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Ug Yaprakli Portakal Cogtirlerinin Bilytimesi Uzerine Mikoriza ve Solucan
Gubresinin Etkisi, Nagami Kamkati Agi Kalemlerinin Kobalt-60 Isinlamasina
Dayaniminin Belirlenmesi ve Farkli Genotiplerin RAPD Belirtecleri ile Tanimlanmasi
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Ozet: Calismada Nagami kamkati asi kalemi (Fortunella margarita L.) ve iic yaprakli portakal (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) anag olarak
kullaniimistir. Cogurler Aralik 2012'den itibaren 4 farkli harg ortaminda (kontrol, mikoriza, solucan glibresi, mikoriza+solucan
gubresi) buyltilmistlr. Temmuz 2013’te anaglarda en fazla boy artisi kontrol grubunda olurken, ¢ap kalinligi mikorizali grupta,
yan dal sayisi ise solucan giibresi grubunda daha fazla bulunmustur. Temmuz 2013’te Nagami kamkatinin asi kalemleri 0, 15, 30,
45, 60 Gy “Co (kobalt-60) gama 1sinina tabi tutulmusglardir. Isinlanan gézler naylon yiiksek tiinelde saksi igerisinde yetistirilen iki
yasindaki Ug yaprakli portakal anaglar lzerine T g6z agisi ile agilanmislardir. 248 bitkiden 48 adedinin asisi tutmustur. Boylece
M,V, bitkileri elde edilmistir. Ancak meyve tutumuna kadar gegcen zamanda hayatta kalan bitki sayisi 30’a dismustir. Yiiksek tlinel
sartlarinda biydtilen bitkilerde asidan 21 giin sonra asi tutma orani %18.8 60 Gy—%43.8 15 Gy arasindadir. Asidan yaklasik 16 ay
sonra stirglin boyu 20.98 cm 45 Gy—39.02 cm 0 Gy, stirgiin ¢api 4.78 cm 30 ve 45 Gy-5.72 cm 60 Gy, yaprak sayisi 26 adet 30
ve 45 Gy—47 adet 0 Gy, meyve sayisi 2.40 adet 60 Gy—5.50 adet 45 Gy, meyve ¢api 16.20 mm 60 Gy—18.99 mm O Gy arasinda
degismistir. Klorofil miktari yaprak st ve alt ylizeylerinde sirasiyla 0.6254 30 Gy-0.6735 0 Gy ve 0.4003 30 Gy-0.4224 0 Gy
arasinda degismistir. 12 nolu bireyin (5-26-45) diger bireylerden farkli oldugu RAPD primerleri ile belirlenmistir. Farkliligi ispat
eden PM2, PM3, PM4, PM5, PM7, PM8 primerleri ile 4 polimorfik, toplam |14 bant elde edilmistir. Nagami kamkati asi kalemlerinin
60 Gy “Co gama 1sinina dayanabilecegi gdzlenmistir. Bu nedenle daha yiiksek dozlarin denenmesi tavsiye edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Fortunella margarita, Poncirus trifoliata, *°Co 1ginlamas, fidan ézellikleri, PCR, RAPD belirtecleri

Effects of Mycorrhiza and Vermicompost on the Growth of Trifoliate Orange Seedlings, and Determination of Tolerance
of Nagami Kumquat Budwoods to Cobalt-60 Irradiation and Identification of Different Genotypes with RAPD Markers

Abstract: Nagami kamquat (Fortunella margarita L.) and trifoliate orange (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) were used as scion and rootstock, respectively, in
this study. Seedlings have been grown in four different groups of potting mixtures such as control, mycorrhiza, vermicompost, and mycorrhiza+vermicompost
since December 201 2. While the highest increase in seedling length was in control group, that of in seedling diameter was in mycorrhiza group and that of in
side-branches was in vermicompost in July 201 3. Nagami kamquat scionwoods were treated with O, |5, 30, 45, 60 Gy °Co (cobalt-60) gamma irradiation
in July 201 3. Irradiated budwoods were T-budded on two-year-old trifoliate orange rootstocks grown in high plastic tunnel. Total of 248 budded plants, only 48
were bud-taken. Thus, MV, plants were obtained. However, only 30 plants survived until fruit set time. Bud take ratio in plants grown in high plastic tunnel
was between 18.8 60% Gy and 43.8 15% Gy 21 days after budding. The mophological measurement were ranged as follows: shoot length 20.98 cm 45
Gy—-39.02 cm 0 Gy, diameter 4.78 cm 30 and 45 Gy—5.72 cm 60 Gy, leaf number 26 no. 30 and 45 Gy—47 no. 0 Gy, fruit number 2.40 no. 60 Gy—5.50
no. 45 Gy and diameter 16.20 mm 60 Gy—18.99 mm 0 Gy in approximately | 6 months after budding. Chlorophyll contents were changed in the upper and
lower side of the leaf as 0.6254 30 Gy—0.6735 0 Gy and 0.4003 30 Gy—0.4224 O Gy, respectively. Plant no: | 2 (S-26-45) was determined as different from
other plants using RAPD primers. PM2, PM3, PM4, PM5, PM7, and PM8 primers gave four polymorphic and |4 total bands proving the difference. It was
observed that Nagami kamquat scionwood resist to 60 Gy *°Co gamma irradiation. Therefore, it is advisible to apply higher doses of *°Co.

Keywords: Fortunella margarita, Poncirus trifoliata %0Co irradiation, nursery tree characteristics, PCR, RAPD markers

GiRis

Turunggiller, Citrus spp., 2n=18, Rutaceae familyasi icerisinde
herdem yesil bitki tirleridir. Turuncgillerin birinci derecede
anavatani Giineydogu Asya'dir (Davies ve Albrigo, 2005).
Turunggiller toplam 123,755,751 ton Uretim ile dinyada en
fazla Uretilen meyve grubudur. Diinyada en biyik iretici
llkeler Cin ve Brezilya olup bunlari sirasiyla Hindistan, ABD,
Meksika ve ispanya izlemektedir (Anonim, 2012). Kamkatlar
(Fortunella spp.) sinirli miktarda yetistirilir (Davies ve Albrigo,
2005). Diinya tretiminin %56’s1 portakal, %17’si mandarin,
%12’si limon %6’si altintop ve %9’u turuncun da bulundugu
diger turunggillerdir (Anonim, 2012). Tirkiye’nin de igerisinde
yer aldigi Akdeniz havzasinda diinya turunggil tiretiminin %22’si
gerceklestirilmektedir. Ulkemizdeki ekolojik sartlar, Akdeniz ve
Ege bolgelerinde turunggil yetistiriciliginin son derece basarili
sekilde yapilmasina olanak saglamaktadir (Seday ve Eti, 201 1).
Kamkat, “turunggiller ailesinin kiiglik miicevheri” olarak
isimlendirilmektedir (Hocagil, 2012). Fortunella adini, 1812—
1880 yillari arasinda yasamis iskogyali bahgecilik uzmani Robert
Fortune’un soyadindan almaktadir. Robert Fortune, Cin'de
yasadig yillarda siirekli ilging bitkileri toplamis ve ingiltere’ye
donlstinde de bu koleksiyonunu beraberinde gotiirmustiir.

Bati diinyasi, bu birikimin icinde yer alan kamkatla, Fortune
sayesinde tanismis ve onu onurlandirmak amaciyla bu bitkilerin
cins adina ‘Fortunella’ denmistir. “Kumgquat ya da komquot”
adlariyla anilan meyveye “altin portakal” da denilmektedir.
Meyve sekli, elipsten (‘Nagami’, Fortunella margarita) kiiresele
(‘Meiwa’, F. crassifolia; ‘Marumi’, F. japonica) kadar tir ve
ceside gore degisir (Davies ve Albrigo, 2005; Hocagil, 2012).

Bitlin meyvenin genellikle kabugu da dahil yenmesi kendisine
ayri bir ozellik kazandinr. Agag, dikine biyime gosteren
habitistyle orta derecede kuvvetli blytr. Yapraklar, mizraktan
elipse kadar degisen yaprak ayasiyla kigiiktlr ve oldukga
indirgenmis yaprak ayasina sahiptir. Yaprak ayasinin alt
ylizeyi, karakteristik gimUsi renktedir. Kamkatlar, diger ticari
turuncgillerden ¢ok daha gec ciceklenmeye egilim gosterir.

*Sorumlu Yazar: zdalkilic@adu.edu.tr

Bu calisma, yiiksek lisans tezi riinii olup, ADUBAP (ZRF | 3057)
tarafindan desteklenmistir.
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Tam olarak kisa alistigi zaman, yapraklar ve odun dokusu dona
oldukga dayaniklidir (Davies ve Albrigo, 2005).

Turuncgillerde varyasyonu sinirlayan temel sebepler apomiksis
ve poliembriyoni olaylarina olan yiksek egilimdir. Tir
icerisindeki varyasyonlar ise ¢ogunlukla dogal mutasyonlar
sonucu  olusmustur (Gokge, 2011). Turunggiller dogal
melezlemeye ve mutasyona egilimli bitkiler olmasindan dolayi
yeni gesitler ortaya gikarmaya elverislidir (Davies ve Albrigo,
2005). Geleneksel islah yontemleri ile ¢ok sayida yeni cesit
Ureticilerin  hizmetine sunulmustur. Ancak bu ydntemlerle
gesit gelistirmede uzun zamana, fazla emege ve kaynaga
gerek duyulmaktadir. Bu nedenle bitki islahgilari daha kolay
ve daha hizli varyasyon saglayacak yeni yaklasimlar lzerinde
durmaktadirfar. Bunlardan biri de mutasyon islahidir (Baser ve
ark., 2007).

Mutasyon olusturma ve mutant tiplerden yararlanma
dustincesi ilk kez 1901 yilinda Hugo de Vries isimli arastiricinin
“Mutasyon Teorisi” adli eserinde ortaya atilmistir (Degirmenci,
2006). Mutasyon islahinda temel nokta iyi ozelliklere sahip
gesitlerin 1-2 olumsuz 6zelliginin, olumlu 6zellikler korunarak
iyilestirilmesidir.

Mutasyonlar gogunlukla resesif ve oldurticli olmaktadir.
Mutagenler populasyonlara uygulandiginda buyilk c¢apta
varyasyon ortaya gikarmaktadir. Bu varyasyondan islah
amaglarina uygun, degisimi istenen Ozellikler yonilinde
sonuglar veren bitkiler secilebilmektedir (Ciftgi ve Senay,
2005). Gilinimlzde mutasyon islahi galismalarinda genetik
cesitlilik agisindan ¢ok sayida kimyasal ve fiziksel mutagenler
kullanilabilmektedir (Degirmenci, 2006).

Fiziksel mutagenler yavas ve hizli iyonize olmalarina gore ikiye
ayrilir. Mutasyon meydana getirmek igin UV isinlari ile birlikte
iyonize radyasyon olarak da adlandirilan X ve gama isinlari, alfa
ve beta pargaciklari, proton ve nétronlar da kullanilmaktadir.
Bunlarin ortak ozelligi enerjilerini vermeleri olup bu olaya
da “iyonize radyasyon” denmektedir. Yavas iyonize olanlar
ultraviyole 1sik kaynagindan elde edilen ultraviyole radyasyon,
X 1sin kaynagindan elde edilen X isinlari, Cobalt-60 (*°Co)
veya Cesium-137 ("’Cs) gibi radyoaktif izotoplardan elde
edilen gama isinlaridi. Bu mutagenler, bitki dokusuna kolay
girebilirler. Dogrudan DNA (izerinde etkili olmalariyla birlikte
gen (nokta) mutasyonlarini ortaya gikarmaktadirlar. Fiziksel
mutagenlerden en ¢ok gama isini tercih edilmektedir. Clinki
gama Isinlarinin uygulamada kolay yapilabilmesi ve gegirgenligi
yliksek olmasi sonucu hedef hiicrelere kolay ulasabilmekte,
toksik bir etki birakmamaktadir (Degirmenci, 2006). Gama
isinlart kullanilarak meyve tiirlerinden elma (Malus domestica),
findik (Corylus avellana), ceviz (Juglans regia), visne (Prunus
cerasus), badem (Amygdalus communis), zeytin (Olea europaea),
muz (Musa cavendishii) ve turunggillerde (Citrus spp.) olumlu
sonuglar alinmistir (Kunter ve ark., 2009).

Turunggil tir ve cesitlerini DNA dlzeyinde belirlemek igin
izoenzim, melezlemeye dayali RFLP (Kesilen Fragmentlerin
Uzunluk  Polimorfizmi), PCR’a dayali RAPD (Rastgele
Cogaltimis Polimofik DNA), SCAR (Baz Dizisi Belirlenen
Cogaltiimis  Bolgeler), AFLP (Cogaltimis Parga Uzunluk
Polimorfizmi), SSR (Basit Dizi Tekrar), ISSR (Kisa Dizi
Tekrarlari Arasi) ve SRAP (Baz Dizilimine Bagli Cogaltiimis
Polimorfizm) kullaniimaktadir (Gégmen ve ark., 2003; Gulsen
ve ark., 2007).
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Altintopta birincisi Walters'tan (beyaz etli bir gesit) koken
alan Foster; Hudson ve Star Ruby ile ikincisi Thompson (Pink
Marsh)'dan koken alan Redblush, Ruby Red, Ray Ruby, Rio
Red, Flame (Henderson) ve Burgundy olmak tizere mutasyonla
elde edilmis gesitler bulunur (Davies ve Albrigo, 2005).
Limonda tomurcuklara *“Co gama sini  uygulanmis
Villafranca'dan Ayalet ve Euraka'dan Galya elde edilmistir
(Spiegel-Roy ve ark., 2007). Femminello limon gesidinin
asi kalemlerine 0, 30, 50, 70, 90 Gy dozlarinda “Co gama
isint uygulanmistir. Elde edilen ‘Giilsen’, ‘Alata’ ve ‘Uzun’
gesitlerinde 50 Gy dozunda ugkurutana hassas bulunmus ve
cekirdeksizlik elde edilmistir. 70 Gy dozunda ise elde edilen
Eylul cesidinin erken olgunlasan, ugkurutana karsi toleransli ve
cekirdekli oldugu tespit edilmistir (Uzun ve ark., 2008).
Mandarinde Kinnow’un tohumlarina 0, 20, 30, 40, 50, 100,
150 ve 200 Gy dozlarinda gama igini uygulanmig, LD, 50 Gy
olarak bulunmustur. Sonug olarak morfolojik karakterlerde
onemli varyasyonlar, fidanlarin blylime oraninda azalma,
tohum kabugunun uzaklastirildigi deneyde tohumun ¢imlenme
stresinde kisalma gorilmuistir (Ahmad ve ark., 1992).
Kinnow’un (25£5 gekirdek) dormant haldeki tomurcuklarina
0, 20, 40, 60, 80, 120 Gy dozlarinda “Co gama iginlamasi
yapilmis ve 5£3 ¢ekirdek sayisina sahip mutant Kinnow elde
edilmistir (Khalil ve ark., 201 1).

Willowleaf mandarinin nusellar embriyogenik kallusu MT
ortaminda 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 Gy dozlarinda
60Co gama isinina maruz birakilmistir. 90 Gy dozuna kadar
farklilik gérilmemistir. Bu kalluslarin [-2 alt kiiltire alinmasi
160 ve 180 Gy dozlarinda yasam oranlarini olumlu etkilemistir
(Ollitrault, 1992). Orah ve Murcott ¢ekirdekli mandarinlerine
32.5 ve 40 Gy dozlarinda “Co gama igini uygulanarak Orri ve
Moria gesitleri elde etmislerdir (Vardi ve ark., 2008).

Pera (5-6 cekirdek) portakalinin tomurcuklarina 40 Gy
dozunda gama isini uygulayarak cekirdeksiz mutant elde
edilmistir (Latado ve ark., 2001).

Washington Navel’in dalinda olusan dogal mutasyonla koyu
kahverengi kabuk yapisina sahip, et rengi ayni olan ancak
meyvesi biraz daha blylk olan Navel Negra ortaya gikarilmistir
(Alds ve ark., 2008).

Turuncgil gen kaynaklari (Gégmen ve ark., 2003; Giilsen ve
ark., 2005), mandarin (Machado ve ark., 1996; Yesiloglu ve
ark., 2002), altintop (Varol, 2007) ve limon (Simsek, 2009)
RAPD belirtegleri ile ilgili galismalar yapilmistir.

Mikoriza, diger bitkilerde oldugu gibi l¢ yaprakl portakal
anacinin bliyime ve gelismesine de dogrudan etki etmektedir.
Mikorizanin toprakta bulunusu, bitki kokleri icindeki olusumu
ve aktivitesi toprak verimliligine ozellikle de ortamin fosfor
konsantrasyonuna bagli olarak farklilik géstermektedir (Ortas,
1998). Tastekin ve Dalkilig (2008)’in yaptigi calismada, mikoriza
uygulamasi yapilan turung kontrol ve kaba limona goére daha
iyi bir sacak kok yapisi ve buna bagli olarak uygun, saglikli bir
¢ogir elde edilmistir.

Son yillarda bitki yetistiriciliginde solucan glbresinden
yararlaniimayabaglanmistir. Solucan kompostu (vermicompost)
oksijenli ortamda solucanlar tarafindan organik maddenin
ayristirlmaya ugratilmasi ile elde edilir (kest) (Kara, 2013).
Toprak solucanlari Annelida subesinin Oligochaeta sinifinin
Lumbricidae ailesindedir. Kirmizi solucanlar (Eisenia fetida)
ticari amagla en ¢ok kullanilir. Ege bolgesinde zeytinin yaga



islenmesi sirasinda ortaya gikan karasu kekinin %20 ve %40
oraninda karigtirilmasi ile elde edilen ortamlarda kokon ve
solucan sayisi ile solucan agirlig artmistir (Gogmez, 2013).
Yapilan kaynak taramasinda, Ug yaprakl portakalin solucan
gibresi uygulamasina verdigi tepki ile ilgili herhangi bir
galismaya rastlanmamistir.

Bu calismanin amaglari, (1) Ug yaprakl portakal ¢égurlerinin
blylmesi lzerine mikoriza ve solucan glibresinin etkisi, (2)
Nagami kamkati asi kalemlerinin hayatta kalabilecegi en uygun
kobalt—60 (*Co) gama isini LD, dozunun belirlenmesi ve
(3) elde edilen mutant bireylerdeki morfolojik degisiklerin
tespit edilerek yasayan bireylerin molekiiler diizeyde RAPD
belirtegleri ile tanimlanmasidir.

MATERYAL ve YONTEM

2013-2014 yillarinda yapilan denemede kullanilan 2 yasindaki
160 tane (¢ yaprakli portakal (Poncinus trifoliata) anaci izmir
ilinin Odemis ilgesinden temin edilmis ve 12.12.2012 tarihinde
Odemis’teki 6zel bir fidanlikta Nagami kamkati (Fortunella
margarita) asl kalemleri ile asilanmistir. Mikoriza karigimi
Ix10* (w/w) Glomus intraradices, G. aggregatum, G. mosseae,
G. clarium, G. monosporum, G. deserticola, G. brasilianum, G.
etunicatum, Gigaspora margarita ticari firmadan temin edilmistir
(ERS® Endo Roots Soluble, BioGlobal, Antalya). Solucan
gibresi Dog. Dr. Ayhan YILDIZ’dan elde edilmistir.

Anaglarin Hazirlanmasi ve Uygulamalar

12.12.2012 tarihinde 2 yasindaki 248 tane anaci saksiya dikmek
igin kok kisaltmasi ve tepe budamasi yapilmistir. Ortalama
boylari 70 cm olan anaglar 28-25 cm’e kadar kisaltilmistir.
Kokler gesme suyuyla yikanmis ve 2 litre hacmindeki saksilara
dikilmistir.

Her uygulamada 62 adet li¢ yaprakli portakal anaci olacak
sekilde 4 grup olusturulmustur. Bu gruplar kontrol, mikoriza,
solucan giibresi, mikoriza+solucan giibresi uygulamalaridir.
Saksi harci olarak esit hacimda bahge topragy, torf, curuf, kegi
gubresi karigimi kullanilmistir. Harg 2 litrelik siyah plastik fidan
saksilarina doldurulmustur (62x2=124 litre). Mikoriza grubu
500 ml suya 25 gram mikoriza eklenerek karistirilmistir (%5
w/V). Anaglar dikiimeden &nce kokleri mikorizaya | dakika
stireyle bandiriimigtir. Solucan giibresi 124 litrelik harcin igine
5 gram solucan glibresi ilave edilerek karistiriimis ve 2 litrelik
saksilara doldurulmustur. Mikoriza+solucan giibresi karigsimi,
mikoriza solusyonuna bandirilan anaglar igerisinde solucan
glibresi bulunan harca dikilmislerdir.

As1 Kalemlerinin Hazirlanmasi ve “Co Isinlamasi
Uygulamasi

02.07.2013 tarihinde 20 adet asi kalemi islak havluya sarilarak
icinde buz olan styrofoam kopiik kutuya yerlestirilmistir.
Ast kalemleri 03.07.2013 tarihinde Eskisehir Osmangazi
Universitesi Radyasyon Onkoloji Ana Bilimdali’na ulastirimistir.
20 adet asi kalemi rastgele olarak her doza 5’er adet diisecek
sekilde 4 gruba ayriimis ve 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda
“Co gama 1sini uygulamasi yapilmistir. Plastik paket lastigi ile
demet haline getirilen asi kalemleri 1.5 litre hacmindeki su
sisesine konup alttan pamukla sabitlenmistir. icine gecirgenligi
arttirmak i¢in gesme suyu konulmustur. Hazirlanan sise oda
sicakliginda (22-23°C) Theratron Elite 80 (510 K) (MDS
Nordion, Ottawa, Ontario, Canada) “Co gama cihazi dniine
yerlestirilmistir. Uygulama doz ve siiresi Cizelge |’de verilmistir.

KARA OZBEK C, DALKILIC

Cizelge 1. Kamkat agi kalemlerine °Co uygulama siiresi

“Co uygulama siiresi (dk:sn)

Doz On yiiz Arka yiiz Toplam
0 0 0 0
15 12:19 12:15 24:34
30 23:58 23:51 47:49
45 35:37 35:26 71:03
60 47:16 47:02 94:18
Asilama

0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda *°Co gama iginlamasi yapilan
Nagami kamkati agi kalemleri her uygulamada 32 adet olmak
tzere (toplam 160 adet) 05.07.2014 tarihinde yiksek plastik
tinelinde bulunan Ug¢ yaprakl portakal anaglari lzerine T
g6z agisi ile aslanmislardir. Ug yaprakli portakal anacinin
yetistirilmesi sirasinda yapilan her bir kontrol, mikoriza,
solucan glibresi, mikoriza+solucan giibresi uygulamalarinda
8’er adet asl yapiimistir.

Fidanlarda Yapilan Olciimler

[2.12.2012 tarihinde 19 cm boyunda olan 240 adet (g yaprakl
portakal anaglari saksiya dikildikten sonra govde caplari
Olgtilmustir. 02.07.2013 tarihinde asi kalinigina gelen anacin
boy uzunlugu (cm), gévde gapi (mm), yan dal sayisi (adet)
Olglilmustir. Anaglarin 7 ay igerisindeki 4 farkl harg ortamindaki
bliylme durumlari karsilastirilmistir. 05.07.2013 tarihinde (g
yaprakli portakal anaci izerine T gz asi seklinde agilanan 5 farkli
dozdaki Nagami kamkati asi kalemlerinin 26.07.2013 tarihinde
tutma oranlart hesaplanmisti. 06.12.2013 ve 02.11.2014
tarihlerinde 0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarina ait bitkilerde tutan
ast stirgtinlerinin boyu (cm), ¢api (mm) ve yaprak sayisi (adet)
2 kez Olglilmustir. 17.12.2013 tarihinde her bir gama dozuna
ait olan bitkilerin yapraklarinin alt ve Ust ylizeylerindeki klorofil
(a+b) miktarlari normalize edilmis biyime indisi (normalized
difference vegetation index) ile 6lgiim yapan Plantpen NDVI
300 (PSI [Photon System Instruments], spol. s r.o., Drasov,
Cek Cumhuriyeti) olgtilmustir. 02.11.2014 tarihinde meyve
sayisi ve meyve c¢ap degerleri Slcllmustdr.

DNA Cikartilmasi

2013 yilinda 0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda “Co gama igini
uygulanmisg 30 adet bitkinin her birinden 2’ser adet yaprak
ornegi 18.12.2013 tarihinde toplanip posetler igerisine
yerlestirilerek en kisa sirede ADU-TARBIYOMER, Aydin
labaratuvarina getirilip buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir.
Kullanilan Phire Plant Direct PCR Kit® (Thermo  Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) solusyonlariyla dogrudan
yapraktan DNA ¢ikartiimasi amaciyla 0.5 cm ¢apinda yaprak
diskleri kullanilmistir.

2014 yilinda 21-23.08.2014 tarihleri arasinda 29 adet bitkinin
DNA'si GeneJET® Plant Genomic DNA Purification Mini Kit
#KO0791 (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak gikartiimistir.
DNA miktari, DNA'lar %1.0’lik agaroz jelde ydritiilerek
belirlenmistir (veri verilmemistir).

RAPD Analizi Yapilmasi

Toplam 9 primer kullaniimistir. PCR solusyonu her bir 6rnek
icin 0.2 ml'lik Eppendorf® tup igerisinde 3.00 pl steril ddH,O,
[.5 ul 10x Buffer Taq tampon, |.5 ul MgCl,, 2.0 ul dNTP, 1.2
pl BSA, 0.2 ul Tag DNA polymerase, her bir primerden 0.6 pl
(Gizelge 2) ve 5.0 pl genomik DNA eklenmistir. Ornekler PCR

3
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cihazina (C1000 Thermal CyclerTM, Bio-Rad, Berkeley, CA,
USA) yerlestirilmistir. PCR cihazinda kullanilan program: 94°C
5 dakika baslangig denatilirasyonu ve 94°C 30 saniye, 35°C 30
saniye, 72°C | dakika olmak lizere 34 dongti, dongli sonunda
72°C 5 dakika son uzama Welsh ve McClelland (1990) ve
Williams ve ark. (1990)'dan degistirilerek yapilmistir.

Cizelge 2. RAPD analizlerinde kullanilan rastgele primerler ve
baz dizilimi

No Primer Baz Dizilimi

| PMI 5-GTACCGGTCC-3’
2 PM2 5-GTACCGGTCG-3’
3 PM3 5-GTACCGGTCA-3

4 PM4 5-GTACCGGTCT-3

5 PM5 5-GTACCGGTGC-3’
6 PMé6 5-GTACCGGTAC-3’
7 PM7 5-GTACCGGTTC-3’

8 PM8 5-GTACCGGCCC-3’
9 PM9 5-GTACCGGGCC-3’

Jel Elektroforezi

PCR o6rnekleri %1.8’lik agaroz jelde (1.8 g agaroz Biomax,
Selangor, Malaysia, 100 ml O0.5XTBE) yurGtilmastir.
Orneklerin icerisine 2 pl 6X yiikleme boyasi eklenmistir. PCR
uriinlerijelin kuyucuklarina 2 pl 6 yiikleme boyasi + 15 ul PCR
Urtint 0.2 ml’lik tip igersinde karistirilarak tiipten 10 pl karisim
alinip jelin kuyucuklarina pipetlenmistir. Agaroz jel 150 V, 200
mA, 20—40 dakika sliresince ylritilmustir. Jel EasyVision® ile
boyanmistir. Jel UV 1sik (Infinity VX2, Vilber Lourmat, Marne-
la-Vallée, Cedex, France) ile fotograflanmistir.

Verilerin Analizi

Jelde gozlenen bantlar var (1), yok (0) seklinde sayilarak kayit
edilmistir. Ug yaprakli portakal anacinin mikoriza ve solucan
glibresi uygulamalari denemesi tesaduf parselleri deneme
desenine gore kurulmustur. Bitki morfolojik olgimlerindeki
ylzde degerler Arcsin transformasyonu yapilarak varyans
analizine tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklilik
LSD 0.05 seviyesinde degerlendirilmistir. PCR analizi ve jel
ylritllmesi iki kez tekrar edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Ug Yaprakh Portakal Anacinda Yapilan Calismalar

Uc yaprakli portakal anaclarinin denemenin baglangicindaki
govde cap degerleri 5.00-6.00 mm arasindadir. 02.07.2013
tarihinde agilamadan 6nce 4 grupta yapilan Ug yaprakli portakal
anacinin boy, ¢ap ve yan dal sayisi olgtimleri yapiimistir (Cizelge
3). Boy bakimindan en yiiksek degeri rakamsal olarak kontrol
grubu verirken, istatistiki olarak mikoriza ve mikoriza+solucan
glbresi ile ayni grupta yer almistir. Gévde ¢api bakimindan en
ylksek degeri rakamsal olarak mikoriza grubu géstermesine
ragmen saksi harci ortamlari arasinda istatistiki ydnden farklilik
yoktur. Yan dal sayisi bakimindan en ylksek deger solucan
glibreli grupta gézlenmesine ragmen, saksi harci ortamlari
arasinda istatistiki yonden fark gortlmemistir.

Cizelge 3. Ug yaprakli portakal anacinda 02.07.2013 tarihinde
asilamadan onceki boy (cm), govde gapi (mm), yan dal sayisi
(adet) verileri

Yan Dal
Uygulama (Elr)r{) (Enarﬂ) (s:m')
Kontrol 43.64a 6.56 4.03
Mikoriza 42.55a 7.01 4.03
Solucan Gibresi 3695 b 6.72 4.30
Mikoriza + Solucan Giibresi 40.77ab 6.79 3.80
Ortalama 40.97 6.77 4.04
LSD 0.05 4.42 o.d. o.d.

Yapilan bir galismada, mikoriza ve fosfor glibresinin uygulandigi
turung anacinda bitki boyunun azaldig, mikorizasiz fosfor
glibre uygulamasinda bitki boyunun arttigi gozlenmistir.
Turuncgil fidanlarinin koklerine dikim sirasinda uygulanirsa
mikoriza inokulumu hem daha az gibre uygulamamizi hem
de bitkinin yasami stiresince mikoriza ile iliskisi sayesinde
cevre faktorlerine karsi daha dayanikli olacag) tespit edilmistir
(Ortakg, 1999).

Asi Tutma Orani

05.07.2013 tarihinde li yaprakli portakal anaci izerine asilanan
0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarinda ®°Co gama isini uygulanmis
Nagami kamkati asi kalemlerinin 26.07.2013 tarihinde tutma
oranlari hesaplanmistir (Cizelge 4). Toplam 248 bitkiden 48
tanesinde asl tutmustur. Doz orani olarak bakildiginda, tutan
asl sayisi 15 gray’de daha fazla bulunmustur. En az 60 gray’de
tespit edilmistir. Ayrica agi tutma oranlari; kontrol, mikoriza,
mikoriza+solucan giibre, solucan glibre gruplarinin igerisinde
de degerlendirme yapiimistir. Her gruptaki 60 adet bitkiden
goktan aza dogru sirasiyla kontrol grubunda %37.5, mikorizali
grupta %32.5, solucan giibresi+mikoriza grubunda 9%27.5,
solucan gibresi grubunda 9%22.5 oraninda asl tutmustur.
12.09.2013 tarihinde agi tutmayan O gray dozundaki |9 bitki
tekrar asilanmistir ve 20 glin sonra bakildiginda higbirinin
tutmadigl gozlenmistir. Asilamadan meyve tutumuna kadar
gecen zamanda hayatta kalan bitki sayisi 30’a diismiistir. Bu
sekilde M,V bitkileri elde edilmistir.

As1 Siirgiinlerine Ait Olgiimler

06.12.2013 tarihinde 0, 15, 30, 45, 60 gray dozlarina ait
bitkilerde tutan agilardaki siirgtin boyu, govde ¢api ve yaprak

Cizelge 4. 12.12.2012 tarihinde kontrol, mikoriza, solucan
glibresi, mikoriza+solucan gilibresi uygulanan, 05.07.2013
tarihinde T g6z asl ile agilanan Nagami kamkatinin 26.07.2013
tarihindeki asi canligr (%)

Doz (Gy) K M $G M+SG ort.
0 25.0 25.0 12.5 375 25.0
5 62.5 625 25.0 25.0 438
30 50.0 375 375 375 406
45 50.0 0.0 25.0 12.5 21.9
60 0.0 375 12.5 25.0 18.8
ort. 375 325 25 27.5 30.0
LSD 0.05 6.d.

K: kontrol, M: mikoriza, SG: solucan giibresi, M+SG:
mikoriza+solucan giibresi
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Cizelge 5. Kamkat asi slirgtinlerine ait boy, govde cap, yaprak sayisi degerleri

Boy (cm) Cap (mm) Yaprak sayisi (adet)
Doz (Gy) 06.12.2013 02.11.2014 06.12.2013 02.11.2014 06.12.2013 02.11.2014
0 .16 39.02 2.44 5.00 14 47
I5 9.94 29.11 2.40 5.57 I5 41
30 10.31 21.71 1.91 478 9 26
45 9.60 20.98 2.41 4.78 Il 26
60 I'1.54 34.43 2.14 572 I3 44
Ort. 10.51 29.05 2.26 5.17 12 37

Cizelge 6. Yapraklarin klorofil miktarlari

Doz (Gy) Klorofil (iist yiizey) Klorofil (alt yiizey)
0 0.6735 0.4224

I5 0.6450 04116

30 0.6254 0.4003

45 0.6500 0.4199

60 0.6436 0.4104
Ort. 0.6475 0.4129
LSD 0.05 o.d. 6.d.

Cizelge 7. Meyve sayisi ve meyve capi degerleri

Doz (Gy) Meyve sayisi (adet) Meyve ¢api (mm)
0 3.00 18.99
I5 4.56 18.73
30 3.25 18.10
45 5.50 18.00
60 2.40 16.20
Ort. 371 18.08
LSD 0.05 o.d. 6.d.

sayisi hesaplanmistir (Cizelge 5). Asi sirgini boyu, 60
Gy'de, govde capi 0 Gy'de, yaprak sayisi |15 Gy'de yiksek
tespit edilmistir. Bitkilere uygulanan ®°Co dozlari birbirine
yakin degerler vermistir. 02.11.2014 tarihinde yapilan ayni
Olgtimlerde boy ve yaprak sayisi bakimindan en fazla 0 Gy 2.
siray! ise 60 Gy takip etmistir. |15, 30, 45 Gy dozlarinda sayica
ani dusmeler gorilmustir. Govde capinin 60 Gy'de fazla
oldugu belirlenmistir (Cizelge 5).

Yaprak Klorofil Miktari

17.12.2013 tarihinde her doz grubundaki klorofil degerleri
Cizelge 6'da verilmistir. Yaprak klorofil miktarlari Gst ylizeyde
0.6254-0.6735 ve alt yiizeyde 0.4003-0.4224 arasinda
degismektedir. Yaprak Ust ve alt ylizeyleri klorofil miktari 0 Gy
dozunda daha yiiksek bulunmustur.

Ling ve ark. (2008)’nin arastirmasinda, Washington Navel'in
tohumlarina 0, 10, 20, 30, 40, 50 Gy dozlarinda ¢°Co gama
Isini uygulanmis ve hig uygulama yapilmayan bitkilerde klorofil
miktari daha yiiksek bulunmustur.

Meyve Olgiimleri

02.11.2014 tarihinde meyve sayisi ve meyve ¢ap degerleri
arasindaki farklilik istatistiki olarak (P=0.05) 6nemli degildir
(Cizelge 7). Ancak rakamsal olarak, meyve sayisi 2.40 adet 60
Gy ile 5.50 adet 45 Gy arasinda, meyve ¢api ise 16.20 mm 60
Gy ile 18.99 mm 0 Gy arasinda degismistir.

RAPD Analizi

29 adet bitkide 9 degisik tesadlfi niileotid diziliminden olusan
[0'merlik (bazlik) RAPD primerlerinin kullanildigi ¢alismada
toplam 14 adet bant elde edilmis, bunlarin 4 adedi polimorfik
bulunmustur (Cizelge 8). Her primerden elde edilen bant
profilleri ayri olarak degerlendirilmistir.

PMI, PM6 ve PM9 primelerinde hi¢ bant olusmamistir. PM2
primeri toplam 3 bant olusturmustur. || bireyde hi¢ bant
olusmamisti. PM2 primeri calismis ancak bant olusturan
bireylerde bant sirasi farkliigi goriilmediginden polimorfizm
gostermemistir. PM3 primerinde | bant elde edilmistir ve
hi¢ polimorfizm gbzlenmemisti. PM4 primeri toplam 3
bant olusturmustur ve 4 ve |7 nolu 2 adet bireyde bant
olusturmamistir. 12 nolu tahmini mutant bireyde (S-26-45)
polimorfik bant sayisi | olarak bulunmustur. PM5 primerine
bakildiginda toplam bant sayisi 4’tir. Diger bireylerde 4
adet bant bulunurken 12 nolu bireyde (5-26-45) | adet
bant bulundurmustur ve polimorfizim g&stermisti. PM7
primerinde toplam bant sayisi 3 bulunmus ve | bireyde hig
bant olusmamistir. Tahmini mutant 2 nolu bireyde (5-26-45)
2 adet polimorfik bant bulunmustur. PM8 primerinde toplam
bant saysi |'dir ve 2 bireyde hig bant olusmamistir. Polimorfizm
gostermemistir.

SONUC

Yiksek plastik tiinel sartlarinda 4 farkl saksi harg¢ ortamina
(kontrol, mikoriza, solucan glibresi, mikoriza+solucan glibresi)
dikilen Gg yaprakli portakal anacinin bu ortamlardaki boy
ve gbvde cap gelisimi incelenmistir. Aralarinda belirgin fark
gozlenmemekle beraber boy bakimindan kontrol grubu yiiksek
bulunurken, govde ¢api agisindan mikorizali grup 6ne gikmistir.

Cizelge 8. PCR amplifikasyonlari sonucu elde edilen toplam
bant sayisi (adet), polimorfik bant sayisi (adet), bant biyukligi

(bp)

Elde edilen Polimorfik Yaklagik bant
Primer toplam bant sayisi bant sayisi biiyiiklagii (bp)
PMI 0 0 -
PM2 3 0 200-400
PM3 | 0 100-200
PM4 3 I 100-400
PM5 4 I 100-300
PMé6 0 0 -
PM7 3 2 200400
PM8 | 0 100-400
PM9 0 0 -
Toplam 14 4
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Uc yaprakli portakal anaci lizerine 0, 15, 30, 45, 60 Gy
dozlarina tabi tutulmus Nagami asi kalemlerinden alinan
gozlerin T gbz asl seklinde asilanmasinda asi tutma orani diistik
olmustur. Tutma oranini etkileyen nedenlerin; yiiksek plastik
tlinel sartlarinda biiylime ve gelisme igin gerekli yeterli ortamin
(sicaklik ve nemin) saglanamamasi, Nagami kamkati igin ideal
anacin Ug yaprakli portakal olmamasi, asimilat maddelerinin
yeterince kdke ulasmamasi sonucu anacin zayif ve ciliz kalmasi
oldugu dusunilebilir.

Kaynak arastirmasi sonucunda Nagami kamkati cesidinde
uygulanan, farkli gama isini dozlarinin anag ve asili fidan
gelisimi Uzerine etkilerinin belirlendigi herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Fidanin morfolojik &zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla asl tutma orani, asl slrgini boyu, gévde capi,
yaprak sayisi, yaprak klorofil miktari, meyve ¢api, meyve sayisi
incelenmistir.

Nagami kamkatinin gama dozlarina verdigi tepkideki asi tutma
orani %43.8 (15 Gy) ile %18.8 (60 Gy) arasinda degismis ve
dozlar arasinda 6nemli morfolojik farklilik gérilmemistir.
Yaprak klorofil miktari hi¢ gama isini uygulanmayanlarda
daha yiiksek bulunmustur. Bu calismada elde edilen bulgular
RAPD-PCR tekniginin mutant bireylerin ayriminda basarili
olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Ayrica daha fazla primer
kullanilmasi halinde, daha yiiksek oranda polimorfizm elde
edilebilecektir.

RAPD analizlerinde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
mutant adayi bireylerde, RAPD polimorfizminin dustik
diizeyde ortaya ¢ikmasinin agagidaki nedenlerden kaynaklandigi
distintlmektedir:

- Mutasyon genom igerisinde oldukga kiglk bir alanda
meydana gelmis olabilir (nokta mutasyonu).

- Belirli morfolojik 6zelligi kodlayan gen bdlgesinde amplifiye
edilen alan oldukga kiiglik olabilir.

Bu calisma ile ®°Co gama isini uygulanan Nagami kamkatinin
asl gozlerinden elde edilen 12 nolu bireyin (S-26-45) diger
bireylerden farkli oldugu RAPD primerleri ile belirlenmistir.
Gelecekte °Co gama igini ile yapilacak calismalarla Nagami
kamkati meyvesindeki tohumlarin da yok edilebilmesi veya en
aza indirilmesi Uzerinde galismalara devam edilebilir. Ayrica
asl gozleri 60 Gy dozunda hayatta kalabiliyorsa daha ylksek
dozlarda da hayatta kalabilme ihtimalinin degerlendirilmesine
olanak saglayabilecektir.
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