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ÖZET: Tarımsal alanda abiyotik ve biyotik stresler ve yeni çeşitlere olan taleplerin artması daha etkili araçların 
geliştirilmesini zorunlu kılmaktadır. Bu konu ile ilgili olarak tarımsal araştırmalar alanında biyoteknolojinin kullanımı son 
dönemlerde hızla artmış ve bu alana önemli katkılar sunmuştur. Turunçgil araştırmalarında biyoteknoloji yaygın olarak 
taksonomik çalışmalar, hastalıktan arındırılmış ve hızlı bitki materyali üretimi, genetik çeşitliliğin tespiti, genetik haritalama, 
transformasyon ve gen kaynaklarının etkili korunması amacıyla kullanılmaktadır. Bu çalışmada söz konusu konularda 
yapılan çalışmalar gözden geçirilmekte ve önemli konular vurgulanmaktadır. Ana başlıklar üretim ve ıslah, taksonomi, gen 
kaynaklarının korunması ve değerlendirilmesi ile sonuç bölümlerinden oluşmaktadır. 
Anahtar Sözcükler: turunçgil, taksonomi, genetik haritalama, mikroçoğaltım, gen kaynakları 
  

BIOTECH�OLOGICAL STUDIES I� CITRUS RESEARCH 
 
ABSRACT: Abiotic and biotic stress and demand to new cultivars force to develop more efficient tools in agricultural 
industry. Related to these topics, the use of biotechnology in agricultural research have made significant contribution. 
Biotechnology is commonly used in Citrus research for taxonomic studies, rapid production of disease-free plant material, 
detection of genetic diversity, genome mapping, transformation and germplasm resources. As a result, biotechnology brought 
great opportunities to improve citrus fruits. In this review, the results of studies done in this area were reviewed and critical 
issues were emphasized. Main titles are production and breeding, conservation and utilization of genetic resources, and 
conclusion.  
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1. GĐRĐŞ 
 

Turunçgil (Citrus spp.) meyveleri tarım ve dünya 
ekonomisinde geniş coğrafyalara dağılan üretim 
alanları ve büyük miktardaki üretimiyle önemli yer 
tutmaktadır. Dünyanın 40o kuzey ve güney enlemleri 
arasında soğuk olmayan alanlarda yetiştirilir. Ancak 
en önemli bölgeler 20o’nin daha kuzey ve güneyinde 
kalan bölgelerdir. Toplam üretim alanı yaklaşık 7.45 
milyon ha, üretim miktarı ise yıllara göre değişmekle 
birlikte 110 milyon ton civarındadır (FAO, 2008). 
Bunun yaklaşık % 62’sini portakallar (C. sinensis (L.) 
Osbeck), geri kalan % 38’ini ise mandarin (C. 
reticulata Blanco), limon (C. limon (L.) Burm. F.) ve 
altıntoplar (C. paradisi Macf.) oluşturmaktadır.  

Turunçgil meyveleri çok küçükten çok büyüğe 
kadar farklılık gösterir. Ticari değer taşıyan Citrus 
cinsine ait türler içerisinde en küçük meyveler 
laymlarda (C. aurantifolia (Christm) bulunur ve bazen 
çapları 3 cm’yi geçmez. En büyük meyveler ise şadok 
(C. maxima (Burm.) Merrill) ve ağaç kavunu (C. 
medica L.)’nda bulunur ve 30 cm’ye kadar ulaşabilir. 
Turunçgiller diğer karakterler açısından da büyük 
varyasyon göstermektedir. Meyve kabuğu limon ve 
laymlardaki gibi yeşilden mandarinlerdeki kırmızımsı 
turuncuya kadar çeşitli renklerde olabilir. Meyveleri 
çok asitli veya çok tatlı olabilir. Turunçgil ağaçlarında 
taç büyüklüğü ile taç yapısıda büyük farklılık 
göstermektedir. 

Günümüzde kültürü yapılan turunçgil tür ve 
çeşitlerinin tamamına yakını diploid kromozom 
yapısına sahip olup 2n = 18 kromozom içermektedir. 
Bunun yanında ıslah yöntemleri kullanılarak triploid 
yapıda turunçgil çeşitlerinin elde edilmesi ve bu 

şekilde çekirdeksizliğin sağlanmasına yönelik 
çalışmalar sürdürülmektedir (Kobayashi ve ark., 
1997). Turunçgillerde toplam genom uzunluğunun 
1500–1700 cM (santimorgan) olduğunu bildirilmiştir 
(Jarrell ve ark., 1992).  

Turunçgillerde ıslahçıların çalışabileceği çok 
büyük varyasyon ve geniş çaplı gen kaynakları 
mevcuttur. Islahta amaca uygun özelliklerin veya 
bireylerin seçilebilmesi için çalışılan populasyonun 
mutlaka varyasyon göstermesi gerekmektedir. Bu 
nedenle ıslah çalışmaları için varyasyon olmazsa 
olmaz kriterlerden biridir. Ancak bu varyasyonun 
yararlı bir şekilde kullanılabilmesi için hala bazı 
engeller bulunmaktadır. Bu engelleri aşmak üzere çok 
farklı metodlarla çalışılmaktadır ve bunun sonucunda 
önemli gelişmeler kaydedilmiş; pek çok sorun çözüme 
kavuşturulmuş, ancak hala bazı sorunlar mevcuttur. 
Bu çalışmada, bu alanda yapılan çalışmalar gözden 
geçirilmekte ve özellikle konuyla ilgili literatürler 
gösterilmektedir.  

 
2. ÜRETĐM VE ISLAH 
 

Turunçgiller (Citrus spp.) anaç üzerine aşılanan 
gözlerin uyarılmasıyla çoğaltılır ve bu yöntem uzun 
yıllardır gerek ıslah programlarında gerekse de 
yetiştiricilikte yaygın olarak kullanılmaktadır. Bunun 
yanında daha küçük bitki dokularının 
kullanılabilmesine imkan sağlayan doku kültürü 
teknikleri, klasik yöntemlerle çoğaltmada sorun 
yaşanan durumlarda seri ve hızlı üretim için 
kullanılmaktadır. In vitro turunçgil çoğaltımı çeşitli 
açılardan incelenmiştir. Bitki dokusu (eksplant) olarak 
ise genellikle boğumlardan alınan parçacıklar ana 
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bitkiye benzer bireyler ortaya çıkarmasına rağmen, 
boğum arasından alınan parçacıklar daha fazla 
varyasyon gösterebilmektedir (Barlass ve Skene, 
1986). Mandarin ve Meksika laymında genç fidanların 
sürgünlerinin boğum aralarından uzunlamasına alınan 
parçalarla başarılı bir şekilde mikroçoğaltım 
yapılabilmiştir (Perez-Molphe-Balch ve Ochoa-Alejo, 
1997). Bu çalışmada boğum aralarının yaralı 
bölgelerinden alınan parçaların mikroçoğaltımda daha 
başarılı sonuçlar verdiği tespit edilmiştir. Genç 
fidanlara ait parçacıklar yetişkin ve yaşlı ağaçlardan 
alınan parçalara göre daha hızlı yeni bitkiler 
oluşturabilirler. Sürgün ucu ve kök parçacıkları da 
mikroçoğaltımda kullanılır (Sim ve ark., 1989). Nesli 
tükenmekte olan bitkilerin hızlı bir şekilde 
çoğaltılmasında mikroçoğaltım son derece başarılı bir 
şekilde kullanılabilir (Grewal ve ark., 1994). Ticari 
olarak yetiştiriciliği yapılmayan turunçgil türlerinden 
C. assamensis, C. latipes ve C. indica mikroçoğaltım 
yöntemiyle çoğaltılabilmiştir (Baruah ve ark., 1996). 
Almeida ve ark. (2002), portakal ve ‘Rangpur’ 
laymında epikotil kısımlarını kullanarak 
organogenesis yoluyla in vitro çoğaltımı başarıyla 
uygulamışlardır. Ali ve Mirza (2006), kaba limon 
(Citrus jambhiri Lush.) eksplantlarından 
mikroçoğaltım çalışmalarında kallus oluşumu için en 
uygun ortamı 1.5 mg/l 2,4 D içeren Murashige ve 
Skoog (MS), köklenme için ise 3 mg/l BA içeren MS 
ortamı olarak saptamışlardır. 

Somatik embriyogenesis turunçgillerde genellikle 
daha avantajlıdır, çünkü pek çok turunçgil türü 
nuseller embriyoni gösterme eğilimindedir. Bu yüzden 
ovuller öyle bir yapıya sahiptir ki embriyogenesis için 
gerekli pek çok özellik nuseller embriyoni gösteren 
genotiplerde çoktan oluşmuştur.  Bununla birlikte, 
endosperm kallusları (Gmitter ve ark., 1990), usare 
kesecikleri ve gelişmemiş ovuller (Coelho ve ark., 
1998),  gövde parçaları (Chatuvedi ve Mitra, 1975) 
mikroçoğaltımda kullanılmaktadır.   

Turunçgillerde her ne kadar klonal varyasyon 
görülse de ağırlıklı olarak ana bitkiye benzer 
bitkicikler elde edilebilmektedir (Tapati ve ark., 
1995). In vitro tekniklerde kullanılan ortamlar son 
derece detaylı çalışılmış ve ideal ortamda bulunması 
gerekli maddeler ve konsantrasyonlar belirlenmiştir 
(Wu ve ark., 2008). Örneğin, ovülden elde edilen 
kalluslardan somatik embriyo elde edilmesi amacıyla 
en uygun gliserol konsantrasyonu % 4-5 olarak 
bildirilmiştir (Kayim ve Koç, 2006). Ayrıca, pratik 
olarak hızlı ve sağlıklı turunçgil fidanı üretmeye 
yönelik olarak in vitro aşılama tekniği mandarinlerde 
başarıyla uygulanmaktadır (Parthasaraty ve ark., 
1997).  

 
2.1. Genetik haritalama 

Turunçgillerde genetik haritalar pek çok üniversite 
ve araştırma enstitülerinde geliştirilmeye 
çalışılmaktadır. Genetik bağlantı (linkage) haritaları 
moleküler markırların kalıtımı temeline dayanır. Đlk 
amaç ilgilenilen bitkisel özelliği temsil eden markırları 

geliştirmek ve ikinci olarak belki de uzun vadeli amacı 
bu haritalara dayalı olarak önemli bitkisel karakterleri 
kontrol eden genleri klonlamaktır. Roose (2007) 
bugüne kadar turunçgillerde yürütülen genetik 
haritalama çalışmalarını incelemiştir. Bugüne kadar 
elde edilen genetik haritalama çalışmalarında 
haritalanan markır sayısı yetersiz, haritalar eksik, 
markır yoğunluğu düşüktür. Markır olarak daha çok 
izoenzimler, RFLP, RAPD ve SSR markırları 
kullanılmaktadır. Çalışılabilen ve haritalarda 
kullanılan izoenzim sistemi sayısı oldukça sınırlıdır. 
SSR markırları açısından da benzer bir durum söz 
konusudur. Çünkü SSR primerlerini geliştirmek 
oldukça masraflıdır, uzun zaman ve çok dikkatli 
çalışmayı gerektirir. RFLP ve RAPD markırları ise 
sayısal açıdan bir problem teşkil etmez. Ancak, RFLP 
markırlarında farklı populasyonlarda kullanılan 
problar birden fazla sayıda lokusa yapışabilmektedir 
ki bu o markırın değerlendirilmesini imkansız hale 
getirmektedir (Roose, 1993). Ülkemizde de 
turunçgillerde genetik haritalama çalışmaları 
yapılmakta olup, son çalışmalarda altı farklı markır 
sistemi kullanılarak Klemantin mandarini X Orlando 
tanjelo melezlerinde genetik haritalama çalışmaları 
yapılmış ve şimdiye kadar elde edilen haritalara göre 
daha yoğun bir şekilde genom taranarak haritalar elde 
edilmiştir (Gülşen ve ark., 2010). Genellikle farklı 
labaratuvarlar tarafından geliştirilen haritalar arasında 
farklılıklar bulunmasına rağmen büyük oranda 
benzerlik bulunmaktadır. Farklı laboratuvarlarda 
geliştirilen turunçgil genetik haritaları. Farklı 
laboratuvarlarda geliştirilen haritalar bir bilgisayar 
programı olan JOINMAP ile tek bir linkage haritasına 
dönüştürülebilmektedir (Stam, 1993). Ancak burada 
en büyük sorun farklı haritaların ortak markırlar 
içermemesidir.    

Önemli karakterleri kontrol eden birkaç turunçgil 
geni klonlanmış ve izole edilmiş durumdadır (Deng ve 
ark., 1997; Canel ve ark., 1996; Fang ve ark., 1997; 
Garcia ve ark., 1999). Turunçgil genomu hem 
kromozom sayısı bakımından hem de DNA miktarı 
bakımından yüksek bitkiler arasında en küçüklerden 
birisidir (Guerra, 1984). Bu nedenle spesifik genleri 
gen kütüphanelerinden izole etmek eğer prob varsa 
oldukça kolaydır.  Önemli karakterlerin kalıtımının 
bilinememesi klonlama ve karakterizasyonun 
önündeki en büyük engeldir. 

Eğer ilgilenilen gen bölgelerine ait klon mevcutsa, 
ki bu daha önceden çeşitli bitkilerde çalışılmıştır, bu 
durumda çalışılacak bitkinin RNAları izole edilerek 
ters transkripsiyon ile cDNA kütüphaneleri hazırlanır 
ve bu kütüphane içerisinden daha önceden temin 
edilmiş klon veya prob ile söz konusu gen veya genler 
kütüphane içerisinde tespit edilir (Komatsu ve ark. 
1996).   

Turunçgillerde en yaygın görülen Tristeza (CTV) 
virüsüne karşı dayanıklılığı sağlayan gen SCAR 
markırlarıyla tanınmıştır (Deng ve ark. 1997). 
Öncelikle bulk segregant analiziyle 20 dayanıklı 
bitkide görülen markırlar kullanılarak daha uzun 
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primerler üretilmiş ve bunlarda daha güvenilir 
markırlar olan SCAR markırlarına dönüştürülmüştür. 
SCAR markırları markır yardımıyla seleksiyonda 
etkili bir şekilde kullanılabilmektedir. Tanımlanan 
genlere ait DNA dizinler kullanılarak o gen veya 
genlerin yeni formları tespit edilebilmektedir (Cepeda-
Nieto ve Barera-Soldana ve ark., 1997). Bu çalışma 
için kullanılan PCR reaksiyonlarında primerle tespit 
edilmeye çalışılan DNA dizininin mutlak surette aynı 
olması gerekmediğinden yeni formlar tespit edilebilir. 
Diğer markır metodu olan AFLP (amplfied fragment 
length polymorphism) markırlarının bulk segregant 
analizi yöntemiyle turunçgillerde poliembriyoninin 
mekanizması tespit edilmiş ve dominant tek bir gen ile 
küçük etkiye sahip modifiye edici genlerin olabileceği 
belirtilmiştir (Kepiro ve Roose, 2010).   

Turunçgillerde asitlik son derece önemli bir 
konudur. Genelde şeker/asit oranı son derece önemli 
olmakla birlikte limonlarda olduğu gibi tek başına asit 
konsantrasyonuda son derece önemlidir. Bulk 
segregant analiziyle elde edilen asitliği belirleyen 3 
RAPD markırı tespit edilmiş ve daha etkili markır 
olan SCAR markırlarına dönüştürülmüştür (Fang ve 
ark., 1997). 

Son yıllarda genomik araştırmaların bilgiye 
ulaşmada kısmen yetersiz kaldığı durumlarda 
proteomik çalışmaları öne çıkmış durumdadır. 
Genom, aynı organizmanın tüm hücrelerinde sabitken, 
proteom nitelik ve nicelik bakımından bir hücre 
tipinden diğerine ve hatta aynı hücre tipinin değişik 
metabolik safhaları veya koşulları için farklılık 
gösterebilmektedir. Genlerin nihai ürünlerinin 
proteinler olduğu ve sentez sonrası protein 
modifikasyonları göz önüne alındığında kantitatif 
proteomik, gen ifadesi çalışmaları için çok önemli bir 
araçtır (Gauss ve ark. 1999; Gygi ve ark., 2000). 
Görüldüğü gibi proteom çalışmaları diğer genomik 
araştırmalarla alınamayan sonuçların alınabilmesine 
imkan vermektedir. Bu yöntem, turunçgillerde meyve 
eti kırmızı ve sarı portakallar arasındaki protein 
farklılıklarının belirlenmesi (Muccilli ve ark., 2009), 
stres koşulları altında protein düzeyinde değişimleri 
saptanması (Shi ve ark., 2008) ve somatik 
embriyogenesis çalışmalarında (Pan ve ark., 2009) 
kullanılmıştır. 

 
2.2. Doku kültürü çalışmaları 

Nuseller kalluslardan üretilen turunçgil 
bitkilerinde nadir olsa da somaklonal varyasyon 
görülmektedir (Vardi ve Gallun, 1988). Spigel-Roy ve 
Ben-Hayyim (1985) ve Ben-Hayyim ve Goffer (1989) 
tarafından yapılan çalışmalarda kültür ortamında 
oluşan kalluslarda bazı hücre hatları tuza tolerans 
açısından seçilmiş ve daha sonra bitkiciklere 
dönüştürülmüştür. Ancak, elde edilen bitkicikler 
boğum arasına sahip olmadığından daha sonra 
çoğaltılamamıştır. Öte yandan, uçkurutan etmenine 
karşı limon kalluslardan seleksiyon yapılmış ve 
dayanıklı hatlar izole edilmiştir (Nadel ve Spigel-Roy 
1987). Hatlardan birisi üç kültürde de arka arkaya 

dayanıklılık göstermiş ancak bu kallus hatlarından 
elde edilen bitkiciklerde dayanıklılığa raslanmamıştır. 
Phitopthora citropthora’ya dayanıklılıkla ilgili 
yapılan bir çalışmada  herhangi bir hücre hattına 
raslanmamıştır (Vardi ve ark., 1986).  

Çalışılan pek çok turunçgil tipi ve birkaç akraba 
cinse ait bitkiler protoplaslarla çoğaltılabilmiştir 
(Oliveira ve ark., 1994; Kaneyoshi ve ark., 1994; 
Grosser ve ark., 1996). Çoğunlukla ovullerden elde 
edilen protoplastlar kullanılmasına rağmen 
yapraklardan elde edilen protoplastlardan da 
bitkicikler elde edilebilmiştir (Moriguchi ve ark., 
1996).  

Çok yıllık bitkilerde ıslah programları çok uzun 
olduğundan ve hastalıkla beraber diğer stres 
koşullarına dayanıklılık gibi önemli karakterleri 
kontrol eden genlerin hızlı bir şekilde yabani 
formlardan kültür formlarına transferi biyolojik olarak 
kromozom çiftleşmesindeki bariyerler nedeniyle zor 
olduğundan somatik hibridizasyon gittikçe önem 
kazanmaktadır. Turunçgiller, kamkatlar, üç yapraklılar 
ve diğer 4 akraba cinsi içeren bitki protoplastlarının 
füzyonuyla canlı allotetraploid bitkiler üretebilmiştir 
(Grosser ve ark., 1996). Bir diğer benzer çalışma 
mandarin, altıntop ve portakal arasında 
gerçekleştirilmiştir (Mourao ve ark., 1996).  Somatik 
hibridizasyonda kullanılan en yaygın stratejiler 
embriyogenik olmayan yaprak ve genç fidan 
protoplastlarıyla embriyojenik kallusların PEG 
(polyethylene glicol) kullanılarak füzyonunu içerir. 
Füzyon sonucu elde edilen bitkiler tamamen veya 
kısmen somatik hibrit olabilir. Eğer elde edilen 
bireylerin hepsi somatik hibrit değilse bu durumda 
gözlem suretiyle seleksiyon yapılabilir (Grosser ve 
Gmitter, 1990) veya bir kültür ortamında füzyon 
olmamış bir parente embriyogenesisi ve çoğalmayı 
engelleyen bir metod kullanılarak seçilebilir 
(Ohgawara ve ark., 1985). Elde edilen yeni bireylerin 
hibrit olup olmadığı kromozom sayıları, izoenzim 
testleri, ribozomal DNA ve morfoloji analizleriyle 
anlaşılabilir. Moriguchi ve ark. (1996) ise füzyon 
yapılacak genotiplerin somatik hibridizasyonun 
başarısını etkilediğini bulmuşlardır. Örneğin 
turunçgillere akraba cins olan Severinia turunçgil 
nematodlarına karşı bağışıklığa sahiptir ve 
Phytopthora’ya dayanıklıdır. Somatik hibritlerin 
melezleme ıslahında kullanımı ise kromozom 
sayılarındaki ve her çekirdekteki DNA miktarındaki 
farklılıklar nedeniyle sınırlayıcı bir etken 
oluşturabilecektir.  

Somatik hibridizasyon çalışmaları ile çekirdeksiz 
turunçgil çeşitlerinin elde edilmesi amacıyla Satsuma 
mandarini (Citrus unshiu Marc.) stoplazması ile 
Murcott mandarini protoplastı füzyon yoluyla 
birleştirilmiş ve başarılı bir şekilde somatik hibrit 
kalluslar elde edilmiştir (Xu ve ark., 2006a). 
Kaneyoshi ve ark. (1997) diploid Satsuma mandarini 
ile tetraploid Ponkan mandarinini melezleyerek elde 
ettikleri çekirdeksiz meyve verebilecek triploid 
embriyoyu in vitro olarak çoğaltabilmişlerdir. Somatik 
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hibridizasyon çalışmaları aynı zamanda hastalıklık ve 
zararlılara dayanıklı yeni çeşit ve anaçların elde 
edilmesi amacıyla da kullanılmıştır. Bu yolla turunçgil 
kanseri (Xanthomonas axonopodis Starr & Garces pv. 
Citri) ve turunçgil varigated klorosis-CVC (Xylella 
fastidiosa) hastalıklarına dayanıklı bitkilerin elde 
edilmesinde başarılı sonuçlar alınmıştır (Pavan ve 
ark., 2007). Öte yandan mandarin ve şadok 
protoplastları füzyon yoluyla birleştirilerek nematoda 
dayanıklı yani anaçların geliştirilmesi çalışmaları 
yapılmış ve dört adet ümitvar somatik hibrit elde 
edilmiştir (Grosser ve ark., 2007). 

Bir diğer genetik iyileştirmede kullanılan metod da 
haploid bitkilerin üretimidir. Jain ve ark. (1997) 
turunçgillerinde içinde bulunduğu Aurantioideae 
familyasıyla beraber pek çok bitki familyasında 
haploid bitki dokularından yeni bitkiler elde 
edebilmiştir. Bilindiği gibi anter veya pollen gibi 
haploid sayıda kromozom bulunduran bitki 
dokularından yeni bitki elde edilmekte ve bu yolla 
elde edilen saf hatlar ebeveyn olarak kullanıldığında 
gerek melezleme ıslahında gerek genetik haritalama 
çalışmalarında büyük avantajlar sağlamaktadır.  Öte 
yandan anter kültürü çalışmaları ile Nules 
klemantininde tri haploid bitkiler de elde edilebilmiştir 
(Chiancone ve ark., 2006). Tri haploid çeşitler 
çekirdeksiz olduklarından bu yöntem çekirdeksiz çeşit 
ıslahında kullanılabilecek önemli bir uygulamadır. 

Turunçgillerde doku kültürü yolu ile elimine 
edilebilen pek çok virüs ve mikoplazma benzeri 
organizma görülür. Bu patojenlerin bazıları tohumla 
taşınmaz ve bu yüzden nuseller orijine sahip 
genotipler yaygın olarak kullanılır.  Son yıllarda 
bunun yerine sağlıklı anaçlar üzerine mikro aşılama 
suretiyle elde edilen virüslerden ari bitkiler 
kullanılmaktadır. Turunçgillerde virüs hastalıklarının 
kontrolü çok zor hatta genellikle imkansız olduğundan 
hastalıktan ari fidanlarla üretimin yapılması büyük 
önem taşımaktadır. Bunun yanında virüslerle bulaşık 
materyallerden bir sonraki üretim aşaması için temiz 
materyal sağlanması da virüslerin elimine edilmesi ile 
mümkün olabilmektedir. Bu konuda en çok kullanılan 
yöntem sürgün ucu aşılama yöntemidir. Zarei ve 
Rahimian (1997)’nın yaptığı çalışmada Tristeza 
virüsünden ari Satsuma (C. unshiu Marc.) mandarini 
bir üç yapraklı melez anacı üzerine başarıyla mikro aşı 
yöntemiyle aşılanmıştır. Yine ‘Mosambi’ çeşidi 
portakalda hastalıklı bitkiler kullanılarak sürgün ucu 
aşılama yöntemi ile virüsten ari bitkiler elde edilmiştir 
(Abbas ve ark., 2006). Ayrıca, termoterapi de 
alternatif metod olarak kullanılmaktadır. Sharma ve 
ark. (2007), ‘Kinnow’ mandarininde Indian citrus 
ringspot virus (ICRSV) hastalığından ari bitkilerin 
elde edilmesi için sürgün ucu aşılama tekniğini 
kullanmışlar ve başarılı sonuçlar elde etmişlerdir. 
Bunun yanında ovullerden veya nuseller orijinli 
kalluslardan elde edilen bitkicikler virüslerin elimine 
edilmesi konusunda alternatif metodlar sunmaktadır 
(Huang ve ark., 1988). Ayrıca turunçgil psorosis 
virüsü ile bulaşık mandarin, portakal ve tangorda 

somatik embriyogenesis yöntemi ile virüs 
eliminasyonu yapılmıştır. Bu türlerde hastalıklı stigma 
ve dişicik borusu dokularından rejenerasyon ile elde 
edilen bitkiciklerde sonra hastalık bulunmadığı tespit 
edilmiştir (D'Onghia ve ark., 2001).  

 
2.3. Transformasyon 

Genetik transformasyon, klasik yöntemlerin eksik 
yönlerini tamamlayıcı olarak istenen yönde materyal 
ıslahı sağlayan ümitvar bir metot olarak görülmektedir 
(Singh ve Rajam, 2009). Transformasyon bir 
organizmada bulunmayan ve istenen bir özelliği 
sağlayan genin başka bir organizmadan farklı 
yöntemler kullanılarak hedef organizmaya 
aktarılmasıdır. Turunçgillerde yüksek düzeydeki 
heterozigoti oranı ve nuseller embriyoni klasik 
yöntemlerin uygulandığı ıslah programlarındaki başarı 
şansını azaltmaktadır. Transformasyon çalışmaları bu 
konuda istenen karakterlerin elde edilmesi adına 
önemli avantajlar sunabilmektedir (Yang ve ark., 
2000). Bu konudaki ilk çalışmalarda odunsu bitkilerde 
metodoloji oluşturmak amacıyla ‘Trovita’ 
portakalından elde edilen protoplastlar kanamisin 
dayanıklılık geni ve bakteriden izole edilen yabancı 
gen [(aminoglycoside phosphotransferase II 
[APH(3")II] içeren DNA konstraktı ile transforme 
edilmiş ve transformasyon Southern Hibridizasyonu 
ile doğrulanmıştır (Kobayashi ve Uchimiya, 1989). 
Transforme edilen turunçgillerin üretimi üç farklı 
araştırmacı grup tarafından gerçekleştirilmiştir. Vardi 
ve ark. (1990) kaba limon protoplastlarına PEG 
ortamlı direk DNA alımıyla NPT II geni aktarmış ve 
NPT II geni içeren iki bitkicik elde etmiştir. Hidaka ve 
ark. (1990) tatlı portakala ait embriyojenik kallus 
süspansiyon kültürlerini Agrobacterium kullanarak 
transforme etmiş ve bir bitki üretmiştir. Embriyojenik 
turunçgil kalluslarında partikül bombardımanı yolu ile 
tranformasyon gerçekleştirmiştir (Kayım ve ark., 
1994; Yao ve ark., 1996). Metodoloji üzerinde yapılan 
çalışmalardan biriside Gutierrez ve ark. (1997) 
tarafından yapılan çalışmadır. Bu çalışma ile 
Agrobacterium ortamlı transformasyon üzerine etki 
eden faktörler tespit edilmeye çalışılmıştır. Partikül 
bombardımanı sırasında oluşturulan yaralar 
transformasyonu etkilememesine rağmen in vitro 
ortamda kullanılan benzil adenin konsantrasyonu elde 
edilen sürgün sayısını ve köklenmeyi etkilemiştir.  
Pena ve ark. (1997) tarafından yapılan metodoloji ile 
ilgili bir başka çalışmada bitki eksplantlarının 
karanlıkta bir süre bırakılmasının transformasyon 
başarısını etkilediğini tespit edilmiştir. Son dönemlere 
kadar yapılan transformasyon çalışmaları ile daha çok 
metodoloji üzerinde durulmuş transformasyon yolu ile 
bitki elde edilmesi uzun bir süreç almıştır. Bunun 
nedeni olarak da turunçgillerin Agrobacterium için 
doğal bir konukçu olmaması gösterilmiştir (Pena ve 
ark., 2004). 

Transformasyon çalışmaları ile son yıllarda 
turunçgillerde transgenik bitkiler elde edilebilmiştir. 
Portakal, laym, limon, turunç ve Kleopatra mandarinin 
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de başarılı bir şekilde transgenik bitkiler elde 
edilmiştir (Pena ve ark., 2004).  Gençlik kısırlığı 
döneminin kısaltılması amacıyla Cervera ve ark. 
(2008) tarafından bu metot kullanılmıştır. 
Transformasyon yöntemi turunçgillerde daha çok 
hastalıklara dayanıklılık çalışmalarında 
kullanılmaktadır. (Çevik ve ark., 2006; 
Ananthakrishnan ve ark., 2007; Febres ve ark., 2008; 
Zanek ve ark., 2008; Barbosa-Mendes ve ark., 2009). 
Bu çalışmalarda ümitvar bitkiler elde edilmiş ve 
sonraki denemelere alınmışlardır. Turunçgillerde 
transformasyon amacıyla pek çok bitki eksplantı 
kullanılmış ve en başarılı bulunan eksplant in vitro 
çimlendirilen tohumlardan elde edilen epikotil 
parçaları olarak saptanmıştır (Singh ve Rajam, 2009). 
Bu çalışmaların yanında turunçgillerde daha başarılı 
bir transformasyon amacıyla metodun optimizasyonu 
çalışmaları devam etmektedir (Mendes ve ark., 2008; 
Dutt ve Grosser, 2009). 

 
3. TAKSO�OMĐ  
 

Turunçgillerde en yaygın olarak kullanılan iki 
taksonomik sistem tarafından ağaçların bazı 
morfolojik ve çok az sayıda kimyasal özellikleri 
kullanılarak tür sayısının 16 (Swingle ve Reece, 1967) 
veya 162 (Tanaka, 1977) olduğu kabul edilmesine 
rağmen, Barret ve Rhodes (1976) sayısal taksonomi 
metoduyla 48 turunçgil türü ve akrabasıyla yaptıkları 
çalışma sonucu turunçgillerde gerçek tür sayısının 
sadece 3 olduğunu, diğer turunçgillerinde bu 3 türün 
ikili veya üçlü melezlemesi sonucunda oluşmuş 
olabileceğini ortaya atmıştır. Gerçekten de moleküler 
(Federici ve ark., 1998; Gülşen ve Roose, 2001a, 
Seker, 1999; Nicolosi ve ark., 2000, Barkley ve ark., 
2006; Pang ve ark., 2007; Uzun ve ark., 2009) ve 
biyokimyasal  markırlar (Fang ve ark., 1993; Herrero 
ve ark., 1996) kullanılarak yapılan çalışmalarda bu tez 
desteklenmiştir. Limon, portakal ve altıntop gibi 
kültürü yapılan pek çok turunçgil türünün gerçek tür 
olarak önerilen şadok (Citrus maxima), mandarin (C. 
reticulata) ve ağaç kavunu (C. medica) ile üç yapraklı 
(Poncirus spp.), kamkat (Fortunella spp.) ve bazı 
yakın cinslerden doğal hibridizasyonlar veya bazı 
hibritlerden nusellar embriyoni yoluyla ortaya çıkan 
bazı küçük fenotipik farklılıklarla oluştuğu tespit 
edilmiştir.     

Gülşen ve Roose (2001a) nüklear markırlar olan 
ISSR (inter-simple sequence repeats), SSR (simple 
sequence repeats) ve izoenzimleri kullanarak çoğu 
ticari açıdan önemli 58 adet limon, 25 mandarin, 
portakal, tatlı limon, şadok, ağaç kavunu ve üç akraba 
cins arasındaki çeşitlilik ve bunların birbirleriyle 
ilişkisini saptamıştır. Çalışılan limonların 2/3’ü 
arasında çok düşük oranda varyasyon bulunurken, 5 
kaba limon (C. jambhiri) arasında da yüksek düzeyde 
benzerlik bulunmuştur. RAPD (randomly amplified 
polymorphic DNA) çoğu Đtalyan orijinli in vivo ve in 
vitro ortaya çıkarılan 15 tip limonda genetik çeşitliliği 
ortaya çıkarmak amacıyla çalışılmıştır  (Deng ve ark., 

1995). Otuzaltı adet 10-baz primerlerle yapılan PCR 
(polymerase chain reaction) sonucu 22 primerin 
polimorfik bantlar oluşturduğu tespit edilmiştir. Genel 
olarak varyasyon çok düşük bulunmuştur. Benzer 
sonuçlar, çalışılan 6 ticari limon çeşidi arasında da 
tespit edilmiştir (Fang ve Roose, 1997).   

Spesifik markır olan RFLP (restriction fragment 
length polymorphism) markırlar cDNA problarıyla  
turunçgil ve yakın akraba cinsler arasındaki 
filogenetik ilişkiyi ortaya çıkarmak amacıyla 
çalışılmıştır (Liou ve ark., 1996). Bu araştırmada 
genel olarak laym, limon ve kaba limonlar ağaç 
kavunlarıyla aynı gurupta yer alırken mandarin ve 
şadokların bu gruptan çok farklı oldukları tespit 
edilmiştir. Bu çalışmalar aynı zamanda polimorfizm 
veren prob kaynakları konusunda da turunçgil 
araştırıcılarına imkanlar hazırlamıştır.  

Ana ve babadan geçen karakterlerin aksine, sadece 
ya anadan ya da babadan geçen karakterlerle 
(uniparental) yapılan çalışmalar çok daha farklı 
sonuçlar ortaya koymuştur (Green ve ark., 1986; 
Yamamoto ve ark., 1993; Gülşen ve Roose, 2001b; 
Cheng ve ark., 2005). Ana-baba tarafından kalıtılan 
karakterlerle mitokondri ve kloroplast gibi genellikle 
sadece anadan geçen karakterlerin taksonomi 
çalışmalarında kombinasyon halinde kullanımı 
muhtemel hibrit orijinli türlerin ortaya çıkarılabilmesi 
için daha etkili bir metod olmaktadır. Kloroplast SSR 
çalışmalarında elde edilen sonuçlarda, nüklear DNA 
çalışmalarında birbirlerinden ayırt edilebilen portakal, 
altıntop ve şadok tamamen aynı kloroplast yapısına 
sahip bulunmuş olup bu durum portakal ve altıntopun 
hibrit orijinli ve ebeveynlerinden birinin şadok 
olduğunu göstermektedir. Yine aynı çalışmada 
mandarinler aynı kloroplast yapısına sahip 
bulunmuşlardır (Cheng ve ark., 2005). Bu organellere 
ait DNA’lar iki yolla çalışılabilir. Đlk metod ile toplam 
DNA (total) ‘üniversal’ yani fotosentez yapan bütün 
bitkilerde çalışan primerlerle PCR ve ardından, 
güçlendirilen DNAnın restriksiyon enzimleriyle 
kesilmesinden sonra elektroforezle polimorfizm tespit 
edilir (Cipriani ve ark., 1998). Đkinci metod ile daha 
önce enzimle kesilerek elektroforezle boylarına göre 
ayrılmış DNA’ların spesifik radyoaktif problarla 
hibridizasyonuyla polimorfizm tespit edilmektedir 
(Yamamoto ve ark., 1993). Đki metodu karşılaştıracak 
olursak, birinci metod çok az miktarda DNA 
gerektirirken ikincisi çok büyük DNA’yı gerektirir ki 
bu önemli bir olumsuz özelliktir.       

Özellikle orijini kesin olarak bilinmeyen hibrid 
genotiplerde ebeveynlerin belirlenmesi amacıyla ITS ( 
Internal Transcribed Spacer) bölgeleri için geliştirilen 
markırlar yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu metot 
kullanılarak doğal bir hibrid olan Huyou  (C. 
changshanensis) için ebevenynler turunç ve şadok 
olarak belirlenmiştir (Xu ve ark., 2006b). 
 
4. GE� KAY�AKLARI�I� KORU�MASI VE 
DEĞERLE�DĐRĐLMESĐ 
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Monokültür sonucunda önemli gen kaynakları 
zamanla kaybedilmekte ıslah açısından önemli olan 
karakterlerin kolayca kültürü yapılan çeşitlere 
aktarılmasında sorunlar çıkabilmektedir. Bu nedenle 
hastalık ve çevresel stres nedeniyle oluşabilecek 
olumsuz koşullara dayanıklı bitkiler elde edebilmek 
için gerekli ebeveynler korunmalıdır. Bu amaçla çok 
çeşitli bitki dokuları ve metodlar geliştirilmiştir. 
Dondurarak koruma ki genellikle tohumlar bu yolla 
muhafaza edilir (Normah ve ark., 1997) bitkiciklerin 
in vitro muhafazası (Quan ve ark., 1996) ve in vitro 
kallus kültürlerinin dondurularak muhafazası (Chen-
Zhen ve ark., 1995; Deka ve Thakur, 1996; Perez ve 
ark., 1997) en yaygın kullanılan metodlardır.  Bunların 
yanında embriyo olarak ultra soğuk koşullarda 
(cryopreservation) saklama yöntemi de başarılı olarak 
uygulanmıştır (Malik ve Chaudhury, 2006). Gerek 
kallus kültüründe gerekse de doku kültürü kullanılarak 
yapılan çalışmalarda en önemli sorun muhafazaya 
alınan bitkilerde oluşan varyasyondur. 

C. aurantifolia, C. halimi ve C. hytrix 
tohumlarının su içerikleri %12’lere düşürülerek 
dondurularak muhafaza edilebilmişlerdir. Ancak, su 
içerikleri ile dondurulduktan sonra yaşayabilen bitki 
sayısı turunçgil genotipleri arasında farklılık 
gösterebilmektedir (Normah ve ark., 1997). C. hytrix 
tohumlarında kurutmaya karşı aşırı hassasiyet 
gözlenmiş ve azalan su oranıyla birlikte azalan sayıda 
canlı bitki elde edilmiştir. Portakalın embriyogenik 
kallusları dondurularak muhafaza edilebilmiştir.  
Dondurarak muhafaza yönteminde ön soğutma ve 
zeatin gibi bazı kimyasal maddelerle ön muamele 
işleminin bazı Kore turunçgil tiplerinde etkili olduğu 
tespit edilmiştir (Oh, 1997). Varyasyon koruma altına 
alındıkça yeni varyasyonlar oluşmaya devam 
etmekte, sonuç olarak kolleksiyon bahçelerinde artan 
maliyetlere neden olmaktadır. Bunu engellemek için 
çekirdek kolleksiyon üzerinde durulması gelecekte 
kaçınılmaz olacaktır.  Uzakdoğu ve Latin 
Amerika’nın değişik turunçgil bölgelerinden 
getirilmiş 300 civarında turunçgil tipinin ISSR 
markırlarıyla incelenmesi sonucunda gerçekte ancak 
1/3’nün farklı genetik yapılarda olduğu tespit 
edilebilmiş, dolayısıyla kolleksiyonda muhafaza 
edilmesi gerekli tip sayısı 1/3’e düşürülmüş, bu yolla 
önemli oranda tasarruf sağlanabilmiştir (Kruger ve 
ark., 2000). Çekirdek kolleksiyonlarda mümkün 
olduğunca az sayıda bitki korunurken bütün farklı 
genlerin korunması hedeflenir. Ancak gen bankası 
oluşturulması için her bitkinin detaylı gen 
haritalarının ve DNA dizinlerinin ortaya çıkarılması 
gereklidir. Bu da büyük mali harcamaları gerektirir. 
Bu nedenle şimdilik bu kavramın yakın gelecekte 
gerçekleşmesi mümkün görülmemektedir. 
 
5. SO�UÇ VE DEĞERLE�DĐRME 
 
      Klasik metotların eksik yönlerini tamamlama, 
süreci hızlandırma ve yeni teknolojilerin ortaya 
konulması adına tarımsal çalışmalarda yaygın olarak 

kullanılan biyoteknolojik yöntemler araştırmacılara 
önemli fırsatlar sunmaktadır. Turunçgiller alanında, 
materyallerin çoğaltılması, yeni çeşitlerin ıslah 
edilmesi, biyotik ve abiyotik stres koşullarına 
dayanıklılığı sağlamak ve genetik kaynakların 
muhafazası ve değerlendirilmesi konularında geniş 
bir şekilde kullanılan bu teknolojiler istenen 
sonuçlara ulaşma noktasında bundan sonra da 
araştırmacıların başvuracakları başlıca yöntemlerden 
biri olmayı sürdürecektir. Şimdiye kadar bu alanda 
sonuçlar alınmamış olmasına rağmen önemli oranda 
bilgi birikimi sağlanmıştır. Ekonomik açıdan önemli 
limon, mandarin, portakal ve altıntop gibi turunçgil 
gruplarının genetik orijinleri tespit edilmiş olup bu 
bilgilerden günümüzde ıslah programlarında 
yararlanılmaktadır.  
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