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Kaba Limon (Citrus jambhiri Lush.) Genotiplerinde Genetik Cesitliligin SRAP
Markirlari ile Belirlenmesi
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Oz

Bu caligmada, Tiirkiye’de turunggil koleksiyonlarinda yer alan kaba limon genotiplerinde SRAP
markirlar ile genetik ¢esitlilik incelenmistir. Ayrica bunlarin muhtemel ebeveynleri olarak bilinen
mandarin ve aga¢ kavunu ile iligkileri arastirilmigtir. Calisma 21 adet primer kobinasyonu ile
yapilmis ve veriler NTSYS paket programinda analiz edilmistir. Caligmada, 182 adet bant elde
edilmis ve bunlarin 143 adedi polimorfik bulunmustur. Dendrogramda materyaller arasindaki
benzerlik diizeyi 0.65 ile 1.00 arasinda saptanmistir. Kaba limonlar aga¢ kavunu ve mandarine
sirastyla 0.65 ve 0.69 diizeyinde benzer bulunmustur. Genel olarak kaba limonlar igerisinde diigiik
diizeyde bir varyasyon oldugu tespit edilmistir.
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Determination of Genetic Diversity in Rough Lemon Genotypes by SRAP Markers

Abstract

In this study, genetic diversity of rough lemon genotypes in citrus collections of Turkey was
examined by SRAP markers. Besides, relationships between rough lemon and its parents mandarin
and citron was investigated. This study was carried out with 21 SRAP primer pairs and data were
analysed using NTSYS. We obtained 183 fragment and 143 of them were polymorphic. In
dendrogram similarity value of materials varied between 0.65 and 1.00. Similarity level of rough
lemon genotypes with citron and mandarin was 0.65 and 0.69 respectively. As a result, narrow
genetic variation was determined in rough lemons.
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Glneydogu Asya orijinli olan turunggiller giinlimiizde diinyada genis bir cografyaya dagilim
gostermistir. Bu anlamda turunggiller igerisinde hizli bir ¢esit dinamiginin var olmasi, farkli
1slah yontemleriyle degisik iklim ve toprak kosullarina uyum saglayabilen ana¢ ve cesitlerin
elde edilmesi 6nemli bir etken olmustur.

Turunggil taksonomisi, Citrus ve akrabalar1 arasinda melezlemelerin olmasi, yaygin bir sekilde
gdz mutasyonlarmin meydana gelmesi, poliembriyoni, turunggillerin evrimin baslangig
asamalarinda olmasi, uzun yillardir yetistiricilik yapilmasi nedenleriyle karmasik ve tartisma
olusturan bir yapr gostermektedir (Nicolosi ve ark., 2000; Novelli ve ark., 2004). Yapilan
caligmalarda (Scora, 1975; Barrett ve Rhodes, 1976) yetistiriciligi yapilan turunggiller
igerisinde, aga¢ kavunu (C. medica L.), mandarin (C. reticulata Blanco) ve sadok [C. grandis
(L.) Osb.] olmak {izere {i¢ adet gercek tiiriin oldugu ve diger tiirlerin bu ¢ tiir arasindaki
melezlemelerden meydana geldigi belirtilmistir. Bu gorlis daha sonraki ¢aligmalarda da destek
bulmustur (Nicolosi ve ark., 2000; Abkenar ve ark., 2004; Pang ve ark., 2007).

Genetik koleksiyonlarda, genetik ¢esitliligin analiz edilmesi, genotiplerin giivenilir bir sekilde
smiflandirilmasini ve 6zel 1slah amagli kullanilmak iizere temel genotiplerin tanimlanmalarini
kolaylastirmaktadir. Genetik cesitlilik ¢aligmalari, bireyler ile gruplar arasinda veya bireyler ile
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populasyonlar arasindaki varyasyonlarin 6zel bir metotla veya farkli metotlarin
kombinasyonlariyla analiz edildigi bir siirectir (Mohammadi ve Prasanna, 2003). Genetik
kaynaklarin yonetiminde genotiplerin tanimlanmasit ve fenotipik olarak benzer olanlarin
birbirlerinden ayirt edilmesi 6nem tagimaktadir. Bu anlamda molekiiler markirlarin kullanilmasi
hiz ve kolaylik saglamaktadir (Roose, 1988). Molekiiler markirlar, genetik cesitliligin
belirlenmesi, ebeveynlerin ortaya konulmasi, farkli turunggil tiirleri arasindaki filogenetik
iligkilerin saptanmasi ¢alismalari i¢in kuvvetli bir aragtir (Barkley ve ark., 2006).

SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) markirlart Li ve Quiros (2001), tarafindan
gelistirilmis yeni bir molekiiler markir sistemidir. PCR temelli bir sistem olan SRAP, iki
primerden olusan bir kombinasyonla galismaktadir. SRAP markir sistemi kolay uygulanabilen,
tekrarlanabilen, ucuz ve etkili bir sistem olarak degerlendirilmis (Li ve Quiros, 2001; Wang ve
ark., 2008), genetik cesitliligin, genetik iligkilerin arastirilmast ve parmak izi ¢alismalarinda
kullanilabilecek etkili ve ucuz bir sistem olarak kabul edilmistir (Budak ve ark., 2004; Esposito
ve ark., 2007).

Kaba limon diinyanin degisik yerlerinde turuncggil yetistiriciliginde anag¢ olarak kullanilan
onemli bir tiirdiir. Yapilan farkli ¢aligmalarda bu tiir, mandarin ile aga¢ kavunu melezi olarak
bildirilmistir (Scora, 1975; Torres ve ark., 1978; Barkley ve ark., 2006). Bu c¢alismada,
iilkemizdeki Universite ve Arastirma kuruluslarinmn koleksiyonlarinda bulunan kaba limon
genotiplerinde SRAP markirlar1  kullanilarak  molekiiler karakterizasyonlar yapilmistir.
Caligmalarda genotiplerin kendi aralarinda ve ebeveynleri olarak bilinen tiirlerle olan benzerlik
durumlar1 tespit edilmistir. Calisma ile edilen bilgiler koleksiyonlarin daha planli olarak
korunmasi ve bu konuda planlamalara yardimei1 olmast bakimimdan énem tasimaktadir.

Materyal ve Metot

Materyal

Calismada bitki materyali olarak Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi ‘Tuzcu Turunggiller
Koleksiyonu’ igerisinde yer alan 11 adet kaba limon genotipi ile bu tiiriin ebeveynleri olarak
bilinen mandarin ve aga¢ kavunundan ikiser adet cesit ve 1 adet limon ¢esidi yer almistir
(Cizelge 1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan tiir, ¢esit ve genotipler

1 | UCLA-1 kaba limonu 9 | WN Red kaba limon (Newcomb)
2 | CRC-1 kaba limonu 10 | Mazoe kaba limonu
3 | Florida kaba limonu 11 | Rhobs El Arsa SRA kaba limonu
4 | Schaub kaba limonu 12 | Kiitdiken 79 limonu
5 | Soh Johlia kaba limonu 13 | Agac kavunu (ZiraatOkulu)
6 | UCLA kaba limon (Newcomb) 14 | Agac kavunu (T.Paksoy)
7 | Soh Johlia kaba limonu (Newcomb) | 15 | Frost Dancy mandarin
8 | Schaub kaba limonu (Newcomb) 16 | Klemantin mandarini SRA 90
Metot
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in bitkilerin siirgiin ucundaki gen¢ yapraklar kullanilmistir. Alinan bu
yapraklar taze olarak laboratuara getirilmis ve ‘roller pres’ aleti (Dayton Electric Co. Illinois,
USA) ile ezilerek DNA izolasyonu yapilmigtir. DNA izolasyonlar1 Doyle ve Doyle (1990)’un
yonteminden modifiye edilmis CTAB protokoliine gore yapilmistir.
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PCR Bilesenleri ve PCR Dongiisii

PCR bilesenleri ve PCR cihazinin ¢aligma kosullart Giilsen ve ark. (2005), kullandig:
yontemden modifiye edilerek asagidaki sekilde optimize edilmistir.

PCR bilesenleri toplam hacim 15 pl olacak sekilde asagidaki gibi hazirlanmustir.

1.5 ul 10X PCR buffer (Biorun, Nantes, Fransa), 1.33 mM ileri ve geri primer (lontek, Istanbul,
Tiirkiye), 200 uM her bir ANTP (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) (Biorun, Nantes, Fransa), 2.5
mM MgCl, (Biorun, Nantes, Fransa), 0.2 pg/ul BSA (Bovine serum albumin, Biological
Industries, Beit Haemek, Israil), 1 {inite tag DNA polimeraz enzimi (Biorun, Nantes, Fransa), 20
ng DNA, 4.3 pl ddH,O. Karigim 15 pl’ye tamamlandiktan sonra son olarak buharlagmay1
engellemek amaciyla PCR tiiplerinin {izerine bir damla mineral yag ilave edilmistir. PCR
dongiisli asagida belirtildigi gibi diizenlenmistir.
94°C 2 dk

94°C 1dk
35°C 1dk }5 dongii

72°C 1dk

94°C 1dk

50°C 1dk }35 dongti

72°C 1dk

4°C o

Calismalarda 13 adet ileri ve 16 adet geri olmak iizere 29 adet SRAP primeri kullanilmistir.
PCR caligmalarinda bir ileri ve bir geri primer ¢ifti birlikte kullanildigindan 6ncelikle toplam
208 adet primer kombinasyonu test edilmistir. Bu ¢aligmalarda iyi sonug¢ veren 21 adet primer
kombinasyonu biitlin 6rneklerin PCR ¢alismalarinda kullanilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Materyallerin ¢alisildig1 primer kombinasyonlari

1- Eml Me4 8- Em5 Mel0 15- Em10 Mell
2- Em2 Me3 9-Em5 Mel2 16- Em11 Mel
3-Em2 Me5 10- Em6 Meb6 17- Em13 Me4
4- Em2 Me8 11- Em7 Me8 18- Em14 Mel
5- Em3 Me3 12- Em7 Me9 19- Em15 Me6
6- Em4 Me5 13-Em9 Me3 20- Em15 MelO
7- Em4 Me6 14- Em9 Mell 21- Eml6 Mel2

Bulgular ve Tartisma

Caligmada kullanilan materyallerde, 21 primer cifti ile elde edilen bant uzunluklart 80-1600 bp
arasinda degismistir. En diisiikk bant uzunlugu 80 bp ile em2/me3, em9/me3 ve em16/mel2
kombinasyonlarinda, en yiiksek bant uzunlugu ise 1600 bp ile em13/me4 kombinasyonunda
elde edilmistir. Toplam 182 adet bant elde edilmis, bunlardan 143 tanesi polimorfik bulunmusg
ve polimorfizm oram1 %77.6 olarak tespit edilmistir. Primer basina ortalama bant sayis1 8.7,
ortalama polimorfik bant sayisi ise 6.8 olarak belirlenmistir. En fazla bant em2/me3 (17 adet),
en az bant ise em11/mel kombinasyonlarinda (4 adet) elde edilmistir. Polimorfik bant sayisi en
cok em2/me3 kombinasyonunda (15 adet), en az ise emll/mel kombinasyonunda (2 adet)
belirlenmistir. En yiiksek polimorfizm oram1 em5/mel0 (%100) kombinasyonunda tespit
edilmistir (Cizelge 3).

Elde edilen veriler Rohlf (1993) tarafindan belirtilen NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.1, Exeter Software, Setauket, N.Y., USA)
paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Oncelikle bireyler arasindaki benzerlik indeksleri
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(Dice, 1945) hesaplanmistir. Benzerlik indeksinden yararlanilarak, UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method With Arithmetic Average) metodu ile dendrogram olusturulmustur.

Benzerlik indeksleri ile dendrogram arasindaki korelasyonu ortaya koyan kofenetik korelasyon
katsayisi, r = 0.975 olarak bulunmustur. Bu katsaymin 0.9 degerinden biiyiik olmasi durumunda
benzerlik indeksleri ile elde edilen dendrogram arasinda ¢ok iyi bir iliski oldugu, 0.8 ile 0.9
arasinda olmasit durumunda iyi bir iligki oldugu, 0.7 ile 0.8 arasinda olmasi durumunda zayif bir
iligki oldugu ve bu degerin 0.7’den kii¢iik olmasi durumunda ise ¢ok zayif bir iligki oldugu
belirtilmistir (Mohammadi ve Prasanna, 2003). Buradan hareketle, benzerlik indeksleri ile elde
edilen dendrogram arasinda cok yiiksek diizeyde bir korelasyonun oldugu, dendrogramin
benzerlik indekslerini ¢ok yiiksek bir oranda temsil ettigi goriillmektedir.

Toplam 182 adet bantla elde edilen dendrograma gore ¢aligmada kullanilan 11 adet kaba limon,
2 adet mandarin, 2 adet agac¢ kavunu ve 1 adet limon ¢esit ve tipinde benzerlik oranlar1 0.65 ile
1.00 arasinda degismistir. Dendrogram 0.65 benzerlik diizeyinde iki ana gruba ayrilmis, bir
tarafta aga¢ kavunlari (B grubu), diger tarafta ise (A grubu), kaba limonlar, mandarinler ve
limon yer almisgtir.

Cizelge 3. Calismada kullanilan materyallere ait, her primer ¢ifti i¢in bant uzunluk araliklar
(bp), toplam bant sayis1 (TBS), polimorfik bant sayis1 (PBS), polimorfizm oranmi (PO)

degerleri
Primer Cifti | DM UZ“"(II‘)‘;‘)A”"“"‘ TBS | PBS | PO (%)
eml me4 100/1270 12 10 83
em2 me3 80/1000 17 15 88
em2 me5 1207/1350 10 7 70
em2 me8 260/850 7 6 86
em3 me3 130/780 9 7 78
em4 me5S 280/850 7 6 86
em4 meb6 200/650 9 7 78
em5 mel0 380/780 7 7 100
em5 mel2 300/620 7 6 86
em6 meb6 180/600 10 8 80
em7 me8 200/1380 11 7 64
em7 me9 280/820 11 8 73
em9 me3 80/600 8 7 88
em9 mell 140/880 9 7 78
eml1 mel 390/640 4 2 50
eml0 mell 150/900 11 8 73
eml3 med 100/1600 6 3 50
eml4 mel 220/820 5 4 80
eml5 me6 100/900 9 8 89
eml5 mel0 220/850 6 4 67
eml6 mel2 80/860 7 6 86
TOPLAM 182 143 -
ORTALAMA 8.7 6.8 77.6

Iki adet agac kavunu arasinda 0.99 diizeyinde benzerlik saptanmistir. Nicolosi ve ark. (2000),
aga¢ kavunlar1 arasindaki genetik benzerlikleri RAPD markirlart kullanarak arastirmislar ve
caligmada kullanilan 12 adet aga¢ kavunu arasinda 0.94 ile 0.99 arasinda benzerlik
saptamislardir. Calismamizda elde edilen aga¢ kavunlari arasindaki benzerlik diizeylerinin
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yukarida agiklanan farkli markir sistemleri ile elde edilen degerlerle benzer oldugu
goriilmektedir. Aga¢ kavunlart grubun geri kalan bireyleri ile 0.65 diizeyinde benzer
bulunmustur. Giilsen ve Roose (2001), ISSR markirlar1 ile yaptiklar1 calismalarda agag
kavunlar1 ile limonlar ve kaba limonlarin olusturdugu grubun benzerlik diizeyini 0.65 olarak
saptamiglardir. Calismamizda SRAP markirlartyla bu grup i¢in elde edilen benzerlik diizeyi bu
degerle uyum igerisinde bulunmustur.

A grubu igerisinde, Dancy ve Klemantin mandarinleri ile kaba limonlar ve limon arasinda 0.69
diizeyinde benzerlik oldugu belirlenmistir. Iki mandarin arasindaki benzerlik ise 0.84 diizeyinde
olmustur. Kaba limonlar ile limonun bulundugu alt grup 0.81 diizeyinde iki kola ayrilmis, bir
kolda Kiitdiken limonu ile Rhobs El Arsa SRA kaba limonu yer alirken diger kolda geri kalan
10 adet kaba limon yer almistir. Diger kaba limonlara genetik olarak daha uzak olarak saptanan
Rhobs El Arsa kaba limonu, yaprak ugucu yag bilesenleri ile yapilan ¢aligmalarda diger kaba
limonlardan farkli sonuglar vermis ve bu ¢esidin melez orijinli bir gesit olabilecegi bildirilmigtir
(Scora ve ark., 1969).

Dendrograma gore, Rhobs El Arsa disinda kalan 10 adet kaba limon arasindaki benzerlik diizeyi
0.94 ve iizeri diizeyde olarak bulunmustur. Iki adet Soh Johlia kaba limonu arasinda 0.95
diizeyinde benzerlik tespit edilmis ve bu iki kaba limon digerleri ile 0.94 diizeyinde benzer
bulunmustur. Schaub kaba limonu (Newcomb) ayni sekilde diger kaba limonlarla 0.95
diizeyinde benzerlik gostermistir. Geri kalan, UCLA, UCLA 1, CRC 1, Florida, Schaub, UCLA
(Newcomb), Mazoe ve WN Red kaba limonlar1 0.99-1.00 diizeyinde benzer olarak
saptanmislardir (Sekil 1).

T T T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0Es [y | [y 082 0.B8 0.94

Katsay!

Sekil 1. Calismada SRAP markirlari ile elde edilen ve kaba limon, aga¢ kavunu,
mandarin ve limon arasindaki benzerlikleri gosteren dendrogram.

Gilsen ve Roose (2001), ISSR markirlar ile yaptiklari galismalarda dort adet kaba limon
arasinda ¢ok diisiik diizeyde bir polimorfizm tespit etmisler ve kaba limonlarin biiyiik oranda
ayn1 genetik yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir. Scora (1975) ve Torres ve ark. (1978), kaba
limonun mandarin ile aga¢ kavunu melezi oldugunu belirtmiglerdir. Nicolosi ve ark. (2000),
kaba limonda tespit ettikleri toplam 79 adet markirin, 42 tanesinin aga¢ kavununda, 32 tanesinin
mandarinde ortak oldugunu, kaba limonun orijininin aga¢ kavunu ve mandarine dayandigini
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ancak direk ebeveylerin bunlar olmayabilecegi iizerinde durmuslardir. Barkley ve ark. (2006),
kaba limonun, mandarin ile aga¢ kavunu melezi oldugunu bildirmislerdir.

Elde edilen veriler kullanilarak ¢aligmada kullanilan materyaller igerisinde ‘Temel Bilesenler
Analizi’ (Principal Component Analysis-PCA) yapilmis ve tiir, ¢esit ve genotiplerin iki boyutlu
diizlem iizerinde dagilimi ortaya konulmustur (Sekil 2). Temel bilesenler analizi, iki veya daha
fazla karakter arasindaki iligkiyi agiklayabilmek icin veri azaltma metodu ve toplam varyansin
smirli sayida yeni degiskende gosterilmesi olarak agiklanmaktadir. ik iki veya ii¢ temel
bilesenin ‘eigen’ degerlerinin kiimiilatif toplam olarak varyasyonun biiyiik bir kismini agikladig:
durumlarda temel bilesenler analizi, diizlem {izerinde dagilim seklinde bireylerin
gruplanmasinda uygun bir teknik olarak kabul edilmektedir. (Mohammadi ve Prasanna, 2003).
Calismamizda yapilan temel bilesenler analizleri sonucuna gore ilk ii¢ ‘eigen’ degeri toplam
varyasyonun % 94.88’lik kismini acgiklamistir. Bu durum yapilan temel bilesenler analizi ile
varyasyonun ¢ok iyi bir sekilde agiklandigini ve bu analizle elde edilen iki boyutlu dagilimla
calismada kullanilan materyaller arasindaki benzerlik/farklhiliklarin iyi bir sekilde ifade
edildigini gostermektedir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore, lilkemiz turunggil koleksiyonlarinda yer alan kaba
limon genotiplerinde dar bir genetik ¢esitliligin oldugu sdylenebilir. Rhobs El Arsa kaba limonu
diger kaba limonlardan genetik olarak daha uzakta tespit edilmistir. Bu sonug, daha 6nce
yapilan c¢aligmada (Scora ve ark., 1969) ortaya konulan bu ¢esidin melez orijinli olabilecegi
goriigiinii desteklemektedir.
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Sekil 2. Calismada temel bilesenler analizi (PCA) ile elde edilen iki boyutlu diizlem dagilima.
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