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OZET: Tarimsal alanda abiyotik ve biyotik stresler ve yeni cesitlere olan taleplerin artmasi daha etkili araglarin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak tarimsal arastirmalar alaninda biyoteknolojinin kullanimi son
donemlerde hizla artmis ve bu alana 6nemli katkilar sunmustur. Turunggil arastirmalarinda biyoteknoloji yaygin olarak
taksonomik caligmalar, hastaliktan armndirilmis ve hizli bitki materyali iiretimi, genetik cesitliligin tespiti, genetik haritalama,
transformasyon ve gen kaynaklarinin etkili korunmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bu calismada sz konusu konularda
yapilan ¢alismalar gézden gecirilmekte ve dnemli konular vurgulanmaktadir. Ana basliklar iiretim ve 1slah, taksonomi, gen
kaynaklarinin korunmasi ve degerlendirilmesi ile sonug béliimlerinden olugmaktadir.
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BIOTECHNOLOGICAL STUDIES IN 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. GIRiS

Turunggil (Citrus spp.) meyveleri tarim ve diinya
ekonomisinde genis cografyalara dagilan {iretim
alanlar1 ve bilyiilk miktardaki tiretimiyle 6nemli yer
tutmaktadir. Diinyanin 40° kuzey ve giiney enlemleri
arasinda soguk olmayan alanlarda yetistirilir. Ancak
en onemli bolgeler 20°°nin daha kuzey ve giineyinde
kalan bolgelerdir. Toplam {iretim alan1 yaklasik 7.45
milyon ha, iiretim miktar1 ise yillara gore degismekle
birlikte 110 milyon ton civarindadir (FAO, 2008).
Bunun yaklasik % 62’sini portakallar (C. sinensis (L.)
Osbeck), geri kalan % 38’ini ise mandarin (C.
reticulata Blanco), limon (C. limon (L.) Burm. F.) ve
altintoplar (C. paradisi Macf.) olugturmaktadir.

Turunggil meyveleri ¢ok kiigiikten ¢ok biiylige
kadar farklilik gosterir. Ticari deger tasiyan Citrus
cinsine ait tiirler igerisinde en kiiciik meyveler
laymlarda (C. aurantifolia (Christm) bulunur ve bazen
caplar1 3 cm’yi gegcmez. En biiyiik meyveler ise sadok
(C. maxima (Burm.) Merrill) ve aga¢ kavunu (C.
medica L.)’nda bulunur ve 30 cm’ye kadar ulasabilir.
Turunggiller diger karakterler acisindan da biiyiik
varyasyon gostermektedir. Meyve kabugu limon ve
laymlardaki gibi yesilden mandarinlerdeki kirmizimsi
turuncuya kadar cesitli renklerde olabilir. Meyveleri
cok asitli veya ¢ok tatli olabilir. Turunggil agaclarinda
tag biiytkligi ile ta¢ yapisida biyik farklilik
gostermektedir.

Glintimiizde kiiltiiri yapilan turunggil tiir ve
¢esitlerinin  tamamina yakini diploid kromozom
yapisina sahip olup 2n = 18 kromozom igermektedir.
Bunun yaninda 1slah yontemleri kullanilarak triploid
yapida turunggil cesitlerinin elde edilmesi ve bu

sekilde  ¢ekirdeksizligin  saglanmasina  yonelik
caligmalar siirdiirilmektedir (Kobayashi ve ark.,
1997). Turunggillerde toplam genom uzunlugunun
1500-1700 cM (santimorgan) oldugunu bildirilmistir
(Jarrell ve ark., 1992).

Turunggillerde 1slahgilarin  ¢aligabilecegi  ¢ok
biiyiik varyasyon ve genis capli gen kaynaklari
mevcuttur. Islahta amaca uygun oOzelliklerin veya
bireylerin segilebilmesi i¢in ¢aligilan populasyonun
mutlaka varyasyon gostermesi gerekmektedir. Bu
nedenle 1slah caligmalar1 igin varyasyon olmazsa
olmaz kriterlerden biridir. Ancak bu varyasyonun
yararli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in hala bazi
engeller bulunmaktadir. Bu engelleri agmak {izere ¢ok
farkli metodlarla ¢alisilmaktadir ve bunun sonucunda
onemli gelismeler kaydedilmis; pek ¢ok sorun ¢oziime
kavusturulmus, ancak hala bazi sorunlar mevcuttur.
Bu caligmada, bu alanda yapilan calismalar gézden
gecirilmekte ve oOzellikle konuyla ilgili literatiirler
gosterilmektedir.

2. URETIM VE ISLAH

Turunggiller (Citrus spp.) anag lizerine asilanan
gozlerin uyarilmasiyla ¢ogaltilir ve bu ydntem uzun
yillardir gerek 1slah programlarinda gerekse de
yetistiricilikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun
yaninda daha kiigiik bitki dokularinin
kullanilabilmesine imkan saglayan doku kiiltiiri
teknikleri, klasik yontemlerle ¢ogaltmada sorun
yasanan durumlarda seri ve hizli {retim igin
kullanilmaktadir. In vitro turunggil cogaltimi ¢esitli
acilardan incelenmistir. Bitki dokusu (eksplant) olarak
ise genellikle bogumlardan alinan parcaciklar ana



bitkiye benzer bireyler ortaya ¢ikarmasina ragmen,
bogum arasindan alman parcaciklar daha fazla
varyasyon gosterebilmektedir (Barlass ve Skene,
1986). Mandarin ve Meksika layminda geng fidanlarin
siirglinlerinin bogum aralarindan uzunlamasina alinan
pargalarla  basarili  bir sekilde mikrocogaltim
yapilabilmistir (Perez-Molphe-Balch ve Ochoa-Alejo,
1997). Bu c¢alismada bogum aralarimin yaral
bdlgelerinden alinan pargalarin mikrogogaltimda daha
basarili sonuglar verdigi tespit edilmistir. Geng
fidanlara ait pargaciklar yetiskin ve yaslh agaglardan
alinan parcalara gore daha hizli yeni bitkiler
olusturabilirler. Siirgiin ucu ve kok pargaciklari da
mikrogogaltimda kullanilir (Sim ve ark., 1989). Nesli
tikenmekte olan bitkilerin hizli  bir sekilde
cogaltilmasinda mikrogogaltim son derece basarili bir
sekilde kullanilabilir (Grewal ve ark., 1994). Ticari
olarak yetistiriciligi yapilmayan turunggil tiirlerinden
C. assamensis, C. latipes ve C. indica mikrogogaltim
yontemiyle ¢ogaltilabilmistir (Baruah ve ark., 1996).
Almeida ve ark. (2002), portakal ve ‘Rangpur’
layminda epikotil kisimlarini kullanarak
organogenesis yoluyla in vitro ¢ogaltimi basariyla
uygulamiglardir. Ali ve Mirza (2006), kaba limon
(Citrus Jambhiri Lush.) eksplantlarindan
mikrogogaltim c¢aligmalarinda kallus olusumu igin en
uygun ortamu 1.5 mg/l 2,4 D igeren Murashige ve
Skoog (MS), kdklenme i¢in ise 3 mg/l BA iceren MS
ortami olarak saptamiglardir.

Somatik embriyogenesis turunggillerde genellikle
daha avantajlidir, clinkii pek ¢ok turuncgil tiiri
nuseller embriyoni gésterme egilimindedir. Bu yiizden
ovuller Oyle bir yapiya sahiptir ki embriyogenesis igin
gerekli pek c¢ok ozellik nuseller embriyoni gosteren
genotiplerde ¢oktan olusmustur. Bununla birlikte,
endosperm kalluslar1 (Gmitter ve ark., 1990), usare
kesecikleri ve gelismemis ovuller (Coelho ve ark.,
1998), govde parcalart (Chatuvedi ve Mitra, 1975)
mikrogogaltimda kullanilmaktadir.

Turunggillerde her ne kadar klonal varyasyon
gorlilse de agirlikli olarak ana bitkiye benzer
bitkicikler elde edilebilmektedir (Tapati ve ark.,
1995). In vitro tekniklerde kullanilan ortamlar son
derece detayli calisilmig ve ideal ortamda bulunmasi
gerekli maddeler ve konsantrasyonlar belirlenmistir
(Wu ve ark., 2008). Ornegin, oviilden elde edilen
kalluslardan somatik embriyo elde edilmesi amaciyla
en uygun gliserol konsantrasyonu % 4-5 olarak
bildirilmistir (Kayim ve Kog¢, 2006). Ayrica, pratik
olarak hizli ve saglikli turunggil fidani iiretmeye
yonelik olarak in vitro agilama teknigi mandarinlerde
basariyla uygulanmaktadir (Parthasaraty ve ark.,
1997).

2.1. Genetik haritalama

Turunggillerde genetik haritalar pek ¢ok iiniversite
ve arastirma enstitiilerinde gelistirilmeye
calisilmaktadir. Genetik baglanti (linkage) haritalari
molekiiler markirlarin kalitimi temeline dayamir. Tlk
amag ilgilenilen bitkisel 6zelligi temsil eden markirlari
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gelistirmek ve ikinci olarak belki de uzun vadeli amaci
bu haritalara dayali olarak 6nemli bitkisel karakterleri
kontrol eden genleri klonlamaktir. Roose (2007)
bugiine kadar turuncgillerde yiiriitillen genetik
haritalama calismalarin1 incelemistir. Bugiine kadar
elde edilen genetik haritalama ¢aligmalarinda
haritalanan markir sayis1 yetersiz, haritalar eksik,
markir yogunlugu digiiktiir. Markir olarak daha g¢ok
izoenzimler, RFLP, RAPD ve SSR markirlari
kullanilmaktadir. ~ Caligilabilen  ve  haritalarda
kullanilan izoenzim sistemi sayisi olduk¢a simirlidir.
SSR markirlart agisindan da benzer bir durum so6z
konusudur. Ciinkii SSR primerlerini gelistirmek
olduk¢a masraflidir, uzun zaman ve ¢ok dikkatli
caligmay1 gerektirir. RFLP ve RAPD markirlart ise
sayisal agidan bir problem teskil etmez. Ancak, RFLP
markirlarinda  farkli  populasyonlarda  kullanilan
problar birden fazla sayida lokusa yapisabilmektedir
ki bu o markirin degerlendirilmesini imkansiz hale
getirmektedir  (Roose, 1993).  Ulkemizde de
turunggillerde  genetik  haritalama  ¢aligmalari
yapilmakta olup, son g¢aligmalarda alti farkli markir
sistemi kullanilarak Klemantin mandarini X Orlando
tanjelo melezlerinde genetik haritalama galismalari
yapilmis ve simdiye kadar elde edilen haritalara gére
daha yogun bir sekilde genom taranarak haritalar elde
edilmistir (Giilsen ve ark., 2010). Genellikle farkl
labaratuvarlar tarafindan gelistirilen haritalar arasinda

farkliliklar  bulunmasina ragmen biiyilk oranda
benzerlik bulunmaktadir. Farkli laboratuvarlarda
gelistirilen  turuncgil genetik  haritalari.  Farkli

laboratuvarlarda gelistirilen haritalar bir bilgisayar
programi olan JOINMAP ile tek bir linkage haritasina
doniistiiriilebilmektedir (Stam, 1993). Ancak burada
en biiyik sorun farkli haritalarin ortak markirlar
icermemesidir.

Onemli karakterleri kontrol eden birkag turuncgil
geni klonlanmis ve izole edilmis durumdadir (Deng ve
ark., 1997; Canel ve ark., 1996, Fang ve ark., 1997;
Garcia ve ark., 1999). Turunggil genomu hem
kromozom sayist bakimindan hem de DNA miktar
bakimindan yiiksek bitkiler arasinda en kiigiiklerden
birisidir (Guerra, 1984). Bu nedenle spesifik genleri
gen kiitiiphanelerinden izole etmek eger prob varsa
oldukga kolaydir. Onemli karakterlerin kalitiminin
bilinememesi  klonlama ve  karakterizasyonun
oniindeki en biiyiik engeldir.

Eger ilgilenilen gen bolgelerine ait klon mevcutsa,
ki bu daha 6nceden cesitli bitkilerde ¢alisilmistir, bu
durumda calisilacak bitkinin RNAlar1 izole edilerek
ters transkripsiyon ile cDNA Kkiitiiphaneleri hazirlanir
ve bu kiitliphane igerisinden daha Onceden temin
edilmis klon veya prob ile s6z konusu gen veya genler
kiitiiphane igerisinde tespit edilir (Komatsu ve ark.
1996).

Turunggillerde en yaygin goriilen Tristeza (CTV)
virisine kars1 dayanikliligi saglayan gen SCAR
markirlariyla taninmistir  (Deng ve ark. 1997).
Oncelikle bulk segregant analiziyle 20 dayanikh
bitkide gorillen markirlar kullanilarak daha uzun



Turunggil arastirmalarinda biyoteknoloji ¢alismalar

primerler iretilmis ve bunlarda daha giivenilir
markirlar olan SCAR markirlarima doniistiiriilmiistiir.
SCAR markirlart markir yardimiyla seleksiyonda
etkili bir sekilde kullanilabilmektedir. Tanimlanan
genlere ait DNA dizinler kullanilarak o gen veya
genlerin yeni formlar tespit edilebilmektedir (Cepeda-
Nieto ve Barera-Soldana ve ark., 1997). Bu calisma
i¢in kullanilan PCR reaksiyonlarinda primerle tespit
edilmeye c¢alisilan DNA dizininin mutlak surette ayni
olmasi gerekmediginden yeni formlar tespit edilebilir.
Diger markir metodu olan AFLP (amplfied fragment
length polymorphism) markirlarinin bulk segregant
analizi yontemiyle turunggillerde poliembriyoninin
mekanizmasi tespit edilmis ve dominant tek bir gen ile
kiiciik etkiye sahip modifiye edici genlerin olabilecegi
belirtilmistir (Kepiro ve Roose, 2010).

Turunggillerde asitlik son derece Onemli bir
konudur. Genelde seker/asit orani son derece onemli
olmakla birlikte limonlarda oldugu gibi tek basina asit
konsantrasyonuda son derece Onemlidir. Bulk
segregant analiziyle elde edilen asitligi belirleyen 3
RAPD markin tespit edilmis ve daha etkili markir
olan SCAR markirlarina donistiiriilmiistir (Fang ve
ark., 1997).

Son yillarda genomik arastirmalarin bilgiye
ulasmada kismen yetersiz kaldigt durumlarda
proteomik ¢aligmalar1 6ne ¢ikmus durumdadir.
Genom, ayni organizmanin tiim hiicrelerinde sabitken,
proteom nitelik ve nicelik bakimindan bir hiicre
tipinden digerine ve hatta ayni hiicre tipinin degisik

metabolik safhalar1 veya kosullart igin farklilik
gosterebilmektedir.  Genlerin  nihai  driinlerinin
proteinler oldugu ve sentez sonrast protein

modifikasyonlar1 gbéz Oniine alindiginda kantitatif
proteomik, gen ifadesi ¢aligmalari i¢in ¢ok dnemli bir
aragtir (Gauss ve ark. 1999; Gygi ve ark., 2000).
Gorildigi gibi proteom g¢aligmalart diger genomik
arastirmalarla alimamayan sonuglarin alinabilmesine
imkan vermektedir. Bu yontem, turuncgillerde meyve
eti kirmizi ve sar1 portakallar arasindaki protein
farkliliklarinin belirlenmesi (Muccilli ve ark., 2009),
stres kosullar1 altinda protein diizeyinde degisimleri
saptanmast (Shi ve ark.,, 2008) ve somatik
embriyogenesis calismalarinda (Pan ve ark., 2009)
kullanilmusgtir.

2.2. Doku kiiltiirii cahismalari

Nuseller kalluslardan iiretilen turunggil
bitkilerinde nadir olsa da somaklonal varyasyon
gorliilmektedir (Vardi ve Gallun, 1988). Spigel-Roy ve
Ben-Hayyim (1985) ve Ben-Hayyim ve Goffer (1989)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda kiiltiir ortaminda
olusan kalluslarda bazi1 hiicre hatlar1 tuza tolerans
agisindan secilmis ve daha sonra Dbitkiciklere
doniistirilmiistiir. Ancak, elde edilen bitkicikler
bogum arasimna sahip olmadigindan daha sonra
cogaltilamamustir. Ote yandan, uckurutan etmenine
kargt limon kalluslardan seleksiyon yapilmis ve
dayanikli hatlar izole edilmistir (Nadel ve Spigel-Roy
1987). Hatlardan birisi ii¢ kiiltiirde de arka arkaya
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dayaniklilik gostermis ancak bu kallus hatlarindan
elde edilen bitkiciklerde dayanikliliga raslanmamigtir.
Phitopthora  citropthora’ya  dayaniklilikla  ilgili
yapilan bir ¢aligmada herhangi bir hiicre hattina
raslanmamigtir (Vardi ve ark., 1986).

Caligilan pek ¢ok turuncgil tipi ve birkag akraba
cinse ait bitkiler protoplaslarla cogaltilabilmistir
(Oliveira ve ark., 1994; Kaneyoshi ve ark., 1994;
Grosser ve ark., 1996). Cogunlukla ovullerden elde
edilen protoplastlar kullanilmasina ragmen
yapraklardan elde edilen protoplastlardan da
bitkicikler elde edilebilmistir (Moriguchi ve ark.,
1996).

Cok yillik bitkilerde 1slah programlar1 ¢ok uzun
oldugundan ve hastalikla beraber diger stres
kosullarma dayaniklilik gibi o6nemli karakterleri
kontrol eden genlerin hizli bir sekilde yabani
formlardan kiiltiir formlarina transferi biyolojik olarak
kromozom c¢iftlesmesindeki bariyerler nedeniyle zor
oldugundan somatik hibridizasyon gittikce Onem
kazanmaktadir. Turunggiller, kamkatlar, ti¢ yapraklilar
ve diger 4 akraba cinsi igeren bitki protoplastlarinin
fiizyonuyla canli allotetraploid bitkiler tiretebilmistir
(Grosser ve ark., 1996). Bir diger benzer ¢aligma
mandarin, altintop ve portakal arasinda
gerceklestirilmistir (Mourao ve ark., 1996). Somatik
hibridizasyonda kullanilan en yaygm stratejiler
embriyogenik olmayan yaprak ve gen¢ fidan
protoplastlariyla  embriyojenik  kalluslarin  PEG
(polyethylene glicol) kullanilarak fiizyonunu igerir.
Fiizyon sonucu elde edilen bitkiler tamamen veya
kismen somatik hibrit olabilir. Eger elde edilen
bireylerin hepsi somatik hibrit degilse bu durumda
gozlem suretiyle seleksiyon yapilabilir (Grosser ve
Gmitter, 1990) veya bir kiiltir ortaminda fiizyon
olmamis bir parente embriyogenesisi ve g¢ogalmayi
engelleyen bir metod kullanilarak  segilebilir
(Ohgawara ve ark., 1985). Elde edilen yeni bireylerin
hibrit olup olmadigr kromozom sayilari, izoenzim
testleri, ribozomal DNA ve morfoloji analizleriyle
anlagilabilir. Moriguchi ve ark. (1996) ise fiizyon
yapilacak  genotiplerin  somatik  hibridizasyonun
basarisin1  etkiledigini  bulmuslardir.  Ornegin
turunggillere akraba cins olan Severinia turunggil

nematodlarina  kars1i  bagisikliga  sahiptir  ve
Phytopthora’ya dayanmiklhidir. Somatik hibritlerin
melezleme 1slahinda kullammi ise  kromozom

sayilarindaki ve her ¢ekirdekteki DNA miktarindaki
farkliliklar ~ nedeniyle  simirlayict  bir  etken
olusturabilecektir.

Somatik hibridizasyon g¢aligmalar ile ¢ekirdeksiz
turunggil ¢esitlerinin elde edilmesi amaciyla Satsuma
mandarini (Citrus unshiu Marc.) stoplazmasi ile
Murcott mandarini  protoplastt  flizyon yoluyla
birlestirilmis ve basarili bir sekilde somatik hibrit
kalluslar elde edilmistir (Xu ve ark., 2006a).
Kaneyoshi ve ark. (1997) diploid Satsuma mandarini
ile tetraploid Ponkan mandarinini melezleyerek elde
ettikleri ¢ekirdeksiz meyve verebilecek triploid
embriyoyu in vitro olarak ¢ogaltabilmislerdir. Somatik



hibridizasyon ¢aligmalar1 ayn1 zamanda hastaliklik ve
zararlilara dayanikli yeni ¢esit ve anaglarin elde
edilmesi amaciyla da kullanilmistir. Bu yolla turunggil
kanseri (Xanthomonas axonopodis Starr & Garces pv.
Citri) ve turuncgil varigated klorosis-CVC (Xylella
fastidiosa) hastaliklarina dayanikli bitkilerin elde
edilmesinde basarili sonuglar alimmistir (Pavan ve
ark., 2007). Ote yandan mandarin ve sadok
protoplastlar1 fiizyon yoluyla birlestirilerek nematoda
dayanikli yani anaglarin gelistirilmesi ¢aligmalari
yapilmis ve dort adet timitvar somatik hibrit elde
edilmistir (Grosser ve ark., 2007).

Bir diger genetik iyilestirmede kullanilan metod da
haploid bitkilerin iretimidir. Jain ve ark. (1997)

turunggillerinde ig¢inde bulundugu Aurantioideae
familyasiyla beraber pek c¢ok bitki familyasinda
haploid bitki dokularindan yeni bitkiler elde

edebilmistir. Bilindigi gibi anter veya pollen gibi
haploid sayida kromozom bulunduran  bitki
dokularindan yeni bitki elde edilmekte ve bu yolla
elde edilen saf hatlar ebeveyn olarak kullanildiginda
gerek melezleme 1slahinda gerek genetik haritalama
caligmalarinda biiyiik avantajlar saglamaktadir. Ote
yandan anter kiiltiiri  ¢aligmalart ile  Nules
klemantininde tri haploid bitkiler de elde edilebilmistir
(Chiancone ve ark., 2006). Tri haploid g¢esitler
¢ekirdeksiz olduklarindan bu yontem ¢ekirdeksiz cesit
1slahinda kullanilabilecek 6nemli bir uygulamadir.
Turunggillerde doku kiiltiirii yolu ile elimine
edilebilen pek cok viriis ve mikoplazma benzeri
organizma goriiliir. Bu patojenlerin bazilar1 tohumla
tasinmaz ve bu yiizden nuseller orijine sahip
genotipler yaygin olarak kullanilir.  Son yillarda
bunun yerine saglikli anaglar {izerine mikro asilama
suretiyle elde edilen wviriislerden ari bitkiler
kullanilmaktadir. Turunggillerde viriis hastaliklarinin
kontrolii ¢ok zor hatta genellikle imkansiz oldugundan
hastaliktan ari fidanlarla iiretimin yapilmasi biiyiik
onem tagimaktadir. Bunun yaninda viriislerle bulagik
materyallerden bir sonraki iiretim asamasi i¢in temiz
materyal saglanmasi da viriislerin elimine edilmesi ile
miimkiin olabilmektedir. Bu konuda en ¢ok kullanilan
yontem siirgiin ucu asilama yontemidir. Zarei ve
Rahimian (1997)’nin  yaptigi ¢alismada Tristeza
virtisiinden ari Satsuma (C. unshiu Marc.) mandarini
bir ii¢ yaprakli melez anaci iizerine basartyla mikro ast
yontemiyle asilanmistir. Yine ‘Mosambi’ ¢esidi
portakalda hastalikli bitkiler kullanilarak siirgiin ucu
asilama yontemi ile viriisten ari bitkiler elde edilmistir
(Abbas ve ark.,, 2006). Ayrica, termoterapi de
alternatif metod olarak kullanilmaktadir. Sharma ve
ark. (2007), ‘Kinnow’ mandarininde Indian citrus
ringspot virus (ICRSV) hastaligindan ari bitkilerin
elde edilmesi icin siirgiin ucu asilama teknigini
kullanmiglar ve basarili sonuglar elde etmislerdir.
Bunun yaninda ovullerden veya nuseller orijinli
kalluslardan elde edilen bitkicikler viriislerin elimine
edilmesi konusunda alternatif metodlar sunmaktadir
(Huang ve ark., 1988). Ayrica turunggil psorosis
viriisii ile bulasitk mandarin, portakal ve tangorda
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somatik  embriyogenesis  yontemi ile  viriis
eliminasyonu yapilmstir. Bu tiirlerde hastalikli stigma
ve digicik borusu dokularindan rejenerasyon ile elde
edilen bitkiciklerde sonra hastalik bulunmadig: tespit
edilmistir (D'Onghia ve ark., 2001).

2.3. Transformasyon

Genetik transformasyon, klasik yontemlerin eksik
yonlerini tamamlayici olarak istenen yonde materyal
1slah1 saglayan timitvar bir metot olarak goriilmektedir
(Singh ve Rajam, 2009). Transformasyon bir
organizmada bulunmayan ve istenen bir &zelligi
saglayan genin bagka bir organizmadan farkli

yontemler kullanilarak hedef  organizmaya
aktarilmasidir. Turunggillerde yiiksek diizeydeki
heterozigoti oram1 ve nuseller embriyoni klasik

yontemlerin uygulandigi 1slah programlarindaki basari
sansini azaltmaktadir. Transformasyon caligmalar1 bu
konuda istenen karakterlerin elde edilmesi adina
onemli avantajlar sunabilmektedir (Yang ve ark.,
2000). Bu konudaki ilk ¢alismalarda odunsu bitkilerde
metodoloji olusturmak amaciyla ‘Trovita’
portakalindan elde edilen protoplastlar kanamisin
dayaniklilik geni ve bakteriden izole edilen yabanci
gen [(aminoglycoside  phosphotransferase 11
[APH(3")II] iceren DNA konstrakti ile transforme
edilmis ve transformasyon Southern Hibridizasyonu
ile dogrulanmistir (Kobayashi ve Uchimiya, 1989).
Transforme edilen turunggillerin iiretimi ii¢ farkl
arastirmaci grup tarafindan gergeklestirilmistir. Vardi
ve ark. (1990) kaba limon protoplastlarina PEG
ortamli direk DNA alimiyla NPT II geni aktarmis ve
NPT II geni igeren iki bitkicik elde etmistir. Hidaka ve
ark. (1990) tath portakala ait embriyojenik kallus
siispansiyon kiiltiirlerini Agrobacterium kullanarak
transforme etmis ve bir bitki tiretmistir. Embriyojenik
turunggil kalluslarinda partikiil bombardimani yolu ile
tranformasyon gerceklestirmistir (Kayim ve ark.,
1994; Yao ve ark., 1996). Metodoloji iizerinde yapilan
caligmalardan biriside Gutierrez ve ark. (1997)
tarafindan yapilan c¢alismadir. Bu c¢alisma ile
Agrobacterium ortamli transformasyon {iizerine etki
eden faktorler tespit edilmeye g¢alisilmistir. Partikiil
bombardimani sirasinda  olusturulan  yaralar
transformasyonu etkilememesine ragmen in vitro
ortamda kullanilan benzil adenin konsantrasyonu elde
edilen siirgiin sayisim1 ve koklenmeyi etkilemistir.
Pena ve ark. (1997) tarafindan yapilan metodoloji ile
ilgili bir bagka g¢alismada bitki eksplantlarinin
karanlikta bir siire birakilmasinin transformasyon
basarisini etkiledigini tespit edilmistir. Son donemlere
kadar yapilan transformasyon g¢aligmalari ile daha ¢ok
metodoloji lizerinde durulmus transformasyon yolu ile
bitki elde edilmesi uzun bir siire¢ almistir. Bunun
nedeni olarak da turunggillerin Agrobacterium igin
dogal bir konukg¢u olmamasi gosterilmistir (Pena ve
ark., 2004).

Transformasyon c¢aligmalar1 ile son yillarda
turunggillerde transgenik bitkiler elde edilebilmistir.
Portakal, laym, limon, turung ve Kleopatra mandarinin
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de basarili bir sekilde transgenik bitkiler elde
edilmistir (Pena ve ark., 2004). Genglik kisirligt
doneminin kisaltilmasi amaciyla Cervera ve ark.

(2008)  tarafindan bu  metot  kullamilmistir.
Transformasyon yontemi turuncggillerde daha ¢ok
hastaliklara dayaniklilik calismalarinda
kullanilmaktadir. (Cevik ve ark., 2006;

Ananthakrishnan ve ark., 2007; Febres ve ark., 2008;
Zanek ve ark., 2008; Barbosa-Mendes ve ark., 2009).
Bu caligmalarda tmitvar bitkiler elde edilmis ve
sonraki denemelere alinmislardir. Turunggillerde
transformasyon amaciyla pek ¢ok bitki eksplanti
kullanilmis ve en basarili bulunan eksplant in vitro
¢imlendirilen tohumlardan elde edilen epikotil
parcalar1 olarak saptanmistir (Singh ve Rajam, 2009).
Bu ¢aligmalarin yaninda turunggillerde daha basarili
bir transformasyon amaciyla metodun optimizasyonu
calismalar1 devam etmektedir (Mendes ve ark., 2008;
Dutt ve Grosser, 2009).

3. TAKSONOMI

Turunggillerde en yaygin olarak kullanilan iki
taksonomik  sistem tarafindan agaglarin  bazi
morfolojik ve ¢ok az sayida kimyasal ozellikleri
kullanilarak tiir sayisinin 16 (Swingle ve Reece, 1967)
veya 162 (Tanaka, 1977) oldugu kabul edilmesine
ragmen, Barret ve Rhodes (1976) sayisal taksonomi
metoduyla 48 turuncgil tiirii ve akrabasiyla yaptiklari
calisma sonucu turunggillerde gergek tiir sayisinin
sadece 3 oldugunu, diger turunggillerinde bu 3 tiiriin
ikili veya TUglii melezlemesi sonucunda olusmus
olabilecegini ortaya atmistir. Gergekten de molekiiler
(Federici ve ark., 1998; Giilsen ve Roose, 2001a,
Seker, 1999; Nicolosi ve ark., 2000, Barkley ve ark.,
2006; Pang ve ark., 2007; Uzun ve ark., 2009) ve
biyokimyasal markirlar (Fang ve ark., 1993; Herrero
ve ark., 1996) kullanilarak yapilan ¢aligmalarda bu tez
desteklenmistir. Limon, portakal ve altintop gibi
kiiltiirii yapilan pek ¢ok turunggil tiirliniin gercek tiir
olarak onerilen sadok (Citrus maxima), mandarin (C.
reticulata) ve agac kavunu (C. medica) ile li¢ yaprakli
(Poncirus spp.), kamkat (Fortunella spp.) ve bazi
yakin cinslerden dogal hibridizasyonlar veya bazi
hibritlerden nusellar embriyoni yoluyla ortaya ¢ikan
baz1 kiigiik fenotipik farkliliklarla olustugu tespit
edilmistir.

Giilsen ve Roose (2001a) niiklear markirlar olan
ISSR (inter-simple sequence repeats), SSR (simple
sequence repeats) ve izoenzimleri kullanarak ¢ogu
ticari acidan Onemli 58 adet limon, 25 mandarin,
portakal, tatli limon, sadok, aga¢ kavunu ve ii¢c akraba
cins arasindaki ¢esitlilik ve bunlarin birbirleriyle
iligkisini  saptamustir. Calisilan limonlarin  2/3’
arasinda ¢ok diisiik oranda varyasyon bulunurken, 5
kaba limon (C. jambhiri) arasinda da yiiksek diizeyde
benzerlik bulunmustur. RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA) ¢ogu Italyan orijinli in vivo ve in
vitro ortaya ¢ikarilan 15 tip limonda genetik ¢esitliligi
ortaya ¢ikarmak amaciyla ¢alisilmigtir (Deng ve ark.,
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1995). Otuzalti adet 10-baz primerlerle yapilan PCR
(polymerase chain reaction) sonucu 22 primerin
polimorfik bantlar olusturdugu tespit edilmistir. Genel
olarak varyasyon c¢ok diisiik bulunmustur. Benzer
sonuglar, calisilan 6 ticari limon ¢esidi arasinda da
tespit edilmistir (Fang ve Roose, 1997).

Spesifik markir olan RFLP (restriction fragment
length polymorphism) markirlar ¢cDNA problariyla
turunggil ve yakin akraba cinsler arasindaki
filogenetik iligkiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla
calistlmistir (Liou ve ark., 1996). Bu arastirmada
genel olarak laym, limon ve kaba limonlar agac
kavunlariyla ayn1 gurupta yer alirken mandarin ve
sadoklarn bu gruptan ¢ok farkli olduklar1 tespit
edilmistir. Bu calismalar ayn1 zamanda polimorfizm
veren prob kaynaklar1 konusunda da turuncgil
arastiricilarina imkanlar hazirlamistir.

Ana ve babadan gegen karakterlerin aksine, sadece
ya anadan ya da babadan gecen karakterlerle
(uniparental) yapilan c¢alismalar ¢ok daha farkh
sonuglar ortaya koymustur (Green ve ark., 1986;
Yamamoto ve ark., 1993; Giilsen ve Roose, 2001b;
Cheng ve ark., 2005). Ana-baba tarafindan kalitilan
karakterlerle mitokondri ve kloroplast gibi genellikle
sadece anadan gegen karakterlerin taksonomi
caligmalarinda  kombinasyon halinde kullanimi
muhtemel hibrit orijinli tiirlerin ortaya ¢ikarilabilmesi
icin daha etkili bir metod olmaktadir. Kloroplast SSR
calismalarinda elde edilen sonuglarda, niiklear DNA
caligmalarinda birbirlerinden ayirt edilebilen portakal,
altintop ve sadok tamamen ayni kloroplast yapisina
sahip bulunmus olup bu durum portakal ve altintopun
hibrit orijinli ve ebeveynlerinden birinin sadok
oldugunu gostermektedir. Yine ayni ¢aligmada
mandarinler ayn1  kloroplast  yapisina  sahip
bulunmuslardir (Cheng ve ark., 2005). Bu organellere
ait DNA’lar iki yolla ¢aligilabilir. Tk metod ile toplam
DNA (total) ‘liniversal’ yani fotosentez yapan biitiin
bitkilerde c¢alisan primerlerle PCR ve ardindan,
giiclendirilen DNAnin restriksiyon enzimleriyle
kesilmesinden sonra elektroforezle polimorfizm tespit
edilir (Cipriani ve ark., 1998). Ikinci metod ile daha
once enzimle kesilerek elektroforezle boylarma goére
ayrilmis DNA’larin  spesifik radyoaktif problarla
hibridizasyonuyla polimorfizm tespit edilmektedir
(Yamamoto ve ark., 1993). Iki metodu karsilastiracak
olursak, birinci metod ¢ok az miktarda DNA
gerektirirken ikincisi ¢ok biiyiik DNA’y1 gerektirir ki
bu 6nemli bir olumsuz 6zelliktir.

Ozellikle orijini kesin olarak bilinmeyen hibrid
genotiplerde ebeveynlerin belirlenmesi amaciyla ITS (
Internal Transcribed Spacer) bolgeleri igin gelistirilen
markirlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu metot
kullanilarak dogal bir hibrid olan Huyou (C.
changshanensis) igin ebevenynler turung ve sadok
olarak belirlenmistir (Xu ve ark., 2006b).

4. GEN KAYNAKLARININ KORUNMASI VE
DEGERLENDIRILMESI



Monokiiltiir sonucunda &nemli gen kaynaklar
zamanla kaybedilmekte 1slah agisindan onemli olan
karakterlerin  kolayca kiiltiiri  yapilan ¢esitlere
aktarilmasinda sorunlar ¢ikabilmektedir. Bu nedenle
hastalik ve c¢evresel stres nedeniyle olusabilecek
olumsuz kosullara dayanikli bitkiler elde edebilmek
icin gerekli ebeveynler korunmalidir. Bu amagla ¢ok
cesitli bitki dokular1 ve metodlar gelistirilmistir.
Dondurarak koruma ki genellikle tohumlar bu yolla
muhafaza edilir (Normah ve ark., 1997) bitkiciklerin
in vitro muhafazast (Quan ve ark., 1996) ve in vitro
kallus kiiltiirlerinin dondurularak muhafazasi (Chen-
Zhen ve ark., 1995; Deka ve Thakur, 1996; Perez ve
ark., 1997) en yaygin kullanilan metodlardir. Bunlarin
yaninda embriyo olarak ultra soguk kosullarda
(cryopreservation) saklama yontemi de basarili olarak
uygulanmistir (Malik ve Chaudhury, 2006). Gerek
kallus kiiltiiriinde gerekse de doku kiiltiirii kullanilarak
yapilan caligmalarda en Onemli sorun muhafazaya
alman bitkilerde olusan varyasyondur.

C. aurantifolia, C. halimi ve C. hytrix
tohumlarinin  su igerikleri %12’lere diisiiriilerek
dondurularak muhafaza edilebilmiglerdir. Ancak, su
icerikleri ile dondurulduktan sonra yasayabilen bitki
sayist turuncgil genotipleri arasinda  farklilik
gosterebilmektedir (Normah ve ark., 1997). C. hytrix
tohumlarinda kurutmaya karsi asir1  hassasiyet
gbzlenmis ve azalan su oraniyla birlikte azalan sayida
canlt bitki elde edilmistir. Portakalin embriyogenik
kalluslar1  dondurularak muhafaza edilebilmistir.
Dondurarak muhafaza yonteminde 6n sogutma ve
zeatin gibi bazi kimyasal maddelerle 6n muamele
isleminin bazi Kore turunggil tiplerinde etkili oldugu
tespit edilmistir (Oh, 1997). Varyasyon koruma altina
alindikga yeni varyasyonlar olusmaya devam
etmekte, sonug olarak kolleksiyon bahgelerinde artan
maliyetlere neden olmaktadir. Bunu engellemek icin
cekirdek kolleksiyon iizerinde durulmasi gelecekte
kacinilmaz  olacaktir. Uzakdogu ve Latin
Amerika’nin  degisik  turunggil  bdlgelerinden
getirilmis 300 civarinda turunggil tipinin ISSR
markirlariyla incelenmesi sonucunda gergekte ancak
1/3’niin  farkli genetik yapilarda oldugu tespit
edilebilmis, dolayisiyla kolleksiyonda muhafaza
edilmesi gerekli tip sayisi 1/3’e diisliriilmiis, bu yolla
Oonemli oranda tasarruf saglanabilmistir (Kruger ve
ark., 2000). Cekirdek kolleksiyonlarda miimkiin
oldugunca az sayida bitki korunurken biitiin farkl
genlerin korunmasi hedeflenir. Ancak gen bankasi
olugturulmast i¢in her bitkinin detayli gen
haritalarinin ve DNA dizinlerinin ortaya cikarilmasi
gereklidir. Bu da biiyiik mali harcamalar1 gerektirir.
Bu nedenle simdilik bu kavramin yakin gelecekte
gergeklesmesi miimkiin goriilmemektedir.

5. SONUC VE DEGERLENDIiRME
Klasik metotlarin eksik yonlerini tamamlama,

stireci hizlandirma ve yeni teknolojilerin ortaya
konulmasi adina tarimsal ¢aligmalarda yaygin olarak
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kullanilan biyoteknolojik ydntemler arastirmacilara
onemli firsatlar sunmaktadir. Turunggiller alaninda,
materyallerin  ¢ogaltilmasi, yeni g¢esitlerin 1slah
edilmesi, biyotik ve abiyotik stres kosullarina
dayanikliligt  saglamak ve genetik kaynaklarin
muhafazasi ve degerlendirilmesi konularinda genis
bir sekilde kullanilan bu teknolojiler istenen
sonuglara ulasma noktasinda bundan sonra da
aragtirmacilarin bagvuracaklar1 baslica yontemlerden
biri olmay1 siirdiirecektir. Simdiye kadar bu alanda
sonuglar alinmamig olmasina ragmen Snemli oranda
bilgi birikimi saglanmistir. Ekonomik agidan 6nemli
limon, mandarin, portakal ve altintop gibi turunggil
gruplarinin genetik orijinleri tespit edilmis olup bu
bilgilerden  gliniimiizde 1slah  programlarinda
yararlanilmaktadir.
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