinde (Phaseolus lunatus L ) RAPD 

markerleriyle genetik ili~kiyi saptam1~lardrr. Kiiltiir formlar1 ve yabani formlar 

arasmdaki ili~ki tespit edilmi~tir Kiiviik modifikasyonlarla DNA ekstraksiyonunda 

Murray ve Thompson (1980) metodu kullam!mi~tu 
' 

Ling vd (1997), 9 adet Poinsettia ve~itlerinden ahnan 1 gr taze veya -80 °C' de 

dondurulmu~ yaprak materyali ile ekstraksiyon gervekle~mi~tir Gawel ve Jaret (1991)' 

in ekstraksiyon metodundaki modifikasyonlarla CTAB metodunu kullanmi~lardu· 

Feno1: kloroform uygu1amasmdan sonra DNA etanolden gevirilmi~ ve 300 Ill TE 
~ 

tamponunda v6zlilmii~tiir DNA konsantrasyonu DNA mini fluorometresiyle tespit 

edilmi~ir 

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

yeti~en, sonbaharda sari vivekler avan bir agayc1k) ve~itlerinin ekstraksiyonunu taze 
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yaprak materyali kullanarak yapmi~lardiL Ornek ba§ma 1. 0-1. 3 gr taze yaprak materyali 

ahnmi§, SIVI azotla dondurulmu§ ve DNA ekstraksiyonuna kadar -80 oc• de muhafaza 

edilmi~tir DNA ekstraksiyonu Doyle ve Doyle (1990) metoduna gore yapi!mi~trr. 

Ezilmi§ ve dondurulmu§ yaprak orneklerinin iizerine 10 ml s1cak (60°C)% 2 lik CTAB 

tarnponu (% 2 cetyltrimethylarnmonium bromid, 1.4 M NaCl, % 2 13- mercaptoetanol, 

20 rnM EDTA, 100 rnM Tris HCl pH 8.0) eldenrni~ ve 65°C' de 60 dakika inkiibe 

edilmi~tir i.Jzerine 10 ml Kloroform: izoamylalkol (24:1) eklenmi~ ve 2 000 g,' de 15 

dakika santrifuj edilmi§tir Etanolle yikandil'tan soma DNA peleti kurutii!mu§ ve 0..5-1 

ml Tris- EDTA tarnponunda fi:Oziilmii§tiir DNA kalitesine bakmak i~tin% 1' lik Agaroz 

jele 8-10 ,.U yi.iklenmi§. 150 voltta 2. 5 saat elektroforez yapiimi§, UV altmdaki bant 

yogunluklar1 standart kontrolle kar§Iia§tmlffil§tu·. 

Ortiz vd (1997), 28 tane hexaploid ve 3 tane diploid erik ~te§itlerinin genetik 

ili§kilerini RAPD markerleriyle saptaiDI§lardir DNA ekstraksiyonunda 2 gr yaprak 

ornegi kullarulmi~ ve Carlson metoduna (1997) gore baz1 modifikasyonlarla 

ekstraksiyon yapiimi§tiL Yapraklar ezildikten sonra aliminyum oksit ve 10 ml CTAP 

ekstraksiyon tarnponu eklenrni§tir .. CTAB izolasyon tarnponu% 2 CTAB, L4 M NaCl, 

20 rnM EDTA, % 1 PEG 6 000, 100 mM tris-HCl (pH 9..5) ve % 2 2-

mercaptoetanolden olu§mu§tur Kart~Im 20 dakika 74°C'de inkiibe edildikten sonra oda 

stcakhgmda sogutulmu§tur Kart§Im kloroform-isoamylalkol' den ge~tirilmi§ ve 

Albenson ve Simon' a gore (1987) DNA fenol ile safla§tutlmt§tu 

• 
Paz ve Veilleux (1997), Doyle ve Doyle (1987) kii~ti.ik modifikasyonlarla patates 

hibritlerinde DNA ekstraksiyonu yapmi§lardu .. Taze yapraklar (0. 3-0.5 gr) SIVI azotla 

iyice ezilmi§, toz haline getirilmi§tir Bunun iizerine 1m! CT AB 

(hexadecyltrimethylammonium bromid) tarnponu (0. 1 M Tris HCl pH 8. 0, 1 4 M NaCl, 

0.02 M EDTA pH 80,% 2 CTAB ve% 1 taze 2- merkaptoetanol) ilave edilmi§ ve 1-2 , 
saat 60 °C' lik su bartyosunda tutii!mu§tur. 1m! kloroform - isoarnylalkol ilave edilmi§ 

ve kart§tm 15 dakika santrifuj edilmi§tir. DNA peleti olu§tuktart sonra iki kez% 75' Iik 

etanolle ytkanrni§ ve DNA kurutulmu§tur. Dalta sonra TE tarnponu (10 rnM Tris-HCl, 1 

mM EDTA) ve RNase (10 J.!g/ ml)'de fi:Oziilmii§tiir DNA konsantrasyonu 

minifluorometreyle saptaruliD!§tu 
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Vaghese vd (1997), 24 adet Hevea brasiliensis klonundan da· Rogers ve 

Bendich (1988) yontemine gore toplam genomik DNA ekstraksiyonu yaprm§lardrr· .. Bu 

amayla stvl azotla daha onceden dondurulmu§ 50-100 mg yaprak iyice ezilmi§ ve 

i.izerine 5 hacimlik steak 2x CTAB ekstraksiyon tarnponu (% 2 CTAB, 20 mM EDT A, 

100 mM Tris- HCl (pH 8 0), 1.4 M ve NaCI) ve 7 J.tl proteinase K (10 mg/ml) ilave 

edilmi~tir Soliisyon 65 °C'de 30 dakika inkiibe edildikten soma iizerine 1 hacimlik 

kloroform-isoamylalkol (24: 1) ilave edilmi~tir 11 OOOrpm' de 10 dakika santrifiijden 

soma tist faz atdm1~ ve DNA soguk isopropyalkol ile muamele edimi~tir DNA peleti I 

ml% 70' lik alkolle ytkandtktan soma 50- 100 J.l] TE tarnponunda (I mM TrisHCI ve 

OJ mM EDTA pH 8.0) ytiztilmti~ttir DNA konsantrasyonu DNA fluometresi 

kullarularak saptanmt~ ve DNA 10 ng/ J.tl olacak §ekilde sulandmlmt§tlr 

Bartolozzi vd (1998), 14 tane badem ye~idindeki genetik ili~kiyi RAPD 

markerleriyle saptarru~lardrr.. DNA ekstraksiyonundan once yapraklar ni~asta ve 

polisakkarit di.izeylerini du~urebilmek iyin 4°C' de 2-3 giin boyunca muhafaza 

edilmi~ir DNA ekstraksiyonu Gepts ve Clegg (1989) metodunda kuyiik 

modifikasyonlar yap!larak geryekle~irilmi~tir. 5 gr taze yaprak kullarularak DNA elde 

edilmi~tir Safla~tmlm1~ genomik DNA TE tamponunda yozdtirulmii~, 

spektrofotometrede okuma yaptlmt~ ve 4°C' de depolanrru~tlr 10 J.tg/ ml steril sud a 

DNA sulandmlrru~ ve PCR amplifikasyonu iyin kullamlmt~tlr 

Galdrisi vd, (1998), italyan kestane ye~itlerinin RAPD markerleriyle 

stmflandmlmasma yalt~ml§tular Baz1 kestane ye~itlerinin birden fazla yerel isimleri 

.. vardu veya birbirinden farkl1 ye§it1erde ayru isim kullarulmt~tu· DNA ekstraksiyonunda 

ba§langtyta uygun ekstraksiyon yontemini tespit etmede problemlerle kar~da§tlmt~tlr .. 

Ancak Doyle ve Doyle (1990) metoduna gore yapdmt§ ekstraksiyonlardan en iyi 

sonuy!ar ahnmt~u 1 gr aguhgmdaki kestane yapraklar1 stvt azot' Ia iyice ezilmi~ ve ., 
i.izerlerine ekstraksiyon tarnponu (L4 M NaCI,% 2 CTAB, 200 mM Tris- HCI pH 8 .. 0, 

20 mM EDTA pH 8 .. 0, % 2 2-mercaptoetanol) ilave edilmi~ir Ornekler 30 dakika 60 

°C' de inkiibe edilmi~tir· Kart~tma ekstraksiyon tarnponuna e~it, hacimde kloroform: 

butanol (24: 1) ilave edilmi~tir Daha saf DNA eldesi iyin, DNA' ya en az iki kez bu 

uygulamalar yapdmt§tlf Sonunda DNA distile suda yoztilmii~ ve 5 J.tg/ mi RNase A 
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uygularup 37°C' de 60 dakika inkiibe edilrui~tir RNase uygularuasmm PCR 

analizindeki verimliligi arttudtgt gozlenmi~tir.. Ekstraksiyon yaparken en az 2 kez 

ekstraksiyon tamponundan gecirmek PCR amplifikasyonu strasmda DNA' yla 

reaksiyona girerek amp!ifikasyonu on!eyen tanenler, alkoloidler ve flavonen gibi 

bile~ilderin uzalda~tmlmasmt saglamt~tu. Ekstrakte edilen DNA' mn uzun sure 

tazeligini korudugu goriilmii~tiir 

Kumar vd (1998), RNase ve fenol- kloroform uygulanan basamaklarda kiicuk 

modifikasyon!arla Heliconia tiir ve ve~itlerinde Honda ve Hirai (1990) metoduna gore 

DNA ekstraksiyonunu yapmt~lardu. 2..5 rn1 ekstraksiyon tamponu ilave edilmeden once 

0 5 gr taze yaprak stvt azotla iyice ezilmi~tir Ekstraksiyon tamponu 100 rnM Tris­

HCI (pH 8), 50 rnM EDTA pH: 8, 500 mM NaCI ve 10 rnM 13-mercaptoetanol' den 

olu~mu~tur DNA' mn konsantrasyonu spektrofotometreyle saptantlmt~ ve RAPD 

analizine kadar DNA cozeltisi -20 °C' de depolanmt~tu 

Uzun vd (1998), Razaki i.izi.im ce~idine ait 12, Hafizali i.izi.im ce~idine ait 6 klon 

kullanmt~Iar· ve RAPD markerleriyle polimorfizmi tespit etmi~Ierdir DNA 

ekstraksiyonu Lodgi vd (1994) tarafindan geli~tirilen yonteme gore ger~ek!e~irilmi~tir. 

0 5 gr taze yaprak ornegi, stvt azot i~erisinde ezilerek toz haline getirilmi~ ve i.izerine 5 

ml ekstraksiyon cozeltisi (20 rnM NaEDTA, 100 mM Tris-HCI, 14M NaCI, % 2 (w/v) 

CTAB, % 0.2 Merkaptoetanol) ilave edilmi~tir Bunlarm i.izerine 50 rug PVPP ilave 

edilerek, tiipler ters yi.iz edilmek suretiyle iyi bir kart~tm saglanmt~tlr. 60 °C' deki su 
' 

banyosunda 25 dakika bekletilen orneklerin i.izerine 6 ml Kloroform- oktanol (24/1) 

.. cozeltisi ilave edilmi~ ve kart~tm saglanmt~ttr Ekstraksiyonun en son a~amasmda% 76' 

hk etanolle ytkanan ornekler, 20- 30 dakika slireyle kurutularak, orneklerden etanoli.in 

uzalda~tmlmast saglanmt~tu·. Bu ~ekilde elde edilen DNA ornekleri 200 Ill TE cozeltisi 

icerisinde cozi.indi.ikten soma, herbir ornege 2 ).!1 RNase ilave edilmi~ ve 15 dajPka 37 

oc' deki etiivde tutulmu~lardtr DNA miktart spektrofotometrede 260/280 oramyla 

belirlenmi~tir 
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2.1. 2. Polimeraz zincir reaksiyonu1 (PCR)- RAPD ile ilgili ~ah~rnalar 

Geleneksel olarak turun~gil tslaht uzun seleksiyon dongiisli, nliseller 

poliembriyoni ve poliploidi gibi zoduklar nedeniyle yava~ ve uzun zaman almaktadtr 

Aynca, niiseller ve zigotik bitkileri heniiz gen<;ken ayirt etmek olduk~a gi.i~ olmaktadtr 

(Luro vd 1992, Machado vd 1996). 

Islah programlanna yardtmct olmast a<;tsmdan morfolojik ozelliklere baktlmt~, 

biyokimyasal markerlede problemler a~tlmaya <;alt~tlrnt~ fakat iyi sonu~ ahnamamt~Ur 

Bazt ara~tlnct!ar tslaha yardtrnCI olmas1 ar;:1smdan genetik ~ah~malara ve genetik 

markerlere ihtiya~ oldugunu vurgulaUll~lardtr (Torres vd 1978). 

DNA markerleri kantitatif biyoloji ir;:erisinde sorulan pekr;:ok kompleks sorunun 

cevaplanmasmda onernli bir ara~ olar·ak ortaya t;:tkmaktadu. Bitki tslah1 ve bitki 

genetiginin ~e~itli alanlannda kullamlmaya ba~lanmt~tu Molekuler markerler dogal 

olarak olu~tuklart, fenotip iizerine olumsuz bir etki olmadtgt ve ~evre ko~ullarmdan 

etkilenmedikleri ir;:in son derece faydaltdtr!ar (Onus 1996) 

DNA' run kalltlrn materyali oldugunun bilinmesinden r;:ok daha oncesinde 

genetik markerler biyolojide kullaruhyordu. Gozle gorlilen markerler gozle gorlilebilen 

bir sonur;: ortaya t;:tkaran rnutasyonlar· yirminci yi.izyt!m ba~larmdan itibaren genetik 

markerler olarak kullamlmt~tu· .i:zoenzimlede birlikte gozle gorlilebilen markerlerin 
' 

kullamlrnast yoluyla 1970' li ytllarm sortlarma dogru baz1 organizmalarda genetik 

~italar ortaya t;:Ikarttlmt~tu. 1970' li ytllarda kahtsal olan DNA moleklillimin kendisi 

iizerinde far·klthklarm t;:alt~IImast ile oldukr;:a fazla saytda genetik markerlerin 

bulunabilecegi fikri ortaya attlffil~tu (Onus 1996) 

Diger markederden farkl1 olarak DNA markerleri belirli, ozel r;:evre ko~ullanna 

gerek kalmadan biiyiime odalarmda, seralarda, fide ve fidan yeti~tirme yerlerinde analiz 

edilebilirler ve bu durumda 1slah yall~malarirun daha luzl1 sonw;Ianmas1m saglar .. DNA 

markederinin yer ve zaman tasarrufu ir;:in ta~Idtgt onem pek yak tiir ir;:in ger;:erli ol'JP, 

ozellikle geni~ yer kaplayan ve uzun bir jenerasyon sliresine ihtiyar;: olan aga<;lar i<;in 

onerni r;:ok daha belirgindir (Onus 1996) 
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Turun<;:gillerde molek:Uier markerler, bitki tiir ve <;:e~itleri arasmdaki gen 

haritalaruun <;:lkariimasmda; aynca, tiirler <;:e~itler ve tipler arasmdaki polimorfizmi 

belirlemede ba~ar1 ile kullamlabilmektedir ( Luro vd 1992, Deng vd 1995, Machado vd 

1996). 

PCR, herhangi bir orgar1izmaya ait genomik DNA' dan belirli bolgelerin 

amplifikasyonunu saglayan, basit ama ba~ar1h bir yontemdir. PCR' m temel prensibi, 

tekrarlanabilen 3 a~amaya dayanmas1du. Ia~ama denaturasyon, bu a~amada DNA <;:ift 

sarmalda tek sarmal yap1ya ge<;:er (94 °C}, 2. a~ama amiealing a~amas1, bu a~ama da 

primer tek sarmala yap1~1r burda s1cakhgm iyi ayarlanmas1 gerekir.. 3 a~ama ise 

extension(uzama) (72 °C} a~amas1du (Williams vd 1990) 

Turun<;:gillerde molek:Uler tekniklerden Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP), Variable Number ofTar1dem 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 kullari!Im1~ ve bu yontenllerle tiir ve ce~itlere bagh olarak 

ba~ar1lar elde edilmi~tir (Luro vd 1992, Rafalski vd 1993, Yamamoto vd 1993, Deng vd 

1995, Sugawara vd 1995, Machado vd 1996, Russo vd 1996). 

Tum bu teknikler i<;:erisinde RAPD teknigi uygulanmas1 a~amasmda daha az 

teknik bilgiye gereHinim duymas1, az miktarda DNA' nm yeterli olmas1, luzh ve ucuz 

bir teknik olmas1 nedeniyle tercih edilmektedir (Rafalski ve Tingey 1993) 

Luro vd (1992) yal1~malarmda Citrus, Fortunella ve Poncirus cinslerine ait 18 

farkh bitkiyi materyal olarak kullanm1~tular 25 J.ll olan toplam reaksiyon hacmi 

i<;:erisinde, 0 5 iinite Taq DNA polimeraz, 2 mM MgCh, herbiri 200 f.tM ohm dATP, 

dCTP, dGTP ve diTP, 166 mM (Nli!)2S04, 67 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM l3 -

mercaptoetariol, % 0. 001 anionic detergent, 0 4 mg/ml bovin serum albumin, 0 5 J.tM 
primer ve 1·-50 ng DNA kullarulm1~tu Toplam reaksiyon hacmi iizeri bir danlla parafin 

yag1 ile kaplanm1~tu·. PCR dongiileri 91°C' de 1 dakika, armealing s1cakhg1 primere 
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gore degi~en Stcak!Iklarda 1 dakika, 72 °C' de 1 dakika (35 dongi.i) ve son olarak 72°C' 

de 10 dakikada olmak i.izere dongi.iler tarnarnlanmt~tu Ara~tuma sonunda, PCR 

tekniginin ni.iseller ve zigotik bitkileri kolayca ayut edebilecegi tespit edilmi~tir Aynca, 

vok fazla omekle valt~tlan genetik analizleri bu teknigin kolayla~tudtgt bulunmu~tur 

Yang ve Quiros (1992), 10 mer' lik 28 pnmer kullamlarak ki.ivi.ik 

modifikasyonlarla Williams vd (1990)' nin yontemine gore RAPD markerleriyle 

kereviz ve~itlerini tamlamt~ ve smtflandumt~ttrlar Bu l(ah~mada Apium graveolens L. 

var. dulce ti.iri.i iverisine giren kerevizlerden 21 adet varyete A rupaceum ti.iri.ine giren 

kerevizlerden 1 adet kullanrm~lardtr 28 primerden toplam 309 bant olu~turulmu$tUr 

Primer ba~ma bant saytst 4 (A08) ile 19 (B08) arasmda degi~mi~ ve ortalama primer 

ba~ma 11 bant elde edilmi~tir Arnplifike olmu~ bantlann uzunlugu 200 bp (A03)' den 

3800 bp (A12)' e degi~mi~tir Elde edilen 309 banttan, 213 tanesi (% 68) ti.im ve~itler 

ivin sabit bulunmu~tur Arnplifikasyon ornekleri % 2 0' lik Agaroz jelde yi.iri.iti.ilmi.i~, 

0. 5 f.!g/ ml' lik etidyum bromid ile yar1m saatte boyanmt~tu Ti.im reaksiyonlar 3 kez 

tekrarlanrm$tll 

Pammi vd (1994), Sorghum (Sorghum bicolor spp bicolor) da RAPD 

markerleriyle l(alt~mt~lardu. <;ah~malar suasmda DNA, primer, MgCh, stcakltk ve 

dongi.i saytst gibi ampliifikasyon parametrelerinin optimum degerleri saptanmt~tu 

Parametrelerle ilgili sonul(lara gore, yak di.i~i.ik ve yi.iksek di.izeydeki primer 

konsantrasyonu, amplifikasyon randtmamm azaltmt~, optimum primer konsantrasyonu 

3-6mM olarak ·saptanrm~tu Yi.iksek DNA konsantrasyonu dt~mda DNA 

konsantrasyonu PCR amplifikasyonunu etkilememi~tir Primer/ DNA ili~kisinde Taq 

polimerazm roli.i de ara~tmlrm~, 0.19 i.inite ile 3 .. 04 i.inite arasmdaki Taq' m sonuvlart, 

stmrlt di.izeyde etkiledigi bulunmu~tw Di.i~i.ik ve yi.iksek di.izeydeki MgCh 

konsantrasyonunu DNA amplifikasyonu azaltmt$, optimum MgCh konsantrasyonu 2. 5 

mM olarak tespit edilmi$tir Bundan onceki valt$malarda ti.im primerlenie 36 oc 
armealing stcakltgt olarak kullamlmt$ ancak bu valt$mada kullantlan 27 primerden 22 

tanesi 48 °C' de, 5 tanesi 36 °C' de iyi sonuy vermi$tir. Bu sonuylardan da yikartlacagt 

gibi primere gore annnealing stcakltgt ayarlanmaltdtr En son olarak PCR dongi.ileri 

degerlendirilmi$, 30-35 dongi.ili.i prograrnlarda iyi amplifikasyon elde edilirken 35·-45 
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dongiilti programlarda hakiki olmayan ampliflkasyon tirtinleri elde edilmi~tir Ara~tuma 

sonucunda ozellikle MgCb ve primer annealing sicak!Ik dtizeylerinin ampliflkasyon 

iiri.inlerinin verimini etkiledigi gozlenmi~tir. Standart ko~ullar altmda, primerlerin %80' i 

ampliflkasyon olu~turmu~tur Aynca, BTx623 ve IS3620C adh iki genotip arasmda 

farkhhk tespit edilmi~tir. 

Albayrak vd (1995), okaryotik hiicre sistemlerinden tiy farkh !tire ait be~ 

ornegin, rastgele seyilmi~ I 0 ntikleotid uzunlugunda G-C oran1 % 60 ve % 70 olan iki 

primer kullarularak RAPD teknigi ile tammlamasim yapnu~tular. Elektroforez analizi 

sonucunda OPB02 primerinin sadece Eser isimli nohut varyetesinde yali~tlgi 

saptannu~tu. OPC09 primerinin ise Camtez isimli nohut varyetesi hariy tiim omeklerde 

yogun bantlar verdigi gozlenmi~tir. Agaroz jelde farkh organizma gruplarma ait ortak: 

bantlarm varhg1 tespit edilmi~tir Basit ve yiiksek organizasyona sahip olan tikaryotik 

organizmalardan maya ve bitki tiirlerini dizi homolojisine sahip olabilecelderi 

goriilmii~tiir. Sonuy olarak, bu teknigin yok geni~ organizma gruplarma 

uyguianabilirligi ortaya konmu~ 

Deng vd (1995) yal!~malarmda 14 adet in vivo ve 1 adet in vitro ko~ullarmda 

yeti~tirilen zigotik orjinli limon mutantlartm k:ullannu~lardtr DNA amplifikasyonunda 

ktiytik modiflkasyoniarla Williams' m (1990) yontemi k:ullarulmi~tir <;ah~mada 10 mer' 

Iik 36 adet primer kullanrimi~tu Reaksiyon hacmi 25 J.!l oiup; Ix PCR tamponu (50 

mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9.0, % 0 . .1 Triton x -100), OJ mM dNTP,, 25 mM . 
MgCI2, 0 3 J.!M primer, I Unite Taq polimeraz (Promega) ve 25ng genomik DNA' dan 

.. olu~u~· PCR dongiileri oncelikle DNA' run ayniabiimesi iyin 94 oc• de 5 dakika (1 

dongii), 94 °C' de I5 saniye, 36 oc• de I5 saniye ve 72 oc• de 80 saniye (45 dongii) ve 

son olar·ak 72 °C' de I 0 dakika oiacak ~Ide prograrnianm1~tu·.. Herbir primer iyin 

DNA amplifikasyonu 3 tekerriirlii oiarak geryekle~tiriimi~tir .. RAPD iiri.inleri, o/~. 5' Iuk 

Agaroz jel ile ayrJ~tmllp, etidyum bromid ile boyandtktan sonra UV 1~1k kaynag1 altmda 

fotografi yekiirni~tir Ara~tuma sonucunda 36 primerden I4 tanesinin monomorflk bant, 

22 tanesinin polimorfik bant olu~urdugu goriilmii~tiir Primer ba~ma elde edilen bant 

sayiSI 5 (NI 4) ve 2 I (NI 6) arasmda degi~im gosterrni~, primer ba~ma ortalama 13 bant 

tespit edi!mi~ir Bantlarm uzunlugu 100 bp ile 3200 bp arasmda saptannu~tu .. 22 
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piimerin olu~turdugu 294 banttan %1 5' inin yani 43 bandm polimorfik oldugu 

goriilmii~tiir 10 adet primer, primer ba~ma tek bir polimorfik bant olu~tururken A02, 

Al3 ve N06 primerleri primer ba~ma 4 polimorfik bant olu~turmu~tur Ara~tmcilar 

aynca, RAPD marker!erinin birbirine cok benzer limon mutantlart arasmdaki 

varyasyonlarm saptanmasmda dahl ba~art ile kullani!abilecegini bildirmi~tirler 

GOziikirmiZI vd (1995), Arpa (Hordeum)' da polimorfizm ve genetik haritalama 

ivin RAPD markerlerini kullanmt~lardu Hlzh ve ekonornik bir yontem olan RAPD 

yurdumuzda ilk kez Nerrnin Goziikurruzt ve arkada~lart tarafindan, arpa doku 

kiiltiirlerinde olu~an somaklonal varyasyonun gosterilmesi, yurdumuz orijinli yabani 

arpa hatlarmda parmakizi vah~malart ve polimorfizm degerlerinin hesaplanmast gibi 

amavlar ivin kullamlmt~ttr Genornik bitki DNA' larmm amplifikasyonu 25 J.1.l toplam 

hacimde, rnikrotiiplerde gervekle~tirilmi~tir.. PCR iiriinleri % 1 ve % 1. 2' lik agaroz 

jellerde analiz edilmi~tir Bu vah~ma, RAPD yonteminin, tohum kart~tkltklarmm 

onlenmesinde zaman tasarrufu ve kesinlik avtsmdan onemini ortaya koymu~tur. 

Hamada ve Hagimori (1995), bazt kala (Zantedeschia spp.) ye~itlerinin 

tantlanmast ivin RAPD yonternini kullanrru~lardtr 10 mer' lik 60 primer kullamlmt~tu. 

PCR' da kullam1an 25 JJ1' 1ik reaksiyon hacmi, 10 mM Tris HC1 (pH 9. 0), 50 mM KC1, 

L5 mM MgCh, herbir dNTP 0 . .1 mM, 50 pmo1 piimer, 50 ng genomik DNA ve 0. 5 

unite Taq DNA polimeraz' dan olu~mu~tur. PCR dongi.ileri 94 °C'de 1 dakika, 36 °C' 

de 1 dakika, 72 °C' de 1dakika ve 50 dongiiden olu~mu~tur 

Millan vd (1995), 10 bp uzunlugunda 21 primer kullanarak 19 giil tiiriinii RAPD 

markerleriyle artaliz etmi~lerdir Daha once yapthm~ olan izoenzim analizleri RAPD 

tekniginde o1dugu gibi genetik ili~kiyi tespit etmede vok etkili olmarm~tu Ancak, 

RAPD teknigiyle giiliin yabani ve kiiltiir forrnlart arasmdaki varyasyon ko1ayca tespit .. 
edilmi~tir Amplifikasyon iiriinleri %1' lik Agaroz ve %1' lik Nu-Sieve agarozdan 

haztrlanan je1e yiiklendikten sonra 1x TBE tamponuyla yiirtitiilmti~tiir Jel etidyum 

brornid ile boyanm1~ ve UV 1~1k altmda fotograflanmt~trr. 
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Moreno vd (1995), 14 adet pnmer kullanarak 31 iiziim tipi i9erisindeki 

po1imorfizmi RAPD markerleriyle tespit etmi~tirler Herbir primer 3 kez tekrarlanm1~ 

ve sabit SOUU91ar elde edilmi~tir DNA amplifikasyonu 94 oc• de 30 saniye (1 dongii), 

92 °C' de 30 saniye, 35 oc• de 1 dakika, 72 oc• de 2 dakika (SO dongii) ile 

gen;:ekle~tirilmi~tir .. Amplifikasyon tirtinleri % 1 5' luk agarozda 4 saat siireyle 100 V' 

da ayn~tmlmi~tir. 14 primerden 5 tanesi (A01, A08, All, 010, 019) 90k iyi bant 

desenleri olu$tunnu~tur 

Sugawara vd (1995) tarafindan yapi!an ~ah~mada, 12 mer' lik 124 adet primer 

degi~ik turuncgil 9e~itleri icerisindeki kimeralar1 tarulamak i9in kullarulmi~tir RAPD 

reaksiyonlarmda, toplam reaksiyon hacmi 12.5 Ill tutu1mu~ ve reaksiyonlarda 10 ng 

turun9gil DNA' SI, 10.5 ng primer , 160 J.1M herbir dNTP (dATP, dGTP, dCTP, ve 

dTTP), lOmM Tris HCI (pH 8 9), L5 mM MgCh, 80 mM KCI, 500 llg BSNmi, %0. l 

sodium cholate, %0. 1 Triton x -100 ve 0.5 Unite Tth DNA polimeraz kullarulmi~tlr 

PCR program! olarak 93 °C' de 1 dakika, 42 oc de 1 dakika ve 72°C' de 2 dakika (40 

dongii) kullarulmi~tlr Bantlarm netligi ve stabilitesi icin DNA konsar~trasyonu ile 

oynanm1~ ve 2 ng, 5 ng, 10 ng 20 ng ve 50 ng olacak ~ekilde ce~itli konsantrasyonlar 

denenmi~tir En giiylii bant1ar 10 ng DNA ile 9ah~Ildigmda elde edilmi~tir PCR 

iiriinleri %1. 5 ' lik Agaroz jelde ayn~tmlm1~ ve etidyum bromid ile boyandiktari soma 

fotogyaflarirm~tir Aruiealing SICakhgi o\arak 38 °C ve 42 °C1 ler denemi~, en gii9\ti 

bantlar 42 °C' de tespit edilmi§tir .. Denenmi~ olan 121 primerden sadece 12 tar~esinde 

(AOO, A.19, B.04, B39, B41, B 73, C.ll, C.64, C.82, C88, C89) polimorfizm 
' 

saptarum~tu·. Sonuv olarak, RAPD markerleriyle gen9 bitki doneminde turunQgillerde 

periklinal kimeralarm saptanabilecegi bildirilmi~tir 

ContineDa vd (1996), Comune, Tardive ve Hernandina klemaritin 

seleksiyonlarim tarulamak i9in RAPD markerlerini kullanmi~tirlar Bu 9al.I~ma da 80 

tane primer kullamlmi~ ancak 3 tanesi polimofizmi ortaya vikarmi~tu 

Machado ~d (1996), fark\1 or~jine sahip akdeniz maridari~eri icerisinde RAPD 

markerleriyle genetik ili~kiyi tespit etmi~lerdir <;ali~mada, tesadtifu olarak seyilen 21 

adet 10 ve 8 nier' lik primerler kullarulmi~trr. RAPD reaksiyorilarmda top lam reaksiyon 
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hacmi 13 J.!l tutulmu~tur RAPD r,:ah~malannda 1 3 )ll10x PCR tamponu (100 mM Tris­

HCI pH 83; 500 mM KCI ; % 0 01 gelatin), herbir dNTP' den 200 )lM, 15 ng primer, 

10 ng genomik DNA ve L5 Unite taq polimeraz kullarulnu~tu Reaksiyon tiiptintin 

ir,:erisine toplam reaksiyon hacmi kadar mineral yag konulmu~tur PCR dtingtileri, 92 oc 
'de I dakika, 72 oc• de 2 dakika (36 dtingti) ve son olarak 72 °C' de 10 dakika (1 dongti) 

olacak ~ekilde ayarlanmi~tu. Ba~langiyta aynca bir denaturasyon uygulamasma gerek 

duyulmami~tu. Program bittikten sonra PCR tirtinleri 0. 5 f..Lg/ml etidyum bromid ir,:eren 

%14 'ltik Agaroz jel tizerinde ayn~tmlmi~tu. Ara~tuma sonunda , 21 primerin 

kullamm1 ile toplam Ill bant elde edilmi~ herbir primer ba~ma elde edilen bant sayiSI 2 

ve 8 arasmda degi~im gi:istermi~, primer ba~ma ortalama 2. 2 bant saptannu~tu Bant 

uzunlugu 274 base pair (bp) ile 3006 bp arasmda belirlenmi~tir Saptanan bantlardan 

%42' si polimorfik olarak belirlenmi~tir UPGMA cluster analizi sonucuna gore akdeniz 

mandarin tipleri arasmda r,:ok dti~tik dtizeyde genetik varyasyon gi:irtiltirken, akdeniz 

mandarinleri ile diger turunr,:gil ttirleri arasmda btiytik genetik farkhhklar· gi:irtilmti~tiir 

39 akdeniz mandarin tipinden 20 tanesi aym bantlart vermi~tir Bu da onlarm aym klon 

oldugunu gostermi~ir. Ara~tmc!lar sonur,:ta, tipler arasmda dti~tik genetik varyasyon 

olsa dahi RAPD markerleriyle genetik polimorfizmin saptanabilecegini gostermi~lerdir .. 

Malik vd (1996), 10 mer' lik 160 adet primer kullanm1~ fakat 147 tanesinde 

amplifikasyon elde etmi~lerdir Primer ba~ma ortalama 5. 2 bant olu~mu~tur· 

Primerlerden % 60- 70 G + C ir,:erigine sahip olar!lar % 50 ve % 80 G + C ir,:erigine 

sahip olanlardan daha fazla bant olu~turmu~tur DNA bantlarmm uzunlugu 268 ile 2188 
' 

bp arasmda degi~mi~tk Amplifikasyon tirtinleri% 1.5' luk agar·oz da TAE tamponuyla 

. ( % 0.242 Tris base, % 0 571 Glacial acetic asit ve 50 mM EDTA (pH 8 0 ) ) 

ayn~tmlm1~ ve etidyum bromid ile boyarillll~tu.. Sonur,: olarak bugday genotipleri 

arasmda ke~edilen ytiksek polimorfizm, RAPD tekniginin r,:e~it tamlamada ytiksek 

potansiyelinin oldugunu gosterrni~ir. 

Russo ve Cerone (1996), C Clemantine Hortex Tan' m 20 klonunun 

belirlenmesi ir,:in RAPD markerleri kullamlmi~tu c;ah~mada I 0 mer' lik primerler 

kullanilmi~tu· c;ah~mada elde edilen sonur,:lar r,:alt~Ilan r,:e~itlerin aynnu ir,:in faydal1 

bilgiler saglarm~tu. 
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Varghese vd (1996), bitki materyali olarak Hevea brasiliensis' e ait 24 adet 

vejetatif r;ogaltlimi~ klon kullanmi~tirlar DNA amplifikasyonu ir;in 126 primer 

kullarulmi~ bunlardan 97 tanesi ayut edilebilir amplifikasyon i.iri.inlerini olu~turmu~tur 

Bi.iyi.ikli.ikleri 0 35- 3 5 kb arasmda degi~n 220 bant olu~mu~, bu bantlardan 1 I I tanesi 

polimorfik karakter gostenni~tir Primer ba~ma bant sayiSI 1-5 arasmda degi~mi~ 

ortalarna bant sayisi ise 2. 6 bulunmu~tur Bu ara~rma sonucunda Hevea klonlarmm 

aynmmda ve genetik bi.iyi.ikli.iklerin talunininde RAPD markerlerinin kullarulabilecegi 

tespit edilmi~tir 

A~1k vd (1997a), RAPD teknigini cins ir;erisindeki polimorfizmin derecesini 

belirlemek ir;in Allium ti.irlerine uygulamJ~tlrlar Allium' un be~ ti.irti, A isauricum, A 

myrianthum, A.. curtum, A 1/gazasense ve A. karmnanoglu §ansa bagh primerler 

kularularak varyasyonu belirlemek ir;in deger Iendirilmi§lerdir. Primerlerden biri Allium 

ti.irleri arasmda sayliabilir polimorfizmi ortaya koymu§tur. Bant profilinde, ti.irler 

arasmdaki varyasyonlar gozlenmi§tir. Bunlar cins ir;ersinde sistematik r;ah§malara 

uygulanmi§tu·. Ti.irler arasmdaki genetik uzakl1k hesaplanmi§ ve cluster analizi t,:ali§Ilan 

ti.irler arasmdaki filogenetik ili§kileri gosteren dendogram ir;in kullarulmi~tlr. 

A~1k vd (1997b), 10 mer' Iik primerler kullanarak RAPD amplifikasyonunu 

gerr;ekle§tirmi§lerdir 20 mM Tris- HCI (pH: 8. 8), 500 mM KCI, % 0. 8 Nonidet P 40, 25 

mM MgCh, herbir dNTP' den I 00 mM, 0 2 mM Primer, 25 ng Allium genomik DNA' 

s1 ve 1 unite Taq pollmeraz' dan olu§an 100 J..tl' lik reaksiyonlar olu§turulmu§tur. DNA' 

Jar % I' lik Agaroz jel i.izerinde ayri§tinlmi§tu·. Bu ara§tumada A.. neopolitanum, A .. 

callidictyon, A. rupestre, A. scorodoprosum, A .. affine ve A. juncetum arasmdaki genetik 

uzak!Jklar saptanmi§tlr 

Conner vd (1997), bazt elma r;e§itlerinde RAPD markerieriyle genetik ili§kiyi 

tespit etlni§tirler 25 f.!]' lik r;ozelti ir;erisinde 132 f.!] su, 2..5 f.!] !Ox tarnponu (500mM 

KCI, 100 mM Tris HCI pH 9 0, %1 Triton X-100), I 5 f.!] 25 mM' hk MgCh herbir 

dNTP' den 2..5 mM olacak ~ekilde 1.25 J..tl dNTP, 1 5 f..ll lOJ..tM' hk primer, 5 J..tl 

DNA( I 0 ng/ f..ll) ve 0. 5 Unite Taq polimeraz olacak ~kilde kari§Im hazulanmi§tu·. 
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Reaksiyon kan~urunm iistiine 1-2 damla mineral yag damlatllmt~ ve tiipler PCR 

cihazma yerle~tirilmi~tir PCR prograrru 94 °C'de 1dakika, 35 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 

2 dakika (40 dongii) ve bunlan takiben 72 °C'de 8 dakika olacak ~ekilde 

programlaruru~tu. Amplifikasyon iiriinleri 1x Tris- borate elektroforez tamponunda 4 

saat 100 V' de% 2' lik Agaroz jelde ayn~tmlmt~tu. Jeller etidyum bromid ile boyanmt~ 

ve trartSliminatorde polaraid film kullamlarak fotograflanmt~tu 

Fafana vd (1997) ~alt~malarmda 16 yabani ve 3 tilre ait (Big lima, Sieva, 

Potato) 30 ~e~itten olu~ 46 adet Lima fasulye ye~idinin genetik farkhhgmt RAPD 

markerleri kullanarak tespit etmi~lerdir 12 mer' lik 172 adet primer kullanarak 

mesoamerican ve andean adt verilen 2 temel grubu belirlemi~Ierdir PCR prograrru 

ba~Iangt~ denaturasyonu 94 °C' de15 dakika (1 dongii), denaturasyon a~amast 94 °C' de 

1 dakika, annealing :34 oc• de 1 dakika; extension 72 °C' de 2 dakika ( 45 dongii), son 

olarak ise 72 °C' de 1 0 dakika extension olacak ~ekilde ayarlanmt~tu 10 J.!l' Iik PCR 

i.iri.inleri i~erisinde I mg/ml etidyum bromide bulunan %1 8' lik Agaroz jelde 50 rnA' de 

3 saat siireyle yiiriltillmil~tilr.. Ayn~tmlmt~ amplifikasyon ilriinleri UV 1~1k altmda 

poloroid film ile fotograflanmt~tlr istatiksel anlizler sonucunda, 2 temel grup olan 

mesoamerican ve andean gruplart i~erisindeki yabani ve kiiltiir formlart arasmda% 37 7 

varyasyon oldugunu saptanu~lardtr Aynca, kiiltiir formlart iverisinde yabani form 

iverisindekilere gore dalta yiiksek polimorfizm oldugu gorillmii~tfu·. Mesoamerican 

kiiltiir formu iverisindeki Sieva ve Potato kiiltilr gruplar1 arsmda dii~iik fakat onemli 

farkhhklar tespit edilmi§tir 

Ling vd (1997), poinsettia ye§itlerinde yapuk!art RAPD analizlerinde 50 J.ll' lik 

reaksiyon hacmi i~erisine, 1x PCR tamponu (10 J.1M KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8.3), 

L5 mM MgCI2, 200 mM dNTP, (Promega), 0. 2 J.tM primer ve 1. 5 unite Taq polimeraz 

(Promega) koymu~ardu .. Genomik DNA (5, 10, 15, 20, 25, 30 ng), MgCI2 (0. 7), LO, 

L25, I 5, 2.0, 2 5, 1.0 mM) ve Taq polimeraz (0 75, 1 0, 1.2, 1.5, 1 75, 2 0 

i.inite!reaksiyon) konsantrasyonlarmm optimizasyonlan i.izerinde vah§mt§lardtr RAPD 

tinlnlerinden 20 J.ll ahnmt§, T AE tamponuyla % 2' lik Agaroz jelde yilriitillmi.i§ ve UV 

transliminatoriiyle fotograflanmt§tli 9 adet poinsettia ye§idinin tantlanmasmda 

kullamlan 60 primerin 57 tanesinde amplifikasyon oiU§IDU§, ancak 9 primerde 
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polimorfizm saptannu~tu .. 9 primerden elde edilen 48 RAPD bandmdan 33 tanesi 

polimorfiktir. Poinsettia ~e~itleri ' Jingle BelJs', 'Supjibi', ' Vl7 Angelica', ve ' 

Vl4Glory', 'Red Sails', 'Jolly Red', 'Freedom', 'Lio Red', 'Pink Peppermint' olmak 

tizere iki gruptan olu~mu~tur. Bu sonu~larda, RAPD tekniginin Poinsettia ~e~itlerinin 

genetik ili~kilerinin saptanmasmda etkili oldugunu gostenni~tir. 

Ortiz vd (1997) ~ah~malannda 31 adet hexaploid ve diploid erik ~e11idi 

kullanml~lardu Kullarulan 21 primerden 3'iiyle (AD16, AD14 ve B1) ytiksek derecede 

polimorfizm belidemi~lerdir Bu ~ah~mada aym ~e~idin farkh aga~lanndan alman bitki 

materyali ile ekstraksiyon yapilm1~ ve olu~an bantlann birbirinin aym oldugu tespit 

edilmi~ir PCR a~amasmda 25 J.tl' lik reaksiyon hacmi olu~turulmu~ tizederine ise 50 

Jll mineral yag konulmu~tur PCR prograrm olarak ba~langwta I dongii ile 94 °C' de 5 

dakika, 45 dongii ile 94 ceo de 1 dakika, 37°C' de 1 dakika, 72 °C' de 2 dakika Ve 1 

dongii ile 72 oc• de 10 dakika siire ayarlanml~tu·. Amplifikasyon tiriinleri %1' lik 

agaroz jelde yiiriitiilmii~ ve etidyum bromid ile boyanmJ~tlr Sonu~ olarak RAPD 

markederinin genetik ili~kileri ve spesifik genotipleri tantlamada iyi bir ara~ oldugu 

tespit edilmi~tir 

Paz ve Veilleux (1997), diploid palates hibritlerinde RAPD markederiyle 

genetik fark!Jhg1 tespit etmi~lerdir PCR reaksiyonlarmda 0 .. 6 J.LM' hk 10 mer' lik OP A, 

OPC ve OPG serilerini i~eren primerler kullamlmJ~u DNA amplifikasyon tiriinleri % 

L4' liik Agaroz jelde Tris- borate- EDTA tamponuyla ayri/1tmlnu~tJr. Jel, 10 dakika 
' 

si.ireyle etidyum bromid (lmgl lOOm!)' le boyanm1~ ve UV transliminator ile 

fotograflanm1~tu . RAPD analizleri farkl1 zamanlarda 2 kez yapilm1~ ve ili~kileri kontrol 

edilmi~tir· RAPD iiriinleri monomorfik veya polimorfik olarak 2 tfu·e ayrlim1~tu 60 

primerden 11 (% 18 3) tanesi polimorfizm gostermemi~tir. 

Bartolozzi vd ( 1998), bademde PCR amplifikasyonu a~as1m Williams vd 

(1990)' nin yonteminde kii~iik modifikasyonlar yaparak ger~ekle11tirmi~lerdir. PCR 

dongiileri 94°C' de 2 dakika 1 dongii, 92 oc• de 45 saniye, 36 °C' de 1 dakika ve 72 

°C' de 2 dakika 40 dongii ve en son dongii ise 72 °C' de 5 dakika olacak ~ekilde 

prograrnlanmJ~u. PCR tiriinleri analiz edilene kadar 4 °C' de saklanm111tlL PCR tiriinleri 
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O..Sx TBE tamponu kullarularak: % 2' lik Agaroz jel elektroforezde ayri§tinhm§ ve 

etidyum bromid ile boyanmi§tll .. Herbii PCR reak:siyonu, iki farkh §ekilde elde edilmi§ 

DNA ile en az 3 kez tekrarlanmi§tll. Bantlar 300 bp' den 2 . .5 kb' a kadar degi§mi§tir. 21 

primer kullarularak: 18 ye§it iyerisinde 3 7 bant elde edilmi§tii Primerlerin i.iyte biii 

gruplar1 ayut etmede iyi sonuy vermi§tii 

Debener ve Mattiesch (1998), Rosa multiflora ve Rosa canina' nm farkh 

bi.iyi.ikli.iklardaki 24 (10, 15 ve 20 bp) primerini test etmi§tii!er.. Primerler% 60 ve% 73 

GC iyeriginde olanlardan seyilmi§tii. Olu§an bantlarm uzunlugu 100 bp ile 2000 bp 

arasmda degi§mi§tii. 10, 15 ve 20 mer' Iik primerlere gore daha fazla bant ornekleri 

olu§turmu§turlar. 15 ve 20 mer' Iik primerlerde annealing S!Cakl!gl 55 oc iken 10 mer' 

Iik primerlerde 3 soc olarak: ayarlanmi~tlr. 

Galdfrisi vd (1998), RAPD teknigini kullarularak: kestane (Castenea sativa) 

ye§itleri iyerisindeki genetik ili§kiyi tespit etmi§lerdir. PCR reak:siyonunda kullarulan 

primerler 10 ni.ikleotid uzunlugunda ve % 60 G+C iyerigine sahip olanlardan seyilmi§tir.. 

PCR amplifikasyonunda kullamlan toplam reak:siyon hacmi ise 50 J.Li olup, 20 pmol 

primer, IOmM Tris-HCI pH 83, 10 mM KCI, 3 mM MgCh, herbir dNTP' den 200 

J.!M, 20 pmol primer, 2. 5 unite Taq polimeraz ve 10 ng kestane DNA' s1 kullarulmJ~tu 

ilk PCR dongilsi.i 94 oc• de 3 dakika, 40 °C' de I dak:ika ve 72 °C' de I dak:ika olacak: 

~ekilde 45 dongilden olu§mu~tur Amplifikasyon i.iri.inleri % 2' Iik Agaroz jele 

yi.iklenmi~, TAE tamponunda en az 1 saat 100-120 voltta yi.iri.iti.ilmi.i§ti.ir Jeller 0. 5 
' 

J.!g/ml etidyum bromid ile boyanmi§ ve UV l§Jkta fotograflanmJ§tll· Ti.im primerlerin 

. olu§turdugu bant say1sl 1-14 arasmda degi§mekle beraber, primer ba§ma ortalama 5 

bant tespit edilmi~tir Bantlarm uzunlugu 150 bp' den 140 bp' e degi§im gostermi~ir. 

Amplifikasyon i.iri.inlerinin analiz edilen ti.im ye§itleri ayut etmede faydah oldugu tespit 

edilmi~tii Ara§tlllc!lar aynca, bantlarm kalitesinin DNA' ya ve Taq polimeraza bagh 
" oldugunu saptami~tirlar 

Kumar vd (1998), Heliconia ti.irleri ve ye~itlerinin genetik analizlerini RAPD 

markerleriyle yapmi§tu1ar <;:ah§mada I 0 mer' lik primerler kullarulmi§tlr RAPD 

reak:siyon!armda kullarulan toplam hacim 50 J.!l olup, iyerisine otoklavlanmi§ su, 1 Ox 
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PCR tamponu (Promega), herbiri 0.4 mM olan dNTP, l mM primer, 5 unite Taq DNA 

polimeraz (Promega), 3 mM MgCh ve 100 ng template DNA konulmu~tur RAPD 

iiriinleri % 1. 5' 1uk Agarozda 85--90 voltta 3 saat siireyle ayn~tmlmt~ ve etidyum 

bromidle boyandtktan soma fotograflanmt~trr. Heliconia iryin optimum DNA miktan 

1 OOng olarak tespit edilmi~tir. MgCh konsantrasyonu ise 1 mM' dan 3 mM' a arttmlmt~, 

3 mM' da iyi sonur;: ahnmt~ ancak 3 mM' dan daha yogun MgCh konsantrasyonlannda 

ba~ar1 azalmt~trr Ara~tuma sonucunda, 2 triploid ce~it H psittacorum- 'Ins' ve 'Petra' 

I 0 farkh primerle aym RAPD profillerini olu~turmu~lardtr, bu da onlarm aym genotipe 

sahip oldugunu gostermi~ir 

Uzun vd (1998), tarafindan yaptlan bir ara~trrma, PCR- RAPD teknigini 

kulamlarak Tiirkiye' de yaygm bir ~ekilde yeti~tiriciligi yaptlan Razaki ve Hafizali 

i.lziim ce~itlerine ait toplam 18 adet tip ve klonlanmn te~his ve aymmlarmm 

gercekle~tirilmesi amactyla yaptlmt~trr Ara~trrmada 9 adet 10 mer' lik primer 

kullarulmt~ttL Toplam 9 primerden 73 adet bant olu~mu~ur Kullantlan primerler, 

Razaki ve Hafizali tip ve klonlart arasmda oldukca yiiksek polimorfizm gostermi~lerdir .. 

Boyle olmakla beraber, Razaki tipleri arasmda Pembe Razaki ve Deliemin Razaktsmm, 

bu calt~mada kullarulan primerlerle te~his ve aymmlart miimkiin olamamt~Ur Hafizali 

klonlartrun da bu primerlerle te~his ve aymmlart gercekle~tirilmi~tir Razaki ve Hafizali 

tipleri ve klonlart arasmdaki % benzerlik indeksi degerleri olu~turulmu~tur Ara~trrma 

sonunda, dogru primerlerin secilmesiyle rum Razaki tiplerinin ve bazt klonlann 

birbirinden aynlabilecegi ortaya ctktm~tu.. PCR teknigi, i.lziim r;:e~itlerinin, tip ve . 
klonlarmm aymmlannda gercekten oldukca giivenilir bir teknik olarak kabul edilmi~tir 
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3. MATERYAL VE METOT 

3. 1. Bitki Materyali 

Bu ~tali~mada kullarulan yaprak materyalleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi 

Bah~te Bitkileri Boltimii kolleksiyon parsellerinde bulunan Nova-I, Nova-II, Nova-III, 

Lee-I, Lee-II, Satsuma, Klemantin (SRA 90), Kinnow, Robinson mandarin ve Minneola 

tanjelo aga~larmdan almmi§tu. 

3.1.1. (:e~itler 

Satsuma: Satsuma 16 .. Yiizy!lda Japonya' da Tsao Chieh mandarininden bir §ans 

~togurti olarak olu§mU§ ve 1900' Iii YJllarm ba§larmda Japonya' dan Batum yoluyla 

Rize' ye gelmi§tir.. Satsumalar kendi ar·alarmda Owari, Wase ve Satsuma benzerleri 

olmak iizere 3'e aynlmaktadu ve Tiirkiye' deki Satsumalarm ~ok biiyiik bir kismi 

Owari grubunda yer almaktadu (Tuzcu 1990, Burdette 1993} 

Meyve kabugu hasat doneminde sart-portakal renginde ve hafif piiriizliidtir; 

kahnhg1 3. 37 mm' dir .. Ozellikle erkenci satsuma ~e§itlerinde meyve kabugu ye§ilken 

meyve olgun haldedir Kabugun meyve etine baghhg1 gev§ektir·.. Olgunla§ma 

doneminden soma kabugun etten aynlmas1 kolayla§maktadrr.. Pufla§maya egilimi 

fazladu Depolaruaya ve ta§Imaya elveri§lidir .. Meyveleri bas1k §ekillidir Ancak hazen 

boyunluluk goriilebilir .. Meyve geni§ligi 51 22 mm, uzunlugu 51 22 mm, aguhg1 99.59 

gr' drr .. Meyve eti ~oyu portakal rengindedir. Tat, koku ve kalitesi yiiksek bir ~e~ittir. 

Olgunluk donerninde usare rniktart % 4190'du. Suda ~ziilebilir kuru madde miktan 

%1046, titre edilebilir asit miktart ise %L33, SC:KM/Asit oraru 8..28' dir. Meyve ba§ma 

ortalarua 1.18 adet ~tekirdek dii~mekte olup vekirdeksiz bir ve§it say!lmaktadrr 

Verimli bir ve§it olup elveri§li iklim ve bak!m ko§ullarmda az pCJ1yodisite 

gosterir. Ancak, ko§ullarm bozulmasma ve ya~lanmaya bagh olarak peryodisiteye 

egilimi artar Genelde diizenli iiriin veren bir ~te§ittir. Partenokarpiye egilimi oldUk~a 

yiiksektir Aga~tlan yayvan ta~th olup dii§iik Sicakliklara vOk dayamklid!!. Erkenci bir 

fte§ittk Olgunla§tlktan soma aga~ta fazla kalmarnaktadu (Hodgson 1967, Tuzcu 1990, 

Ye§iloglu 1996) 
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Meyve yassrdrr. Yassrhkla nemli ~artlar arasmda s!la bir ili~ki vardrr. Nem, 

meyve miktan ve kalitesine olumlu etki yapmaktadrr. Nemli ~artlarda kabuk ekstrem bir 

~kilde incelmekte ve usare miktar1 artmaktadrr Toz!arima ve dollenme olmadan 

partenekarp meyve olu~turmaktadrr Satsumarun Ege' deki ariaCI i.iy yaprakhdrr. Bu anay 

iizerinde en iyi meyve kalitesine ula~makta ve soguga dayarukhhgr biraz daha 

artmaktadrr Ege Bolgesinde, satsuma ariaCI olarak Troyer citrange ve kireyli yederde, 

pH' sr yi.iksek yerlerde Turuny da kullarulmaktadrr·. bzellikle Troyer satsuma iyin iyi bir 

aria~II (Mendilcioglu 1996) 

Satsuma mandarini farkh genetik yap1 gosterir· ve genetik yaprsr stabil degildir .. 

Satsuma mandarinin geli~iminde mutasyon iinemli bir yer kaplamaktadrr.. GOz 

mutasyonu ile yeni ye~itler meydana gelmi~tir·. Erkenci, orta ve geyci olabilmektedirler 

Japonya'da son 60 yrl iyerisinde yok farkl! Satsuma mandarin tipleri meydana gelmi~tir 

Mutasyona egilimi yok yi.iksek oldugu iyin Owari, Miho Wase, Kuno, Imamura gibi 

yok farkh zamanlarda olgunla~an tipleri vardrr (Burdette 1993). 

Srcakhk toplamr ihtiyaylar1 yok azdrr· Mandarin ye~itleri iyerisinde en 

erkencisidir.. Ege de ekim b~mdan itibaren Akdenizde ekim ortasmdan itibaren 

olgunla~maktadrr .. Soguklara dayarukhdu (-8,-9°C). Meyveler baktmmdan iilkemizde 

soguk tehlikesi yoktur. Erken olgunla~rr ve soguklar ba~Iamadan hasadr bitmektedir. 

Fizyol()jik olgunluga eri~tiginde renk ye~il kalabilmekte ve iy krsmr fizyolojik 

olgunluga eri~ince hasat edilmektedir Dilim konserveciligine uygundurlar Muhafazaya 
l 

ve ta~aya yOk elveri~lidirler 
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~ekil 3 1. Materyal olaJak gen9 yapraklaJm almd@. Satsuma agacmtn goriiniimii 

Klemantin: Cezayir'de dogal bir mutasyon veya baza aJ~acilara gore, turun9 x 

mandaJin melezlemesi sonucu meydana geldigi samlan Klemantin, Antalya NaJenciye 

aJa§tllma enstitiisiine italya' dan 1936 yllmda getirilerek introdiiksiyonu yaptlm1~tlr .. 

StandaJt bir 9e~it olup ozellikle d1~ pazann 90k tuttugu ve tamd1g1 bir ye~ittir Daha 90k 

Akdeniz bOigesinde yaygmhk kazarum~trr 

Meyve kabugu koyu portakalrenkli, diizgi.in ve pmiak, fakat yag keseleri nedeni 

ile hafif piiriizlii goriiniimdedir Kabuk kalmligl 2 62 mm' dir Kabugun meyve etine 

baghhgt orta stktdrr Dige~ mandarin ye~itleri kadar pufla§ma gostermemektedir. 

Ta§1ma ve depolamaya elveri~lidir Meyveleri hafif bastk ile yuvaJ!ak arast hazen 

boyunludur Meyve eti koyu portakal renginde gevrek, sulu, aromal1 ve yiiksek 

kalitelidir Meyve geni§ligi 53.26 mm, uzunlugu 47.17 mm, aguhgt 6737 gr'du. 

Olgunluk doneminde usaJe miktan % 44. 75' tir Suda y()ziilebilir kuru madde miktaJI 

(S¢KM)% 12.23, titre edilebilir asit miktaJI (A) ise %1 29, SI;KM/A oram 9 67'dif 

Meyve ba§ma ortalama 4 .. 89 adet yekirdek dii~mektedir .. 
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c;:ok verimli bir ,.e~ittir Peryodisiteye egilimi ,.ok azdir c;:ok verimli olabilmesi 

i,.in balam ko~ullanna ve budamaya dikkat edilmesi gerekir Meyveler daha ,.ok agacm 

d1~ lasmmdadular Kendine uyu~mazhk gostermektedir Etraftan ,.i,.ek tozu gelmezse 

~ekirdeksiz partenokarp meyveler meydana gelmektedir.. Iyi bir verim elde etmek i~in 

tozlaytct ,.e~it kan~1m1 yapmak yararh olmaktadtr Ancak, meyve ba~ma dii~en ,.ekirdek 

saytsmda 6nemli bir art1~ meydana ge!mektedir (Tuzcu 1990, Mendilcioglu 1996) 

Agact orta biiyiikltikte, dallari dikensize yalan ve yapraklanma stktu Aga,. 

soguga olduk~a dayamkltdu·. c;:i~eklenme ve meyve tutum donemlerinde uygun 

olmayan iklim ko~ullarma aga~ ,.ok duyarhdu .. Meyveleri erken olgunla~ttgmdan siirekli 

Ia~ yagt~lan ve donlarmm ba~larnasmdari once toplanmahdtr. Klemantin de, Satsuma 

gibi erkenci bir mandarin ~e~idi olup meyveleri ekim ayt ortasmdari itibaren 

olgunla~maktadu (Hodgson 1967, Tuzcu 1990). 

Klemaritin monoembriyonik bir ,.e~ittir ve Islah arnactyla tohum ebeveyni 

olarak latllarulmaya elveri~lidir 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 egilimi yiiksektir. Diinyada en 

onde giden Klemantin iireticisi iilke Ispanyadtr Ispanya' da ba~larigt~ta Fina en iistiin 

Klemantin mutanttyken Nules gibi da1Ia kaliteli mutantlar· ke~fedi!ince iiretimin yonii 

degi~mi~tir Klemantin' in her yii ,.ok da1Ia iistiin niteliklerdeki mutantlart 

ke~fedilmektedir brnegin; SRA se!eksiyonlart, Nules, Oroval, Hernandina, Anufatina, 

Orograride, Marisol: Eshal, Oronules, Tarnatera, Clemendart, Guillermina gibL Bu 

mutantlarm herbirinin digerlerine gore tat, aroma, meyve yaptSI, meyve i~ kalitesi, 

meyve iriligi, erkencilik veya ge~cilik gibi farklt iistiin yanlart vardrr .. Bunlardan amaca, 

uygun yeti~tiricilik yapilacak bolgenin eko!ojik ~artlarma ve pazar faktoriine en uygun 

seleksiyon se,.ilerek yeti~tiricilik yap1lmaktadu· (Hodgson 1967, Burdette 1993) 
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~ekil 3 2.. Materyal olarak gen9 yapraklarm almdtw Klemantin agacmdan bir goriiniim 

Robinson: Robinson, ABD'de Gardner ve Bellows(1942) tarafindan Klemantin 

mandarini ile Orlando tanjelonun melezlemnesi sonucu elde edilmi~ ve 1959 ydmda 

tamt1hm~tu Daha iri meyveli bir yesit olan Lee ve Osceola' nm karde~idir ABD'den 

1967 ve 1973 ydlarmda yapdan introduksiyonlar ile Tiirkiye'ye girmi~tir 
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Meyve kabugu portakal renkli ve hafif piiriizliidiir; kalmhg1 3 75 mm' dir. 

Kabugun meyve etine baghhg1 sdadu. Pufla~maya egilimi azdu. Ta~1maya ve 

depolamaya elveri~Iidir Meyveleri yuvarlaga yakm hafif basik ~ekilli, geni~ligi 67.71 

mm, uzunlugu 9 28 mm, aguh~ 145 .. 22 gr' du. Meyve eti san-portakal renkli, sulu, 

lezzetli ve tathdu .. Olgunluk doneminde, usare miktan % 46 32'dir Suda ~oztinebilir 

kuru madde miktar1 (S<;:KM) %12.32, titre edilebilir asit miktar1 (A} ise %0 . .95, 

S<;:KMIA oram 1305'tir. Meyve ba~ma 19.35 adet ~ekirdek dii~mektedir. Verimli bir 

~e~it olup peryodisite egilimi ~ok azdu. Diizenli meyve verir Dallar1 dikensizdir 

Yapraklan m1zrak bi~iminde ve geni~tir Aga~ kuvvetli biiyiir. 

Erkenci bir ~e~ittir. Meyveleri Ekim-Arahk aylannda olgunla~u. Olgunla~tlktarJ 

soma aga~ iizerinde uzun sure kalabilir Dokiimlere dayamkhdu. Gosteri~li bir 

meyvedir <;:ekirdekli olmas1 d1~mda hi~bir problemi yoktur ve Tiirkiye' de luzla 

geli~mesi beklenen bir ~e~ittir (Hodgson 1967, Tuzcu 1990, Ye~iloglu 1996}. 

Nova: Nova, 1942 y!lmda ABD' de Gardner tarafmdm Klemmtin mandarini ile 

Orlmdo tanielosunun melezlenmesi sonucu elde edilmi~ ve gerekli incelemeler ve 

ara~tumalardan soma yeti~tiricilere 1964 YJimda tamtllmi~tu Bu ~ok erken olgunla~arJ 

~e~it Lee, Osceola ve Robinson mandarinlerinin karde~idir· Tiirkiye' ye 1967 ve 1973 

y!llarmda yapdan introdiiksiyonlar ile girrni~tir. 

Meyve kabugu parlak portakal renkli ve hafif piiriizliidiir; kalmhg1 3. 96 mm' dir. 

Kabuk meyve etine' s1kl baghdu.. Meyveleri hafif bas1k ~ekilli, geni~ligi 73. 86 mm, 

uzunlugu 63..50 mm, aguhg1 172.42 gr' du .. Meyve iriligi Klemantin' den da!Ia fazlad1r .. 

Meyve eti koyu portakal renginde, sulu ve lezzetlidir.. Meyve kalitesi yiiksektir 

Meyvenin soyulabilirligi Klemantin' e gore dalia zordur. Olgunluk doneminde, usare 

miktar1 % 39. 34'tiir Suda ~ztinebilir kuru madde miktar1 (S<;:KM) % 1120, titre 

edilebilir asit miktar1 (A) ise% 103, Sl;KM/Asit oram 10 . .59'dur. Meyve ba~1na 20 . .92 

adet ~kirdek dii~mektedir .. 

Verimli bir ~e~it olup peryodisite egilimi azdiL Olgunla~ma zamam Kas1m 

ay1du Pufla~maya egilimi yoktur .. Poliembriyonik bir ~~ittir' Ebeveyni Klemantin gibi 
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kendine uyu~mazdtr. Aga~ tizerinde olduk~a uzun sure kalabilmektedir .. Dogu Akdeniz 

bolgesinde htzh bir yaythm gosterrni~ir Her ytl dtizenli meyve verir .. Meyve iriligi ve 

~ekli baktmmdan Orlando' ya ~ok benzer ve irilik baktmmdan hom~jendir Aynca 

Orlando' dan daha erken olgunla~makta ve gosteri~li bir meyve olarak goriihnektedir .. 

c;:ekirdekli olmast, tanelenmeye ve giine~ yaruk!tgtna duyar h olu~u yeti~tiriciligini 

smu'layan fakt6rlerdir. Carrizo citrange, Troyer citrange, Swingle citrumelo, Cleopatra 

mandarini ve X639 tavsiye edilen ana~lartdtr (Hodgson 1967, Tuzcu 1990, Burdette 

1993) 

Minneola Tanjelo: Minneola tanjelo, 1931 ytlmda Florida'da Dunkan a!tmtopu ile 

Dancy mandarinin melezlenmesi ile elde edilrni~tir Orlando ve Seminole ile aym 

ebeveynlere sahiptir 1967 ve 1973 ytl!armda ABD' den yaptlan introduksiyonlar ile 

Tiirkiye' ye girrni~tir 

Meyve kabugu hasat doneminde koyu-portakal renkli, parlak ve dtizgiindur; 

kaltn!tgt 3.62 nun' dir. Kabuk meyve etine orta derecede baghdu. Ta~tmaya ve 

depolamaya elveri~lidir Meyveleri hafif uzun ve karakteristik bir ~ekilde biraz 

boyunlu, geni~ligi 49. 73 mm, uzunlugu 62. 94 mm, aguhgt 105.6 g' du Meyve eti 

portakal renginde, yumu~ak, sulu, lezzetli, aromalt ve hafif ek~idir Olgunluk 

donerninde, usare miktart % 45. 77' dir .. Suda ~ziilebilir kuru madde miktart (SC:KM) 

% 1135, titre edilebilir asit miktart (A) % L06, sc;:KM/Asit oraru 10 .. 66' du. Meyve 

ba~ma 12.32 adet ~ekirdek dii~mektedir. 

Olduk~ verimli bir ~e~it olup periyodisite gosterir. Y eterli bir meyve verimi 

elde etmek i~in tozlaytct ~e~it kart~Imt yararh olur. Aga~ kuvvetli ve geni~ ta~hdu 

Yapraklart geni~ ve sivri u~ludur Soguklara da olduk~a dayamkh bir ~e~ittir Toprak 

yaptst ve iklime gore kullamlan ana~lar degi~mektedir.. Kaba limon, Volkameriana, 

Carrizo citrange, Troyer citrange ve Swingle citrumelo en populer ana~landu 

Peryodisite ve alternarya' ya duyarhdtr. 
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Orta mevsim c,:e~idi olup, meyveleri Ocak-·$ubat ba~mda olgunla~ll .. 1980' li 

ytllardan soma, ozellikle Dogu Akdeniz bolgesinde en fazla yaytlan ye~ittir (Hodgson 

1967, Tuzcu 1990, Burdette 1993, Ye~iloglu 1996) 

Kinnow: Kinnow mandarin c,:e§idi, Kaliforniya Universitesi 'nde Frost tarafmdan King 

ve Yerli mandarinlerinin melezlenmesi sonucu 1915 y!lmda elde edilrni§tir ve 1935 

ydmda isimlendirilip yeti~tiricilere tarutdmt§tll'. 1967 ve 1973 yt!1armda ABD'den 

yapdan introdiiksiyonlar ile Ttirkiye'ye girmi~tir Batt Pakistan ve Hindistan' da ticari 

olarak yeti~tiriciligi yap!lmaktadu .. 

Meyve kabugu hasat donerninde san portakal renkli, parlak ve dtizgi.indur; 

kahnhgt 3 13 mm' dir. Kabugun meyve etine baghhgt sdadtr.. Pufla~maya egilimi azdtr. 

Meyveleri baSlk yuvarlak ~ekillidir Meyve geni§ligi 55 15 nun, uzunlugu 46.35 mm, 

agrrhgt 82 93 gr' du. Meyve eti portakal renginde, c,:ok sulu, tat ve aroma madde1erince 

zengin ve tath bir c;e§ittir Olgunluk donerninde, usare miktarr %4130' dur. Suda 

c,:Oziilebilir kuru madde miktarr (S<;KM)% 1422, titre edilebilir asit rniktart ise %L81, 

S<;KMI Asit oraru 7 96' du. Meyve ba~ma orta!ama 22 20 adet c,:ekirdek dti§mektedir 

Verimli bir c,:e~it olup, "var" ydlannda a§m miktarda meyve tutmast nedeniyle 

meyve iriligini arttllmak ic,:in seyreltme zorunlulugu vardu .. Mutlak peryodisite gosterir 

Agac,:larr kuvvetli biiyiir, geni~ tac,:h, yiiksek boyludur. Dal1arr dikensizdir Geni§ mtzrak 

bic,:iminde bol yaprakh ve poliembriyonik bir c,:e~ittir. 

Geyci bir c,:e§it olup meyveleri Mart ba~mda olgunla~u Olgunla§tlktan soma c,:ok 

az bir pufla§mayla agay uzerinde goreceli olarak uzun sore kalabilir. Gec,:ci bir c;e§it 

olmast nedeniyle "var" ythnda du~iik stcaklardan hem meyveler hem de agac,: onemli 

derecede zararlarur Bu nedenle Turkiye' de soguktan konmmu~ bolgelere 

onerilmektedir (Hodgson 1967, Tuzcu 1990) .-

Lee: Lee, 1942 yrlmda ABD' de Gardner ve Bellows tarafindan Klemantin mandarini 

ile Orlando tanjelosunun melezlerunesi sonucu elde edilmi§ ve gerekli incelemeler ve 

ara§t1Imalardan soma yeti§tiricilere 1958 yt!mda tarutdmt§tll· 
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Meyve orta iri1iktedir. Meyve yiizeyi di.izgiin, pi.iri.izsi.iz ve kabugu ko1ay 

soyu1abi!ir. Kastm sonu ara!tk ba§mda o1gunla§tL Bazt iklim §artlarmda hafif 

boyunlu1uk goru1ebi1ir (Hodgson 1967) 

3.2. Genomik DNA izolasyonu 

Bitki materya1inden genomik DNA' run e1desi i~in Delloporta (Delloporta vd 

1983) yontemi kullaru1mt§tu. Bunun i~in her aga~an yakla§tk 1 gt gen~ yaprak 

dokulart a!tnar·ak bir miktar· stvt azot i1e steri1 porse1en havanda ince bu1ama~ olana dek 

ezilmi§tir .. 1 5 m1' lik otoklavlanmt§ eppendorf t'i.iplerine aktartlan hom~janatm i.izerine 

800 Ill ekstraksiyon tamponu ve %20' lik 75 J.!l SDS (Sodyum Dodesil Si.ilfat) ilave 

edildikten soma 10 dakika 65°C' lik su banyosunda tutulmu§turlar. SDS rum proteinleri 

par~alar. Hom~jenat, SDS sogukta donacagt i~in 10 dakika 65°C' 1ik su banyosunda 

tutu1mu§tur Su banyosundan ~tkan homejenat1ara 5 M 200 J.!l Potasyum asetat ilave 

edilmi§ ve vertekslenmi§tir Potasyum asetat istenilmeyen maddeleri ~okertmek icin 

kullaru1mt§ttr Buz bu1unan kabm i~inde 20 dakika bekleti1dikten soma 12.000 rpm' de 

(devir/dakika) 10 dakika santrifuj edilmi§tir .. Ust stvt yeni ti.iplere aktartlmt§ ve %100' 

Ii.ik etanol ilave edildikten soma t'i.ipler yava§ca kart§tmlmt§ ve 30 dakika derin 

dondurucuda(-20°C) bekletilmi§tir. Derin dondurucudan ctkarrlan ti.ipler 12.000 rpm' de 

5 dakika santrifi\j edilmi§tir Santrifi\jden soma t'i.iplerin i.ist lasnundaki stvt attlmt§ ve 

t'i.ip1er kurutma kagtdt i.izerinde ters ~evrilerek birkac dakika tutulmu§tur. 

Tuplere 100 J.!l TE konulmu§ ve pipetlenerek cozelti iyice kart§tmlmt§ttr. So1i.isyon 

i.izerine 100 J.!l Fenol- kloroform (Fenol- kloroform 1:1) kart§tmt eklenerek 12.000 

rpm'de 10 dakika santrifuj edilmi§tir· Santrifujden soma t'i.iplerin i.ist ktsmmdaki stvt 

almtp ba§ka t'i.iplere aktartlnu§tu Her bir t'i.ipe 3 M 80 Ill Sodyum asetat konulmu§, 

bunun i.izerine de % 1 00' Ji.ik etanol konulmu§tur Bu a§arnada t'i.ipler yar1m S¥t derin 

dondurucuda bekletilmi§tir. Derin dondurucudan ctkan1dtktan soma DNA, 3-4 dakika 

12 000 rpm' de santrifi\j yaptlar·ak ~okt'i.ir'i.ilmi.i§t'i.ir Santrifujden soma t'i.iplerin i.ist 

ktsmmdaki stvt attlmt§ ve t'i.iplerin dibinde sadece DNA bualalmt§tU. 
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$ekil3 3. DNA ekstraksiyonunda kullamlan yapraklann ahndtgt genv siirgiinler. 

DNA' yt temizlemek ivin tekrar tiiplere I 00 Jll TE konulmu~ ve pipetlenerek ¢kelti 

iyice kart~tmlmt~tu Soliisyon \izetine 100 Jll Fenol-ldoroform (FenoJ.-Idoroform 1:1) 

kan~tmt eklenerek 12000 rpm' de IO dakika santrifi\j edilmi§. Santrifiijden soma 

tiiplerin iist ktsmmdaki stvt ahmp ba§ka tiiplere aktanlmt~tlr .. Het bir tiipe 3 M 80 Ill 

Sodyum asetat konulmu§, bunun iizerine de % 100' liik etanol konulmu~tur Bu 

a§antada tiipler yanm saat derin dondurucuda beldetilmi§ ve derin dondurucudan 

ytkanld1ktan soma DNA, 3:4 dakika 12.000 rpm' de santrifiij yapdarak vtiktiiriilmii§tiir 

Santrifiijden soma tiiplerin list ktsmmdaki stvt atllmt~ ve tiiplerin dibinde sadece DNA 

btra!Glmt~tu Bu DNA' Jar % 70' lik Etanolle ytkanmt§, 1 dakika santrifiijden soma 

tiiplerin iistii bo~altllmt§ ve sadece ytikelti btraktlnu~tu Bu ¢keltinin kurumast 

beklenmi~ ve ¢kelti, herbir tiipe 100 Jll TE Tamponu eklenerek ytizdiiriilmii§tiir 

(~izelge 3.1) RNA' yt ortamdan uzakla§tumak amactyla, orneldere 1 Jll RNase 
.# 

(10mglnd) enzimi konarak 37 °C' de 15 dakika inkiibe edilmi§tir 
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<;izelge 3 1 .. DNA izolasyonunda kullarulan tamponlar 

<;ozeltinin ismi ir,:erigi Konsantrasyonu 

Ekstraksiyon Tamponu Tris HCI pH: 8 .. 0 20M 

EDTApH: 8..0 0 . .5M 

NaCI 5.0M 

Mercaptoetanol 2.0mM 

TE Tamponu Tris HCI pH: 8.0 2 .. 0M 

EDTApH: 8 . .0 0 . .5M 

<;izelge 3. 1.' de giisterilen ve ekstraksiyonda kullamldrgr belirtilen r,:ozeltiler a~agrda 

belirtildigi ~ekilde hazulanmr~trr; 

Sodium Kloriir 5M (50 ml): 14 61 gr NaCI 40 ml suda r,:iizUlmi.i~ ve daha soma 

r,:iizeltinin hacmi 50 ml' ye tamamlanarak otoklav edilmi~tir 

Ethylenediaminotetracetate (EDTA) 0.5 M (50 ml): 9.305 gr EDTA 30ml suda 

r,:iiziilmi.i~ ve r,:Ozeltinin pH' sr 1 gr· NaOH peleti ile 8 0' e ayarlamru~ ve r,:iizeltinin 

hacmi 50 ml' ye tamamlanarak otoklav edilmi~tir 

Tris tamponu 2M (50 ml) : 12.12 gr Tris base 30 ml suda r,:iiziilmi.i~ ve r,:ozeltinin pH' 

sr HCI ile 8 'e ayarlanmr~ ve hacmi 50 ml' ye tamamlanarak otoklavlanmr~tu 

Sodyum Asetat 3M (10 ml) : 2 46 gr Sodyum asetat 5 ml suda r,:iiZtilmi.i~ ve r,:ozeltinin 

pH' sr glacial asetikasit ile 52' ye ayarlanmr~ ve r,:ozeltinin hacrni 10 ml' ye 

tamamlanarak otoklavla=~trr 

, 
Potasyum Asetat 5M (20m!) : 9 .. 82 gr Potasyum asetat 10 ml suda r,:iiZtilmi.i~ ve daha 

soma r,:ozeltinin hacmi 20 ml' ye tamamlanarak otoklav edilmi~tir 

SDS (Sodium Dodecyl Siilfat) % 20 : 20 gr SDS 100 ml suda r,:oZtilmii~ ve filtre 

edilmi~tir 
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~ekil 34 .. DNA ekstraksiyonunda Slvt azot uygulamadan onceki gen\! yapraklrum 
goriintimi.i 

3.2. 1. DNA miktannm spektrofotometrik yiintem ile belirlenmesi 

Spek:trofotometrede okuma yapllmadan once DNA' !arm temiz olup olmadt8t ve 

aynca DNA' lruda kmlma olup olmadtgt ekstrak:te edilen DNA' lru jelde yi.iri.ittilerek 

belirlenmi~ir Bu ama~la, % 0 .. 8 Agaroz jel hazulantru~tr lOx Tris-acetate EDTA 

(TAE) tampommdan hazulanan lx TAE tarnponu jelin yi.irtittilmesinde kullamlmt~tlr 

lOx T AE ve lx TAE tamponlar1 a~da belirtildigi gibi hazlrlanmt~tu 

lOx TAE tamponu(l L): 48 4 gr tris base, 11.42 ml Glacial acetic asit ve 20 rnl EDTA' 

da (0 5 M) ~ztilmi.i$ ve ~zeltinin hacmi I litreye tamamlanmt~ttr 

h: TAE tamponu(l L): lOx TAE tarnponundan 100 ml almmt~ ve bunun tizerine 90(} 

ml steril saf su ilave edilmi~tir 
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Ekstrakte edilen DNA'lar, Agaroz jel iizerinde yiirtitiilmii~tiir Bu arna"la, % 0 .. 8 

orarnndaki Agaroz 1x TAE tarnponunda mikrodalga finnda eritilmi~ ve jel 

sogutulmu~tur. Soguyunca icerisine tarak yerle~tirilmi~ jel kabma doktilmti~r Jel kab 

i"erisinde donduktan soma tarak "ekilmi~ ve jel kabr elektroforez iinitesine 

yerle~tirilmi~tir.. Elektroforez iinitesine jelin iizerini kapatacak kadar 1x TAE 

tamponundan ilave edilmi~tir Daha soma DNA omeklerinden 4 ).!1, jel yiikleme 

tarnponundan (% 0 . .1 Bromfenol blue, 250 mM EDTA ve % 50 Glycerol) I J,l1 almrnr~ 

ve bu karr~rm taraklarm kuyucuklarma mikropipet yardrrnryla yiiklenmi~tir.. Jele marker 

olarak 1 !J.I 1 kb DNA ladder yiiklenmi~tir Elektroforez 60 Volt' da ger"ekle~tirilmi~ ve 

jelin yiirtitiilmesine Bromofenol blue a~agr yuk:arr 3-4 em ilerleyinceye kadar devam 

edilmi~tir Daha soma jel etidyum bromid "ozeltisinde yartm saatte boyanmr~ ve jel saf 

sudan gecirildikten soma transliminattirde UV larnba altmda goriintiilenip termal kagrda 

fotografi "ekilmi~tir Jelin boyanmasmda kullanrlan etidyum bromid a~agrda belirtildigi 

~ekilde hazulanmr~trr 

Ethidium Bromide ~ozeltisi: Once ana stok, 1 ml' de 10 mg ethidium bromide olacak 

~ekilde hazrrlanmr~ Daha soma, bu stok ~zeltiden her 1 OOml suya 5 ).!1 ilave edilerek 

ara stok hazulanmr~ ve jelin boyanrnasmda bu ara stok kullamlmt~tu 

Elde edien DNA timeklerinden 2 !J.I almmt~ ve iizerlerine 1998 ).!1 saf su ilave 

edilmi~tir Daha soma, Spektro-fotometrede 260 (~60) run dalga boyunda absorbsiyon 

degerlerine bakilmr~ ve "ift zincirli DNA konsantrasyonlart hesaplanmt~tu 

DNA konsantrasyonlart hesaplanmasmda; 

" Absorbans degeri (A26o) x 50 x Seyreltme Oram" (Maniatis 1982) formiilii 

kullamlmt~ ve Genomik DNA timekleri buz dolabmda saklanmt~tu 
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3. 3. ItAt-D Vllnteml Ue Mandarin Ce,ltterlnln Anallzi 

10 tane mandarin ye~idinden izole edilen genomik DNA' !arm, RAPD 

yontemiyle rastgele bolgeleri yogalttlarak analiz yaptlmt~trr. Bu analiz de bazt RAPD 

parametreleri kullaniiiDI~trr Bunlar srrastyla; genomik DNA, Taq Polimeraz, MgCb, 

Primer, dNTP, 1x PCR tamponu ve bidestile sudur 

3. 3.1. Primer 

Cah~mada 10 ni.ikleotidlik 10 farkl1 primer kullamlmt~ ve bu kullantlan 

primerlerin ni.ikleotid dizileri rastgele seyi!mi~ olup Guanin I Sitozin bazlart oraru en az 

% 50 olanlar· seyi!mi~tir. Bu primederin baz dizili~i Cizelge J 2. 'de verilmi~tir Di.i~i.ik 

G-C iyerikli primerler genellikle verimli amplifikasyon oraru olu§turmamt§tl!. Ci.inki.i G­

C i.i¥ hidrojen bag1 i¥erirken iki hidrojen bag1 iyeren A-T ve %50 den daha az G-C i1e 

yap1lan Primer-DNA hibridi 72°C stcakltga dayanamamt~t!L Bu nedenle DNA- Primer 

hibridi polimeraz polimerasyonuna ba§lamadan once yok olmu§tur. 

Cizelge 3..2 RAPD analizinde kullamlan 10 ni.ikleotid uzunlugundaki primerler 

iSiM Dizi (5'- ..... .3') % G+C miktart 

A02 TGC!CGNGCTIG 70 
r--

A04 AAT/CGG/GCT/G 60 
--

A06 ' GANACG!GGT/G 60 

A07 AGNTGCIAGC/C 60 

All CAA/TCG/CCG/T 60 

Al3 CAG/CACICCNC 70 

E08 TCNCCNCGG/T 60 

E09 CTT/CAC/CCG/ A 60 , 

E12 TTNTCGICCC!C 60 

E14 TGC!GGC!TGNG 70 

38 



3.3.2. Enzim 

PCR teknolojisinde kullarulan ilk enzim olarak E.co/i' den izole edilen DNA 

polimeraz enzimi termolabil oldugu i~in 1smm 95°C' ye ~tkmas1 halinde inaktif 

olmaktadn Bu dezavantaj1 gidermek arnactyla, her periyotta yeniden enzim katilmas1 

yerine ISlya dayarukli enzim konulmas1 iizerinde durulmu~tur (Ercan 1998). 

Bu ama~la Polimeraz Zincir reaksiyorilannda, termofilik bakteri clan Thermus 

aquaticus • dan izole edilen 100 °C stcakhkta bile aktivite gosterebilen bir enzim 

kullarulnu~tn· Bu enzim yakla~tk 75°C stcakltk ve pH 9'da en yi.iksek aktiviteyi 

gosteren Taq DNA polimeraz (Promega) enzimidir (Ercan 1998) 

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

c;izelge 3.. 2.' de gosterilen 10 primer kullamlarak yaptlan Polimeraz Zincir· 

Reaksiyorilar1 a~agtda belirtilen RAPD parametrelerinin snastyla eppendorf tiiplerine 

eklemnesiyle ger~ekle§tirilmi~tir 

Gizelge 33 .. Polimeraz Zincir Reaksiyonu' nda kullamlan RAPD parametreleri 

RAPD Pararnetreleri Miktar (J.tl) Final Konsantrasyon 

Steril bidestile su 10.75 -

Taq polimeraz ink9basyon tamponu 2 . .5 SOmM KCL, 1mM Tris- HCl 

(Promega) (pH: 9) ve% 1 triton X-100 

MgCh (Promega) 2.5 25mM 

dNTP (Promega)' ler I SmM 

Primer (Promega) 5 10 pmol 

GenomikDNA 1 5 SOng , ------· Taq DNA polimeraz Enzimi 0 25 L25 Unite 

(Promega) 

Bu parametreler eppendorf tiiplerine snastyla konmu~ ve sonra da iyice 

kar1~tmlan eppendorf tiiplerine e~it hacimde mineral yag eklemni~ ve PCR cihazmda 
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mandarin tiiriine uygun daha onceden belirlemni~ programa tiipler yerle~tirilmi~tir. 

Herbir· tiip i.izerine e~it hacimde mineral yag koymanuzm nedeni buharla~mayt 

onlemektir Mandarin tiirii ivin belirlenen protokol tiim vah~malar ivin 

kullarularnarm~tu 

PCR cihazmda kullanllan program a~agtdaki gibidir; 

95 °C 5 dakika 1 dongii Denaturasyon 

94°C 1 dakika Denaturasyon 

36 °C 1 5 dakika 45 dtingii Annealing 

72 oc 2 dakika Extension 

72 oc 10 dakika 1 dongii Extension 

3. 5. Agaroz Jel Elektroforezi 

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri % 1. 5 ve %1. 6 Agaroz jeller kullarularak 

analiz edilmi~tir 0 .. 75 gr veya 0. 8 gr Agaroz (agorose basica) tartthp, vizelge 3. 4, de 

belirtilen 50ml 1x TAE tamponunun bulundugu bir erlenmayer rnikrodalga firma 

konmu~, Agaroz iyice vozdiiriilmii~tiir Bu i~lerni yaparken kaynarnaya engel olacak 
' 

~ekilde sik ar·altklarla eden mayer rnikrodalgadan vtkarthp kar1~tmlarak tampon 

.. ivindeki Agarozun vozdiiriilmesi saglarum~u. 

Dalla onceden belirlenen elektroforez kabmm i~ine arnactmtza uygun yeterli 

miktarda di~i olan tarak yerle§tirilmi~tir. Tampon sogutulduktan soma, kabarctk 

kalmayacak ~ekilde kab i~ine dokiilmii~tiir Tampon dokiildiikten soma meydana gelen 

kabarctklar pipet ucu ile dikkatlice yok edildikten soma tampon donmaya btraktlmt~tu 

Jel yakla§tk 20-25 dakikada dondurulmu~ ve 1x TAE tamponu jelin iizerini tarnamen 

kaplayacak ~ekilde dokiildiikten soma tarak dikkatli bir ~ekilde ~Ikartlmt~tu Tarak 

~Ikmluken mutlaka tampon konmu~ olmahdtr DNA'mn kuyucuga yiiklenip 
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yiiklenmedigini ve ne kadar elektroforez oldugunu anlarnak i9in boya (yi.ikleme 

tarnponu) kullarulmi§tu'. Kiiyiik ependorftiiplerinde (0.5J.ll) bulunan herbir tirnege 3,.U 

bromofenol mavisi ilave edilmi§tir·. Bunun iizerine de polimeraz zincir· reaksiyonu 

iiriinlerinden ald!gimiz 15 ,.U iiriin konulmu§ ve kart§tmlmi§trr. Herbir kart§Im ayn ayn 

jel kuyucuklarma yiiklenmi§tir 

Elektroforez, sabit 60V ve 130 A serbest ak!m altmda (·)' den (+)' ya dogru 

ortalarna 2 5 saat yap!lm!§trr.. DNA yiirtitiiltip elektroforez bittikten soma Etidyum 

Bromid ile jel boyanml§ ve boyama i§lemi bittikten soma U V I§Igl altmda gozlenen 

bantlar fotojp:aflarunl§trr 

Cizelge 3 4. Agaroz jel elektroforezinde kullarulan tarnponlar 

Tamponun ismi i9erigi Konsantrasyonu 

TAE Tarnponu (lOx} Tris baz1 484 g 

Glacial asetik asit 11.42g 

EDTA, pH8 05 M(20ml) 

Elektroforez Ytikleme Bromo fenol mavisi %01 

Tarnponu EDTA 250mM 

Glycerol %50 

3. 6. RAPD (:ab~ma!armda Kullam1an istatiksel Analizler 

DNA ekstraksiyonu ve RAPD 9ah§malart, 2 tekrarh olacak §ekilde yapdmi§tir. 

<;e§itler arasmdaki genetik ili§ki cluster analizine gore saptaruru§trr (:ali§mada, cluster 

analiz yontemlerinden Unweighted pair group method of aritrnetic artalysis (UPGMA) 

yontemi kullarulmi§trr (Sigiura vd 1988) Bu yontemde, DNA bantlartmn varhg1 (1) ve 
,# 

yokluguna gore (0) ye§itler arasmdaki benzerlik birbirleri ile klyaslanarak DNA 

diizeyindeki fark!Ihklart a§agidaki formiil kullamlarak hesaplanmi§tll. 
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Homolog Bant sayiSI 
Benzerlik Indeksi% = -------------------x100 

Homolog Bant sayiSJ + Homolog Olmayan Bant say•s• 

Polimorflzm % = 100 - benzerlik oram % 

4. BULGULAR VE TARTISMA 

4.1. RAPD <;ah~malanna ili~kin Sonuclar 

4. 1. 1. DNA ekstraksiyonu ve konsantrasyonuna ili~kin sonu~lar 

DNA ekstraksiyonunda Doyle ve Doyle (1990), Draper (1987) ve Dellaporta 

(1983) yonternleri denenmi~ Ancak, Doyle ve Doyle ve Draper yontemlerinde elde 

edilen DNA' lardan PCR sonucunda amplifikasyon gervekle~memi~tir Bunun nedeni 

mandarin bitki dokularmda bulunan polisakkaritler, polifenoller ve karbonhidratlard1r 

Bu maddeler DNA izolasyonunu gtivle~tirirler DNA yeterince saf degilse PCR 

sonucunda arnplifikasyon ger~kle~mez (Luro vd 1992, Cai vd 1994) Dellaporta . 
yonteminde fenol ve kloroform kullamlarak DNA karbonhidratlar, polisakkaritler ve 

. polifenollerden temizlenmi$tir Bu yontemde elde edilen DNA' larda PCR sonucunda 

arnplifrkasyon gervekle~mi~tir. 

DNA konsantrasyonunun saptanmasmda 3 farklt yontem kullamlmaktadrr .. ... 
Bunlar·, standart DNA serileri kullamlarak DNA orneklerinin jelde yiiriitiilmesi, etidyum 

brornid ile boyandtktan sonra UV ·~k kaynagt altmda gortintiilenmes~ 

spektrofotometrik ve fluorometrik y6ntemlerdir.. Bu y6nternlerden en vok tercih edileni 

fluometrik yontemdir. Ctinkti DNA omekleri RNA iverikli olsalar bile DNA 

konsantrasyonu gtivenilir bir ~ekilde tespit edilebilmektedir. Diger bir yontem alan 

standart DNA kulla!ularak DNA konsantrasyonunun tespit edilmesi ise kolay bir 
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yontem olmas1 nedeniyle tercih edilebilmektedir 3 yontem alan spektrofotometr.ede 

DNA konsantrasyonunun okunabilmesi iyin DNA orneklerinin yak terniz olmas1 

gereklidir .. DNA orneklerinin iyeriginde protein, RNA ve fenol bulunmamas1 gerekir 

Degi~ik mandarin ye~itlerine ait DNA ornekleri DNA rniktar1 saptanmadan once 

% 0. 8 Agaroz jelde 1x T AE tamponunda ytiriitiilmi.i~ ve ti.im klonlara ait DNA 

omeklerinin protein, fenol ve RNA iyermedikleri tespit edilrni~tir Ti.im ye~itlere ait 

DNA orneklerinin yak yogun miktarda DNA iyerdikleri ve DNA ' !arm oldukya kaliteli 

oldugu gori.ilmii~ti.ir. DNA konsantrasyonunun saptanmasmda spektrofotometrik yontem 

kullamlml~tu·.. Spektrofotometrik yontemde, 260 nm (A 26o)' de absorbans degeri 

okunmu~ ve materyal metodda belirtilen formiile gore DNA rniktar1 hesaplanm1~tu 

((::izelge 4. 1.) 

<;izelge 4 I Degi~ik mandarin ye~itlerine ait DNA omeklerinde A260 nm' de okunan 

absorbans degerleri ve ye~itlere gore saptanan DNA miktarlar1 

Dalga Boyu (nm) 

Ce~itler A260 DNA miktar1 (ng/IJI) 

Kleman tin 0.052 520 

Nova I 0.046 460 
-

Novall 0.062 620 

Nova ill 0.043 430 
' 

Lee I 0059 590 

· Leell 0.107 107 

Kinnow 0 058 580 

Ro-binson 0.050 500 

Satsuma 0 .. 040 400 
'* -Minneola Tanjelo 0.069 690 

·-

--

DNA ekstraksiyonunda ar~tmc!lar· far·k11 yontemler kullanarak sonuca 

ula~ffil~lardrr Deng vd (1995), limonda yapt!klar1 yal1~mada Doyle ve Doyle (1987) 

metoduna gore ektraksiyon yapm1~lardu. Ekstraksiyon tamponunda % 3' liik CTAB 
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kuilanmt~lardu DNA konsantrasyonunu TK0-100 DNA fluometresiyle tespit 

etmi~lerdir Machado vd (1996), akdeniz mandarinlerindeki genetik ili~kiyi tespit etmek 

iyin yaptlklart yah~mada Murray ve Thompson metoduna gore ekstraksiyon 

yapm1~lardu. Ekstraksiyon tarnponunu% 1' Iik ve% 10' luk CTAB olmak iizere 2 kez 

hazulaytp, uygulamt~lardu. Luro vd (1992), Doyle ve Doyle (1987) metoduna gore 

DNA ekstraksiyonunu geryekle~tirmi~lerdir Cai vd (1994), DNA ekstraksiyonu 

Durham metoduna gore geryekle~tirilmi~ ve oldukya kaliteli DNA elde etmi~lerdir 

Sugawara vd (1995), Dellaporta (1983) yontemine gore DNA ekstraksiyonunu 

geryek1e~tirmi~Ierdir Galdfiisi vd (1998), kestartede yaptlklart yalt~mada ba~langiyta 

DNA ekstraksiyonunda problemle kar~tla~mt~lar Ancak daha soma Doyle ve Doyle 

(1990) metodunu kullanmt~lar ve iyi sonuylar almt~lardu Ancak bu metodda CTAB 

iyeren ekstraksiyon tamponum: 1 kez degil 2·-3 kez uygulayarak, flavononlart, 

alkoloidleri ve tartenleri hticreden uzakla~tumt~lardu <;unkii bu maddeler PCR 

sonucunda amplifikasyona engel olurlar· 

Bu yah~mamtzda Doyle ve Doyle metodu uygularurken CTAB iyeren 

ekstraksiyon tamponunu ve kloroform-fenol uygulanm1~, fakat elde edilen DNA 

uygulanan PCR sonucunda amplifike olmamt~tlr Bunun iizerine Dellaporta yontemi 

kullamlarak ekstrakte edilen DNA' larda kullamlan fenol ve kloroform sayesinde 

karbonhidratlar, polisakkaritler ve polifenoller temizlenmi~ ve PCR yap1larak 

amplifikasyon geryekle~tirilmi~tir 

4. 1. 2. RAPD param~trelerinin optimizasyonuna ili~kin sonu~Iar 

RAPD parametrelerinin optimizasyonunda Klemarttin mandarin ye~idi ve A02 

·primeri kullarulm!~tlr ilk olarak, RAPD par·ametrelerinden DNA miktarmm 

optimizasyonu geryekle~tirilmi~tir. Degi~ik mandarin ye~itlerine ait DNA omeklerinde 

spektrofotometrik yonteme gore saptanan DNA miktarlart dikkate almarak, DNA' lar 

lJ.!l ' de 10, 20, 25, 50 ve 100 ng olacak ~ekilde sulandmlmt~u Diger .RAPD 

parametreleri materyal ve metod krsmmda belirtildigi gibi sabit tutulmu~tur 

Bulgulartmtz sonucunda DNA miktar1 50 ng olarak kullamld1gl zaman en iyi 

sonuy ahmru~tu DNA miktar1 10 ng olarak kullarulchgt zarnan, PCR amplifikasyonu 
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tam geryek!e~memi$ ve sadece 2-3 bant elde edilmi~tir DNA miktan 20 ve 25 ng' a 

91kanldtgt zaman bant biiyiikliikleri biraz daha artmt~ ve daha fazla saytda bant e1de 

edilmi~tir; ancak 50 ng DNA kullamldtgt zaman bantlarm yogunlugu, parlakltgt 20 ve 

25 ng' a gore daha yiiksek tespit edilmi~tir DNA miktart 50 ng kullaruldtgt zaman bant 

biiyiikliikleri 350 ile 1370 bp arasmda degi~mi~tir DNA miktart 100 ng' a ytkart!dtgt 

zaman ise bantlarm yogunlugu ve netligi kaybolmu~ aynca bant saytsmda da azalma 

tespit edilmi~tir DNA miktart, bazt ara~tmctlarm bulgulart ile uyum iyerisinde 

bulunurken, diger bazt ar~tmcdarm bulgularmdan farkhhk gostermi~tir. Bu durum, 

RAPD reaksiyonlannda kullarulan diger RAPD parametrelerinin bizim 

yah~malartmtzda kullamlan parametrelerin miktarlarmdan fark11 olmasmdan 

kaynaklanabilir. Aynca PCR cihazt ve dongiilerin farkhhgt da sonucu 

etkileyebilmektedir. 

Turunygiller konusunda yaptlan yah~malarda DNA miktartru, Deng vd (1995) 

25 Jll' lik RAPD reaksiyonu iyin 25 ng; Cai vd (1994) 25 Jll' lik RAPD reaksiyonu i9in 

15 ng; Sugawara vd (1995) 12.5 Jll' lik RAPD reaksiyonu iyin 10 ng; Luro vd (1992) 

25Jll' lik reaksiyon hacmi iyin 50 ng; Machado vd (1996) 25Jl}' lik reaksiyon hacmi ivin 

10 ng olarak kullanmt~tular Turun<;gillerde DNA' mn miktar1 kadar temizligi iizerinde 

de durulmu~ur (Cai vd 1994). 

Deng vd (1995) ekstraksiyon sonucunda elde edilen DNA konsantrasyonunu 

TKO- 100 DNA fluometresiyle tespit etmi~tirler Paz vd (1997) patatesde DNA . 
konsantrasyonunu minifluometre ile tespit etmi~ 25 Jl}' lik reaksiyon hacminde 20 ng 

DNA ; Yang ve Quiros (1993) kerevizde DNA konsantrasyonunu 260 run dalga 

boyunda spektrofotometre ile tespit etmi~ 15 Jll' lik reaksiyon hacminde 15 ng DNA; 

Varghese vd (1997) Hevea brasiliens de DNA konsantrasyonunu fluometre ile tespit 

etrni~, 25 Jll' lik reaksiyon hacminde 50 ng DNA kullanmt~trrlar. Moreno vd (1995) , 
iiziimde DNA konsantrasyonunu TKO 100 mini fluometresiyle tespit etrni~ ve 25 Jll' 

lik reaksiyon hacminde 5 ng DNA kullamru~trrlar Cont1er vd (1997) elmada 25 Jl}' lik 

reaksiyon hacminde 50 ng DNA; Galdfrisi vd (1998) kestane 50 111' lik RAPD 

reaksiyonunda 10 ng DNA; Bartolozzi vd (1998) bademde 25 Jl}' lik reaksiyonda 50 ng 

DNA kullarunt~lardrr 
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RAPD parametrelerinden MgCh' tin optimizasyonunda 1. 5, 2, 2. 5, 3 ve 4 ~ 

olmak i.izere 5 farkh MgCh konsantrasyonu denenmi~tir Diger RAPD parametreleri 

MgCh optimizasyonu suasmda materyal ve metod kisnunda verildigi miktarlarda sabit 

tutulmu~tur En iyi amplifikasyon tiri.inleri 2 5 mM MgCh kullamldigmda elde 

edilmi~ir 2.5 mM MgCh konsantrasyonunun altmda ve i.istiinde optimum bant 

say1smda farkhhklar· gori.ilmi.i~tfu·. 4 mM MgCh konsantrasyonunda belli belirsiz yOk 

fazla bant olu~mu~tw·. L5 mM MgCh konsantrasyonundaki bant sayiSI ise 2..5 mM 

MgCh konsantrasyonuna gore daha az ve spesifik olmayan bantlar olu~rmu~tw 

Elde ettigimiz bu sonuylar turunygillerde ve diger rneyve tiirlerinde elde edilen 

baz1 ara~turna bulgulan ile uyum iyerisindedir MgCh konsantrasyonunu Deng vd 

(1995) tarafindan yapi!an yah~mada 2 5 mM; Luro vd (1992) 2 mM; Cai vd (1994) 

2mM konsantrasyonda onerrni~tirler MgCh konsantrasyonu Galdrisi vd (1998) 

tarafindan kestanede yap1lan yah~mada 3 mM; Conner vd (1997) tarafmdan elmada 

yapilan yah~mada 2..5 mM olarak almi~Iardu 

RAPD reaksiyonlarmda amplifikasyon i.izerine etkili olan bir diger faktor de 

enzimdir. RAPD reaksiyonlarmda 100°C SICaklikta bile aktivite gosterebilen Taq 

polimeraz enzimi kullamlmi~tu Taq polimeraz enziminin optimizasyonu iyin 4 farkh 

konsantrasyon (0..50, 0 .. 75, 1 ve 1.25 i.inite) denenmi~ir Bulgularimiz sonucunda, taq 

polimeraz enziminin konsantrasyonu 0..50 Unite oldugu zaman DNA' y1 amplifike 

edebilecek enzim miktar1 yeterli olmam1~ ve PCR amplifikasyonu geryekle~memi~tir 

Taq polimeraz konsantrasyonu 0 75 i.initeye yikariidigi zarnan PCR amplifikasyonu 

geryekle~mi~, fakat olu~an bant sayiSI ve netligi ise az goriilmti~tiir.. Taq polimeraz 

enzim konsantrasyonu 1 tiniteye yi.ikseltildiginde yine 0 .. 75 tiniteye gore daha net ve 

fazla bant olu~mu~, ancak en iyi sonuy 1..25 tiniteye yikartildigmda alinmi~tu· Sugawara 

vd (1995), Tth DNA polimeraz1 herbir 12..5 J!l' lik RAPD reaksiyonu iyin 05 unite; Cai 
,# 

vd (1994), Promega tiri.ini.i taq polimeraz1 25 J.!l' lik reaksiyon hacrni is:in 0..5 unite; 

Deng vd (1995), 25 J.LI' lik RAPD reaksiyonu iyin Promega taq polirnerazdan 1 unite; 

Machado vd (1996) mandarinde yaptiklart yah~mada l3J!I' lik reaksiyon hacmi iyin 1 5 

Unite taq polimeraz (promega) onermi~lerdir Sugawara vd (1995) ve Lwo vd (1992)' 

nin kullandigi Taq polimeraz miktar1 bizim kullandigimiz taq polimeraz miktanndan 
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daha dti~iiktiir Bunun nedeni muhtemelen farkh firmalann urtinlerinin kullamlmas1du. 

Denemelerimizde Cai vd (1994) ile aym firmalartmn iirtinlerini kullamnam1za ragmen, 

6nerdigimiz taq polimeraz enzimi bu ara~tmc!lar· tarafindan 6nerilen rniktardart daha 

dti~Uk saptarum~tu.. Bu ise denemelerde kullamlan diger RAPD parametrelerinin 

farkhhgmdan kaynaklamn1~ olabilir Nitekim bu ara~tmcilar, RAPD reaksiyonlarmda 

DNA miktarm1 15 ng, MgCh miktarm1 2 mM olarak kuilantnl~tular Bizim 

val!~mam1zda ise DNA rniktart 50 ng, MgCh konsarttrasyonunu ise 2 5 mM 

kuiianml~tular Aym firmamn tirunlerini kullartmamlza ragmen Deng vd (1995)' nin 

onerdigi taq polimeraz rniktar1 bizim onerdigimiz taq polimeraz miktarmdan daha dii~iik 

vlkml~tu·. Yine bunun nedeni de kuiiamlan diger RAPD parametrelerine baglanml~tll 

RAPD reaksiyonlarmda etkili olan diger bir parametre de primerdir Primer 

konsantrasyonu tizerinde durulmu~ ve I 0, 30, 40 ve 50 pmol olmak iizere 4 farkh 

konsantrasyon denenrni~tir Barttlarm netligi ve say!Sl av1smdan 30 ve 40 pmol 

konsarttrasyonlar iyi sonuv vermesine ragmen en iyi sonuv 50 pmol konsantrasyonda 

almml~Ur Deng vd (1995) primer konsantrasyonu olarak 25 )li' Iik RAPD reaksiyonu 

ivin 0. 3 !lM; Luro vd (1992) 25 )-1.1' Iik reaksiyon ivin 0 . .5 !1M, Sugawara vd (1995) 12.5 

)-1.1' Iik RAPD reaksiyonu ivin 10.5 ng primer; Cai vd (1994) vah~malarmda 25 ~-tl' Iik 

reaksiyon ivin 04 !1M 6nerrni~tirler Aynca Machado vd (1996) akdeniz mandarininde 

yaptiklart val!~mada 15 ng' hk 8 ve 10 mer' lik primerler kuilartml~tular 

Denememizde en son olarak dNTP konsantrasyonunun optimizasyonu 

gervekle~tirilmi~ir dNTP optimizasyonunun saptamnas1 s1rasmda kuilamlan diger 

.. RAPD parametrelerinin rniktarlar1 materyal ve metod klsmmda bildirildigi ~ekilde 

ahnm1~ ve optimizasyon gervekle~tirilmi~tir 3 farkh dNTP konsantrasyonu (2, 3 ve 5 

mM) denemni~, bantlarm yogunlugu ve parlak!Igi tizerine dNTP konsantrasyonunun 

etkili oldugu saptartmi~tir dNTP konsantrasyonu 2 ve 3mM oldugu zaman bantlarm vok , 
yogun ve parlak olmad!gl ancak 5 mM oldugu zamart barttlarm yogunluk ve 

paralk11gmm artt1g1 tespit edilmi~tir 
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25Jd' lik reaksiyon haztrladtgtrruzda 0 . .2mM' hk dNTPs konsantrasyonu elde 

edebi!;nek i<;:in l;.d 5 mM dNTPs kullarulmaktadlf Bu ~ekilde olu~an bantlann 

yogunluk ve parlakhgt maksimuma ula~rru~tu Turunt;:gillerle ilgili diger 

ara~tlfffiactlann bulgulanna gore ise dNTPs konsantrasyonu 0. I mM ile 0. 8mM arasmda 

deg;i~mektedir .. Bu sonu<;:larda bizim sonut;:lartmtz!a uyum it;:erisindedir 

Deng vd (1995) in vivo ve in vitro ko~ullanndaki limonlarda yapttklau 

t;:alt~mada 25!-U' lik reaksiyon it;:in 0 I mM dNTPs kullammmi onermi~lerdir Luro vd 

(1992) turun<;:gil genetik ve taksonomisindeki t;:ah~malarmda herbir ni.ikleotidden 200 

J.!M; Cai vd (1994) herbir ntikleotidden 200 J.1M olacak ~ekilde 0.8 mM dNfP; 

Sugawara vd (1995) herbir ni.ikleotidden 160 J.!M; Machado vd (I 996) akdeniz 

mandarinlerinde genetik ili~kinin saptarunast amactyla RAPD reaksiyonlarmda dNTP 

miktanru 0 .. 8 mM olarak onermi~lerdir 

RAPD reaksiyonlannda kullamlan ti.im parametreler birbiri ile ili~kilidir. Tum 

parametre!er bir digerinin oram veya konsantrasyonundan etkilenir Aynca kullamlan 

PCR cihazmm markast, reaksiyonu kuran ki~i, dongt.i saytlar1 ve stcakhgt gibi 

faktorlerde sonut;:la direkt ilgilidir 

4.1. 3. Degi~ik mandarin ~~itleri arasmda varyasyonlann saptanmasma ili~kin 
· sonu~lar 

RAPD <;:ah~malannda reaksiyon hacmi 25 ).II tutulmu~ Herbir reaksiyon karl~tmt 

tizerine 20-25 Ill mineral yag ilave edilmi~tir PCR prograrru bitki ti.irlerine ve 

't;e~itlerine gore farkllhk gostermektedir .. Mandarinde degi~ik programlar denendikten 

sonra materyal ve metod lasrrunda belirtilen program ile en iyi sonut;: almmt~tlf 

Program da en az diger RAPD parametreleri kadar amplifikasyonda onemli bir faktor 
, 

olarak bulunmu~. Program farkhh8Jn nedeni genelde kullamlan PCR cihazlanrun 

farkllltgma amaca ve bitki materyalinin farkhltgma baglannu~tlf .. Bu nedenle kullarulan 

her PCR cihw i<;:in optimizasyon farkh olmu~tur Deng vd (1995), 94 °C' de 5 dakika 

(1 dongti), 94°C' de 15 saniye, 36 °C' de 15 saniye ve 72°C' de 80 saniye (45 dongi.i) 

son olarak 72°C' de 10 dakikaltk prograrru; Sugawara vd (1995), 93°C' de 1dakika , 

42°C' de 1 dakika, 72 °C' de 2 dakika ve 40 dongtili.ik 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 dongi.iliik PCR programlanru 

onermi§tirler .. Machado vd (1996) akdeniz mandarinin de yaptigi ~ah§mada 92 °C' de 1 

dakika, 36°C' de 1 dakika ve 72°C' de 2 dakika (36dongi.i), son olarak ise 72°C' de 10 

dakika (1 dongi.i) ~eklinde bir program uygulam1~trr·. Aym tiirde ~ali§dmasma ragmen, 

bizim ~ah~mam1zdaki dongi.i ve siirelerle alan farkl1hgm nedeni kullarulan PCR 

cihazmm fark!Ihgmdan kaynaklanmaktadrr·. <;:unkii Machado vd(1996) yapt1klar1 

~h§mada MJ adh bir PCR cihaz1 kullanmi§tular·. Deng vd (1995) kullandigi program 

ile bizim ~ali§mamizdaki prograrrun farklihgi, onlarm ~ah§masmda materyal olar·ak 

limon bizim ~ah§mam1zda materyal olarak mandarin kullarulrrn§ olmasmdan 

kaynaklanabilir. Sugawara vd (I 995)' de yapt1g1 ~al1~mada kullarulan program ile bizim 

prograrrumiZin fark!Ihg1 amacm tamamen farkl1 olmas1 olabilir. <;:iinkii Sugawara vd' in 

~ah§malarmm amac1 turun~gil kimeralarm1 tarumlamaktrr Cai vd ( 1994) ~ali§malari ile 

program farklihgi ise tanmmen kullanilan ~e§it ve tiirlerin farkb olmasmdan 

kaynaklanmi§ olabilir .. 

PCR amplifikasyonu elde edilen iirtinlerin ayn~tmlmas1% 1 5-1 6 jelde 1x TAE 

tamponunda elektroforez cihazmda 60 volt' da 2. 5 saat stirede ger~ekle§tirilmi~tir.. .Tel 

etidyum bromid ile boyand1ktan sonra UV I§Ik kaynag1 altmda goriintiilenmi~ ve termal 

kag1da fotografl ~ekilmi~tir. Herbir primer ile 2 tekerriir yapilmi§, uygun olmayan 

sonu~larda 1. tekerriir de uygulanmi~trr.. Sonu~larm degerlendirilmesinde Sigiura vd 

(1998)' ne gore% benzerlik indeksi a~ag1daki formiile gore hesaplanarak kullarulmi§trr 

PCR amplifikasyonunda olu§an bantlarm varhgma (1) ve yokluguna (0) gore denenen 

her bir primer i~in' ~e§itler birbiri ile layaslanarak benzerlik oranlan a§agtda belirtilen 

formtile gore hesaplanm1~ ve daha sonra herbir primer i~in hesaplanan benzerlik 

or arilartrun ortalamas1 almarak benzerlik indeksi olu§turulmu§tur. 

Homolog Bant saytst 
Benzerlik Indeksi% = xlOO 

Homolog Bant saytst + Homolog Olmayan Ban~aytst 

(":e§itler arasmdaki polimorfizmin saptanmasmda 10 bp' lik 10 farkl1 primer 

kullarulmi~trr· Turun~gillerde yapilan diger ~a!I§malarda da 10 mer'lik primerler 

ku!larulm1~trr G- C i~rigi yliksek alan primerler tercih edilmi§ ve bu primerlerle daha 
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iyi sonur;;lar almmt~tu Kullamlan primerler literati.irlerden turunr;;gillerde yiiksek 

polimorfizm olu~turanlardan se~tilmi~tir. Kullamlan pri.mere ve ~te~ide gore olu~an 

bantlarm saytst ve uzunlugununda farkhhk tespit edilmi~tir Denemelerde kullarulan 

primerlere gore degi~ik mandarin r;;e~itlerinde saptanan toplam bant saytlart <;:izelge 4..2' 

de gosterilmi~tir 

<;:izelge 4 2 Degi~ik Mandarin r;;e~itlerinde, farklt primerlerle saptanan toplam bant 

saydar1 

<;:ESiTLER 

Primer Kleman tin Nova! Nova Nova Lee! Lee II Kinnow Robinson Satsuma Minneola 

Kod II ill Tanjelo 

No 

A02 6 3 3 5 7 3 2 4 3 4 

A04 7 5 5 7 5 6 6 5 10 6 

A06 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 5 

A13 4 7 6 6 5 4 5 2 5 5 
--

E08 3 6 4 4 1 3 2 4 2 6 

E09 5 5 4 5 4 5 4 4 5 5 

E12 4 4 4 2 2 2 4 4 4 2 

E14 3 5 6 4 4 3 4 5 2 6 

Bu r;;izelgeden de anla~ddtgt gibi toplam bant saytst primerlere ve r;;e~itlere gore 

degi~mekle beraber 1 ile 11 arasmda degi~mektedir. Primer ba~ma dii~en ortalama bant 

saytst A07, A04 ve A06 primerlerinde diger primerlere gore dalia yiiksek tespit 

edilmi~tir; El2 primerinde 3 2 adet, E08 primerinde 15 adet, A02 primerinde 4 adet, 

El4 primerinde 4.2 adet, E09 primeri 4 6 adet, All primerinde 4.8 adet, A13 

primerinde 4 . .9 adet, A06 primerinde 5. 6 adet, A07 primerinde 7..2 adet, A04 primerinde 

ise 6 .. 2 adet olarak bulunmu~tur Tiirn primerlerin ortalam bant saYISI ise 4 .. 8 olarak 

tespit edilmi~tir 
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Ara~tuma bulgulanm1z sonucunda, pnmer ve r;:e~itlere gore saptanan bant 

sayilan genelde ara~tmcilann bulgulan ile uyum ir;:erisindedir. Deng vd (1995) 

tarafindan limonlarda yapilan r;:ah~mada bant sayilarmm 5 ile 21 arasmda degi~im 

gosterdigi saptanrm~u .. Ortalama bant say1s1 ise 13 olarak saptanm1~tu. Cai vd (1994)' 

in r;:al1~malarmda 4-19 arasmda bant olu~tugu tespit edilmi~tir Sugawara vd (1995), 124 

primerle r;:ah~m1~ 12 tanesi polimorfik bant olu~turmu~tur Machado vd (1996), akdeniz 

mandarinlerinde yapilan r;:al1~mada 2 ile 8 bant arasmda degi~im gosterdigi saptanm1~trr 

Deng vd (1995), Cai vd (1994)' iin r;:ah~malarmda bizim bulgularmuza gore daha r;:ok 

bant olu~ma nedeni farkh tiirlerde ve farkll primerlerle r;:ali~ilm!~ olmalarmdan 

kaynaklanabilir. Ote yandan Machado vd (1996) r;:ah~masmda buldugu bant sayilar1 

bizim bulgular!mlzla uyum ir;:erisindedir. 

Ara~tuma bulgularlmlz sonucunda, kullarulan pnmere gore mandarin 

r;:e~itlerinde saptanan bant biiyiikliikleri 230-2400 bp arasmda degi~im gosterrni~tir. Bant 

biiyiikliikleri El2 ve All primerlerinde diger primerlerden daha yiiksek bulunmu~tur 

Ara~tuma bulgularlmlz sonucunda saptanan bantlarm biiyi.ikliikleri birr;:ok ara~tmcmm 

bulgulart ile uyum ir;:ersinde bulunmu~tur Machado vd (1996)' in akdeniz 

mandarinlerinde yaptlklar1 r;:ah~mada, elde edilen bantlarm biiyiikliikleri 274 ile 3006 bp 

arasmda degi~im gosterdigini bildirmi~tirler Luro vd (1992) turunr;:gil genetik ve 

taksonomisi iizerine yapt1klart r;:ah~mada (GTG)s, (GACA)4 ve (TCC)s primerlerini 

kullanm1~tular· (GACA)4 ve (TCC)5 primerleri kullamld1gmda olu~an bant biiyiikliikleri 

200 ile 1800 bp arasmd~r, (GTG)s primeri kullaruldigmda olu~an bant biiyiikliikleri ise 

370 ile!OOO bp arasmda degi~im gosterdigi tespit edilmi~tir Cai vd (1994), 

r;:af1~malarmda 140 adet primer kullanml~lar, ancak sadece 69 primer arnplifikasyon 

olu~turmu~tur. Amplifikasyon sonucu olu~an bantlarm biiyi.ikliikleri ise 200bp' den 3 

kb' e degi~im gosterrni~tir Deng vd (1995), in vivo ve in vitro ko~ullarmdaki limon 

mutantlarmda yaptlklart r;:ah~mada 36 adet I 0 mer' lik primer kullanml~lardlr 

Primerlerden 14 tanesi klonlar arasmda monomorfik bant, geri kalan 22 tanesi ise 294 

adet bant olu~turmu~, bu 294 bandm % 15' i ise polimorfik olarak tespit edilmi~ir 

Amplifikasyon sonucu olu~an bantlarm biiyiikliiklerirun I 00 ile 3200 bp arasmda 

degi~im gosterdigi tespit edilmi~tir Bant uzunlugu en Ia sa olan ise E 14 primed yalmzca 
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230 bp' den 700 bp' e kadar uzanmaktadu Daha sonra bunu E09 primed 300 bp' den 

1200 bp' e uzanarak takip etmektedir. 

10 adet mandarin "e~idinde 10 bazhk primer kullam1arak RAPD-PCR teknigi 

uygulanarak elde edilmi~ olan DNA polimorfizmi var/yok (1/0) ~eklinde 

degerlendirilerek, ara~tlrmaya alman "e~itlerin birbirlerine olan yakmhk ve uzakl1k 

dereceleri tespit edilmek arnac!yla Benzerlik Indeksi (Similarity Index %) % olarak 

Siguira ve ark. (1988)' na gore metot lasmmda belirtildigi ~eki1de hesaplanm!~tlr. 

10 adet mandarin ~~idine ait % benzerlik indeksi degerleri vize1ge 4 3' de 

veri1mi~tir 

<;izelge 4 3. PCR arnplifikasyonu sonucu degi~ik mandarin "e~itlerinde Sigiura ve ark 
(1988)' na gore olu~turulan benzerlik indeksi degerleri (%) 

1 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 56 56 73 55 52 72 100 

9 60 68 57 60 52 53 64 72 100 

10 49 45 49 47 37 54 59 51 66 100 

1: Klemantm, 2: Nova ill, 3: Lee I, 4: Robmson, 5: Minneola TanJelo, 6: Kinnow, 7: Lee II, 8: Nova11, 

9: Nova I, 10: Satsuma 

<;izelge 4 3. ' de de goriildi.igu gibi ve~itler arasmdaki % benzerlik indeksi en 

yi.ik:sek olarak Nova - Ill ve Lee- I mandruin ve~itleri arasmda saptanrm~tu .. Bunu 

Robinson ve Nova- II mandarin ve~itleri, daha sonrada :Nova-IT ve Nova-! mandarin 
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~e~itleri izlemi~tir Aynca Nova-IT ve Lee-IT mandarin ~e~itleri arasmdaki benzerlikte 

olduk~a yi.iksek tespit edilmi~tir Analiz edilen ti.im mandarin ~e~itlerindeki benzerlik 

degerleri ise % 76 ile % 37 arasmda degi~mi~tir .. Nova-I ile Nova- ill arasmdaki 

yakmhk % 68 olarak tespit edilmi~tir Nova-ill ve Lee- I mandarin ~e~itlerinde en fazla 

benzerlik tespit edilmi~tir. Nova, Klemantin mandarini ile Orlando tanjelo 

melezlenmesinden elde edilmi~tir. Lee mandarini de Klemantin mandarini ile Orlando 

tanjelo melezlenmesinden elde edilmi~tir (Hodgson, 1967} Bu bilgiler dogrultusunda 

benzerligin yi.iksek olma nedeni her iki ~e~idin ebeveynlerinin aym olmasma 

baglanabilir. Robinson ve Nova-IT mandarin ~e~itleri arasmda da yi.iksek polimorfizm 

tespit edilmi~, bunun nedeni de her iki ~e~idin ebeveyninin aym olmasma baglanabilir 

<;:unkti hem Robinson hem de Nova Klemantin mandarini ile Orlando tanjelo 

melezlenmesinden elde edilmi~tir· 

Primer ortalamalarr dikkate ahnarak olu~turulan benzerlik oranlarmdan, a~agrda 

belirtilen formi.ille ~e~itler arasmdaki polimorfizm oram % olarak belirlenmi~tir 

Polimorfizm oram% = 100- benzerlik oram% 
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<;izelge 44 Degi~ik mandarin ~e~itlerine ait benzerlik indeksi dikkate almarak 
hesaplanan polimorftzm degerleri 

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 55 100 

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: Klemantm, 2: Nova III, 3: Lee I, 4: Robmson, 5: Minneola TanJelo, 6: Kinnow, 7: Lee ll, 8: Nova II, 

9: Nova I, 10: Satsuma 

<;ize1ge 44' de gori.ildi.igu gibi 10 adet primer kullarularak mandarin ~e~itleri 

arasmda saptanan en yi.iksek polimorfizm oraru, % 63 ile Satsuma ve Minneola Tanjelo 

~e~itleri arasmda saptanm1~tu .. Bu ~e~itleri, % 61 i1e Kinnow ve Minneola tanjelo, % 58 

ile Kinnow ve Robinson, % 55 ile Satsuma ve Nova III ve % 55 ile Minneola tanjelo ve 

Robinson ~e~itleri iz,lemi~tir Sonu~lardan da anla~ildlgl gibi, bu ~e~itler arasmda 

yiiksek polimorfizm tespit edilmi~tir Minneola tanjelo Dancy mandarini ile Duncan 

·· altmtopu melezlenmesi sonucu elde edilmi~tir Satsuma ise Tsao Chieh mandarininden 

~ims ~oguri.i olarak olu~mu~tur Her iki ~te~idin de kokenleri farkhdu .. Aynca, morfolojik 

olarak da birbirlerinden olduk~a farkhdular (Hodgson 1967, Tuzcu 1990) Minneola 

tanjelo ve Satsuma arsmdaki % 63 ' li.ik polimorfizm ile bu bilgiler uyum i~erisindedir 
~ 

Kinnow mandarini, King ve yerli mandarinlerin melezlenmesi sonucu elde edilmi~tir· 

(Tuzcu 1990} Kinnow ile Minneola tanjelo arasmdaki% 61 ' lik polimorfizmin nedeni 

de her iki ~e~idin kokenlerinin ~ok farkl1 olmas1du. Robinson mandarini klemantin 

mandarini ile orlando tanjelo melezlenmesinden elde edilmi~tir (Hodgson 1967) 

Kinnow ile Robinson arasmdaki % 58' lik polimorfizmin nedeni de her iki ~e~idin 
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ebeveynlerinin de farkll olmas1du. Nova mandarini, Klemantin mandarini ile orlando 

tanjelo melezlenmesinden elde edilmi~tir (Hodgson 1967}. Bu bilgi de Satsuma 

mandarini ile Nova III mandarin !Ye~idinin % 55 olan polimorfizminin bir gostergesidir. 

Minneola tanjeola ve Robinson arasmda da % 55' lik po!imorfizm tespit edilmi~tir 

Robinson , Klemantin ile Orlando tanjelo melezlenmesinden elde edilmi~tir Bunu 

dikkate ahrsak Mirmeola tanjelo ile Robinson mandarinlerinin kokenleri birbirinden 

farklldu. 

Denemelerimizde, RAPD !Yal~malarmda kullamlan ve PCR sonucunda 

amplifikasyon olu~turan baz1 primerlerin degi~ik mandarin !Ye~itlerinde olu~turdugu bant 

desenleri ~ekil4. 2, ~ekil4. 3, ~ekil 4 4, ~ekil4. 5 ve ~ekil4. 6' da g6sterilrni~tir. 

1353 .... 
1078 .... 

603 .... 

310 .... 

Primer A02 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

~ekil 4. I. Degi~ik mandarin !Ye~itlerinde RAPD analizi sonucu A02 primerinde olu~an 
amp!ifikasyon iiriinleri (soldan- saga; Marker (Rae III), I: Klemantin, 
2: Nova-III, 3: Lee-I, 4: Robinson, 5: Mirmeola tanjelo, 6: Kirmow, 7: Lee­
IT, 8: Nova-II, 9: Nova-I, 10: Satsuma) PCR iiriinleri % L5 Agaroz jelde lx 
T AE tamponunda yiirtitiilmii~, elektroforez 60 volt' da 2. 5 saat stirede , 
ger~Yekle~tirilmi~tir 
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Primer A 11 

1 2 3 45678M 

10000 

1500 

1000 
750 

500 

$ekil 4 2 Degi~ik mandarin ~e~itlerinde RAPD analizi sonucu All primerinde olu~an 
amplifikasyon i.irtinleri (soldan -saga; 1: Klemantin, 2: Nova-III, 3: Lee-I, 4: 
Minneola tanjelo, 5: Kinnow, 6: Lee-II, 7: Nova-II, 8: Nova-!, Marker (1 kb 
DNA ladder) ) PCR i.iri.inleri % 1.5 Agaroz jelde lx TAE tamponunda 
yi.iri.iti.ilmi.i~, elektroforez 60 volt' da 2. 5 saat si.irede ger~ekle~tirilmi~tir 

1500 

)000 

Primer A04 

M 987654321 

$ekil 43. Degi~ik mandarin ~e~itlerinde RAPD analizi sonucu A04 primerinde olu~an 
amplifikasyon i.iri.inleri (sagdan- sola; 1: Klemantin, 2: Nova-III, 3: Lee-I, 
4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee-II, 8: Nova-II, 9: Nova-I, 
Marker (1 kb DNA ladder) ) PCR i.iri.inleri % 1.5 Agaroz jelde lx TAE 
tamponunda yi.iri.iti.ilmi.i~, elektroforez 60 volt' da 2. 5 saat si.irede 
ger~ekle~tirilmi~tir 
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10000 

1500 

1000 
750 

500 

250 

Primer A06 

~ ... -
~lltllt_lii . ~ ~ . 

M 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 

Sekil 44 Degi~ik mandarin ce~itlerinde RAPD analizi sonucu A06 primerinde olu~an 
amplifikasyon iiriinleri (sagdan -sola; 1: Klemantin, 2: Nova-ill, 3: Lee-I, 
4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee-II, 8: Nova-II, 9: Nova-I, 
10: Satsuma, Marker (I kb DNA ladder)) PCR iiriinleri% 1.5 Agarozjelde 
1 x T AE tamponunda yi.iriitiilmii~, elektrofor ez 60 volt' da 2. 5 saat siired e 
gercekle~tirilmi~tir 

Pruner A 13 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 

1353 
1078 ' 

603 

310 

Sekil 4 .. 5. Degi~ik mandarin ce~itlerinde RAPD analizi sonucu A13 primerinde olu~an 
arnp1ifikasyon iiriinleri (sol dan- saga; 1: Klemantin, 2: Nova-ill, 3: Lee-I, 
4: Robinson, 5: Minneola tanjelo, 6: Kinnow, 7: Lee-II, 8: Nova-II, 
9: Nova-!, 10: Satsuma, Marker (Rae ill)) PCR iiriinleri% 1 5 Agarozjelde 
lx TAE tarnponunda ytiriitiilmii~, elektroforez 60 volt' da 2 . .5 saat stirede 
gercekle~tirilmi~tir 
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42 48 

~------r-------~-
54 60 66 72 78 

----- Klemantin 

----c Nova Ill 

·Lee I 

--------------Minneola Tanjelo 

r-----· Robinson 

[--\._ ____ Nova II 

C 
_ l.eell 

r--- ·Nova 1 

___ _[ _____ .L----· ~------.~~-- :~:S:: 
1--------t-

42 48 54 60 
t-------1----l 

66 72 78 

Sekil 4 6. RAPD amplifikasyon tiri.inlerinden Cluster (UPGM) analizi kullamlarak 
olu~turulan degi~ik mandarin c,:e~itlerine ait dendogram 

Degi~ik mandarin c,:e~itlerinde sigiura katsaylSI dikkate ahnarak Cluster 

analizi (UPGMA) sonucu olu~turulan dendogram ~ekil 4. 6 'da gosterilmi~tir Sekilden de 

gori.ildtigu gibi denemeye ahnan mandarin c,:e~itlerinden, Nova- III ile Lee-- I, Robinson ile 

Nova-II, Nova-I ile Satsuma aym grup ic,:erisinde yer alm1~tu Ancak Nova-III ile..Lee-1 

c,:e~itlerinde benzerlik daha yi.iksek bulunmu~tur Robinson ve Nova-II c,:e~itlerindeki 

benzerlik ise Nova- III ile Lee-! c,:e~itlerindeki benzerlikten daha dti~tik, fakat Nova--! ve 

Satsuma c,:e~itlerindeki benzerlige gore ise daha yi.iksek bulunmu~tur Klemantin mandarin 

c,:e~idi ise Nova·- III ve Lee- I mandarin c,:e~idi ile ayru grup ic,:ersinde yer alnu~tiL Lee-II 
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iversinde yer alm1~tlr Lee-IT mandarin ve~idi de Robinson ve Nova-IT mandarin ve~idi 

ile aym grup iversinde yer alrm~trr Kinnow mandarin ve~idi ise ti.im bu mandarin 

ve~itlerinden daha uzak bir grup iverisinde yer alm1~tlr Kinnow mandarini King ve 

Yerli mandarin melezlenmesi sonucu elde edilmi~ bir ve~ittir, dolaylSlyla diger 

mandarin ve~itlerinden daha uzak bir grup iyerisinde yer almas1 dogaldu. Sekilden de 

yakmhg1 tespit edilen Nova-ill ve Lee-I ve~itlerinin her ikisi de Klemantin mandarini i!e 

Orlando tanjelo melezlenmesi sonucu elde edilmi~tir Robinson ve Nova-IT mandarin 

ve~itlerinin birbirlerine yakmhklar1 % 73 dolaymda tespit edilmi~ Bu ve~itler de 

Klemantin mandarini ve Orlando tanjelo melezlenmesi sonucu elde edilmi~tir. Aynca, 

Robinson ve Nova-IT mandarin ve~itleri grubuna benzerligi % 67 dolaymda olan Lee-IT 

mandarin ve~idinin de ebeveynleri Klemantin mandarini ve Orlando tanjelodur. Ote 

yandan Nova- I ile Satsuma arasmda % 66 diizeyinde benzerlik saptanm1~tu. Satsuma 

ve~idi Tsao Chieh mandarininden ~ans v6gurii olarak olu~mu~ bir ve~ittir Nova-I ise 

Klemantin ile Orlando tanjelo melezlenmesinden olu~mu~tur Muhtemelen 

vah~marmzda Nova-I ve Satsuma ve~itleri arasmda goriilen benzerlik kullandJgJmJZ 

primer Ierin yeterli polimor:fizm olu~turmamasmdan kaynaklanmaktadu 
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5. SONU(: 

Bu ara~tumada, son y1Ilar'da genotipik farkhhklarm belirlenmesinde yogun 

olarak kullarulan RAPD teknigine ait pararnetrelerin mandarin ~e~itlerinde kullammr 

optimize edilmi~ ve ~e~itler arasmdaki varyasyonlar 10 farkh primer (1 0 bp 

uzunlugunda) kullamlarak belirlenmi~tir 

DNA ekstraksiyonunda denenen Doyle ve Doyle, Draper ve Dellaporta 

yontemlerinden en iyi sonucu Dellaporta yontemi vermi~tir Dellaporta yontemi 

kullamlarak ekstrakte edilen DNA' larda kullamlan fenol ve kloroform sayesinde 

karbonhidratlar, polisakkaritler ve polifenoller temizlenmi~ ve PCR yapilarak 

amplifikasyon ger~ekle~tirilmi~tir Karbonhidratlar, polisakkaritler ve polifenollerden 

yeteri kadar temizlenmemi~ olan DNA' Jar da PCR sonucunda arnplifikasyon 

ger~ekle~memi~tir 

PCR a~amasmda RAPD parametrelerinin optimizasyonu ger~ekle~tirilmi~ ve 

~e~itler arasmdaki varyasyonlarm belirlenmesinde bu pararnetreler kullanilml~tu· RAPD 

reaksiyonlar1 i~in optimum DNA konsantrasyonu 50 ng, dNTP 5mM, primer 10 pmol, 

MgClz 2 5 mM, PCR tarnponu 2.5 !Jl (1x 10 PCR tarnponu) ve taq polimeraz 

konsantrasyonu ise 1 25 i.inite olarak tespit edilmi~tir 

A:r a~tumadaki ~e~itlerin benzerlik indeksi degerleri % 76 ile % 42 arasmda 

degi~im gosterirken, polimorfizm degerlerinin ise % 63 ile % 24 arasrnda degi~im 
' 

gosterdigi tespit edilmi~tir Primer ba~ma di.i~en bant say1s1 1-11 adet arasmda, bantlann 

uzunlugu ise 2:3 0-2400 bp arasmda saptanm1~tu· <;:e~itler arasmda en yi.iksek 

polimor:fizm suas1yla Satsuma ile Mifllleola tanjelo, Kinnow ile Mifllleola tanjelo ve 

Kiflllow ile Robinson ~e~itleri arasmda saptanmr~tu 

Nova- ill ile Leel, Robinson ile Nova II ve Nova II ile Nova I mandarin .(e~itleri 

birbirlerine en yakm ~e~itler olarak saptanmr~tu. Nova I ile Satsuma mandarinleri 

arasmda da benzerlik yi.iksek tespit edilmi~tir Bu benzerligin nedeni r,:ah~marn1zda 

s1mrh olanaklar· nedeniyle sadece 10 primerle ~~~mamlZ ve bu primerlerin Nova I ve 

Satsuma arsmdaki polimorfizmi tespit etmeye yeterli olmamasma baglanm1~tu 
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Gi.iniimiize dek yap!lan vah~malarla, bu ara~tumada elde edilen bulgulan 

kar~tla~ttrdtgtmtzda, RAPD-PCR tekniginin dogru ve yeterli primerler sevildiginde 

ve§itledn aynmmda kullamlabilecegi sonucuna varabiliriz Bu vah§mada elde edilen 

bulgular· t~tgt altmda, yiiksek diizeyde polimorfizm elde edebilmek ir;:in daha fazla 

miktarda primer kullamlmasmt onerebiliriz 

Bu ara~tumada kullamlan yontemler mandarin ve mandarin dt§mda diger 

turunygillerde de rahathkla kullamlabilecektir Boylelikle bu yontemler ileride 

yaptlacak olan tslah r;:ah~malarmda kullamlabilecek ve iiretim r;:ah~malarmda ve§it veya 

tiir kart~tkhklarmm oniine ger;:ilebilecektir. 
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6. OZET 

Bu ~ah~mada RAPD markerleriyle bazJ mandarin ~e~itlerinin tarulanmasr 

arna~Ianmr~tu Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bah~e Bitkileri Boliimii 

Kolleksiyon Parsellerinde bulunan Klemantin, Nova-I, Nova-II, Nova-III, Lee-I, Leell, 

Robinson, Kinnow, Satsuma ve Mi011eola tanjelo ~e~itlerinde RAPD yontemi 

kullarularak ~~itlerin birbirlerine yakml!k dereceleri ara~tmlmi§tlr 

Tiim rslah yontemlerinde ama~ genetik ilerlemedir.. Bu ilerleme; ~e§itlerin 

iizerinde ~ah§Ilan genlerinin molekiiler markerler yoluyla saptanmasryla daha kolay ve 

klsa siirede saglanabilir .. Aynca bu ~ekilde degi~ik, rslah yontemleri ve dogal olarak 

bugiine kadar elde edilmi§ tiir, ~e§it ve tiplerin genotipleri ve ebeveynleri hakklnda 

kesin bilgiler elde edilmektedir· <;alr§mamrzda bu ama~Ia molekiiler teknilderden 

RAPD teknigi kullamlmr§tll 

DNA ekstraksiyonu i~in en gen~ siirgiinlerden yaprak ornegi ahnmr~ ve 

ekstraksiyonda bu yapraklardan olu~turulan kii~iik par~acrklar kullamlrru§tu· Turun~gil 

yapraklarmm ekstraksiyonunda degi§ik yontemler denenmi§ ve en uygun Dellaporta 

yonterni tespit edilmi§tir. Dellaporta yontemi kullamlarak ekstrakte edilen DNA' Iarda 

kullanrlan fenol ve kloroform sayesinde yaprakta bulunan karbonhidratlar·, 

polisakkaritler ve polifenoller ternizlenmi§ ve PCR yaprlarak amplifikasyon 

ger~ekle~tirilmi~tir 

PCR a~amasmda RAPD parametrelerinin optimizasyonu ger~ekle~tirilmi~ ve 

·· ~e~itler arasmdaki varyasyonlarm belirlenmesirrde bu parametreler kullamlmr~tlr RAPD 

reaksiyonlart i~in optimum DNA konsantrasyonu 50 ng, dNTP SmM, primer 10 pmol, 

MgCh 2 5 mM, PCR tarnponu 2 . .5 J.ll (lx 10 PCR tarnponu) ve taq polimeraz 

konsantrasyonu ise 1. 25 iinite olarak belirlenmi~tir Ara~tumada 10 adet 1<1 bazhk 

primer kullarulmr~, ~e~itlere ve primerlere gore degi§mekle beraber bant sayrlar1 1 ile 11 

arasmda degi§mektedir. Primer ba§ma dii~en ortalarna bant sayrsr A04, A07 ve A06 

primerlerinde diger primerlere gore daha yiiksek tespit edilmi~tir <;e~itler arasmda en 

yiiksek polimorfizm Satsuma ile Mi011eola tanjelo ve Kinnow ile Mi011eola tanjelo 
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ye~itleri arasmda saptanrm~tu. Nova-III ile Lee-! ve Nova-IT ile Nova- I mandarin 

ye~itleri birbirine en yakm ye~itler olarak tespit edilmi~tir 

Ara~tuma sonunda RAPD teknigiyle ye§itler arasmda di.i§i.ik olan genetik 

farkhhklarm da saptanabilecegi tespit edilmi~tir 
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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, Leeii, 

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 resear·ch, the moleculer technic ofRAPD 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 carbonhydr ates, 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 ofRAPD parameters were done then it was 

determined variation among varieties by these RAPD parameters. Optimum DNA 

concentration for RAPD reaction was 50 ng, dNTP SmM, primer 10 pmol, MgCh 2 5 

mM, PCR buffer 2. 5 IJI (1x PCR buffer) and the concentration of taq polymerase was 

found 1 25unit.. In the study 10 different primers were used, the number of bands change 
'* 

from 1 to 11 according to varieties and primers .. A04, A07 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 
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At the end of the reseach, it was established that low genetic differences can be 

also determined by RAPD markers. 
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