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LIMONLARDA GENETIK CESITLILIK, BAZI
TURUNCGILLERLE AKRABALIK DERECELERININ
DNA MARKIRLARININ KULLANILARAK
BELIRLENMESI!
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OZET

Seksen-ii¢ limon cesidi, bazi akraba tiirler ve bazi ebeveyn oldugu sdylenen sadok
(C. maxima), aga¢ kavunu (C. medica) ve mandarin (C. reticulata) arasimndaki genetik
cesitlilik ve bunlar arasindaki genetik iliskiler izoenzimler, ISSR (inter-simple
sequence repeats) ve SSR (microsatellite) markirlar1 kullamlarak analiz edilmistir.
Izoenzimler calisilan limonlar arasinda cok az varyasyon gostermistir. Sekiz ISSR
primeri toplam 103 polimorfik fragment iiretmistir. Benzerlik katsayilar1 hesaplanms
ve tartilmamus cift grup aritmetik ortalama metodu ve gruplandirma analiziyle
(UPGMA) genetik iliskileri gosteren filojenik agac olusturulmustur. Biitiin limonlar,
kaba limonlar, tath limonlar ve hibrit oldugu diisiiniilen baz tipler aga¢ kavunlariyla
ayn1 grupta yer almistir. Altmus-iki limondan 48 tanesi genetik olarak aym bulunmus-
tur. Bu nedenle 48 limonun ¢ok fazla genetik degisiklikleri icermeyen klonal ebeveyn-
lerden mutasyonlar sonucu olustugu onerilebilir. Aga¢c kavunlarinin limon, kaba li-
mon, tath laym ve tath limonlarin ¢cekirdek DNA’larinin biiyiik boliimiinii olusturdu-
gu, ISSR markirlar kullanilarak tespit edilmistir. Limonlarda baz C. reticulata ve C.
maxima spesifik ISSR markirlan tespit edilmistir. ISSR markirlarinda oldugu gibi,
calisilan SSR markirlar: da limonlar arasinda genetik varyasyon gostermemistir, fa-
kat taksonomik olarak nispeten birbirinden uzak gruplar arasinda 6nemli varyasyon
saptanmstir.

GIRIS

Limonlar yaygin olarak kabul edilen
taksonomik sistemler tarafindan turuncgiller
(Citrus spp.) icinde bir tiir olarak (C. limon L.)
kabul edilmesine ragmen (13,14) bir ¢ok ¢alis-
ma limonun hibridizasyon sonucu meydana
gelmis olabilecegini belirtmistir (2,10,16).

'"Yayin Kuruluna gelis tarihi: Temmuz 2001

Bazi limonlar ¢ok benzer morfolojik ve bi-
yokimyasal karakterlere sahip olmasina rag-
men, bazilar1 da bir hayli farkli karakterlere sa-
hiptir. Molekiiler markirlar ise ¢ok fazla olmasa
da baz1 farkliliklar1 ortaya koymustur (3,5).

Turunggil sistematiginde karigikliklara ne-
den olan birka¢ faktor vardir. Nusellar
(aseksiiel) fidanlar ana agaclara gore daha di-

2Zir. Yiik. Miih. Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii 33740, Erdemli/ICEL
3Prof. Dr., Botany and Plant Sciences. University of California, Riverside, USA. 92521-0124

53



kenli ve daha uzun boylu olmakla farklilasir.
Genetik olarak farkli ebeveynler arasinda bir
hibrit olusturuldugu zaman nusellar embriyo
olusturma 6zelligine sahip bireyler kendi ken-
dilerini ¢ogaltarak morfolojik ve genetik olarak
farkliymig gibi goriinen hayli biiyiik gruplar o-
lusturabilirler. Bu, nusellar bir fidanin bir cesit
veya nadirende olsa turunggil taksonomistleri
tarafindan farkli bir tiir olarak adlandirilmasina
yol acabilir. Turunggil taksonomisinde karigik-
liga yol acan diger bir problem turuncgil ve o-
nun yakin akrabalar1 arasinda goriilebilen
cinslerarasi hibridizasyonlardir (8).

Bu c¢alismada 58 limon cesiti arasindaki a-
girlikli olarak mutasyon sonucu olusan limonla-
11 hibridizasyon sonucu meydana gelen limon-
lardan ayirdedebilmek i¢in molekiiler markir
farkliliklart arastirilmistir. Ayrica limonlarin
agac kavunlariyla, sadok, mandarin ve secilen
bazi turuncgil tiirleriyle diger ii¢ cinse bagl tiir-
ler arasindaki akrabalik iligkileri arastirilmustir.

ISSR teknigi rasgele tekrarlanan DNA’lar1
kullanir ve primer kullanilarak yapilan DNA
giiclendirmesi yakin akraba olan topluluklar
kolayca birbirinden ayirir (19). Teknik 3’ ve 5’
DNA molekiilii sonlarinda 2 ile 4 DNA ile sa-
bitlenen (TG); gibi tekrarlanan DNA molekiil-
lerinin karigimlarini icerir. Bu teknigin avantaji
genellikle bir tek PCR (polymorphic chain
reaction) reaksiyonu ile bir ¢cok polymorfik bant
tiretebilmesi, RAPD ve RFLP gibi tekniklere
nazaran markir basina maliyetin diisiik olmasi-
dir. ISSR markirlart genellikle dominant
markirlardir ve bu yiizden bireylerin heterozigot
olup olmadigini tespit etmek giictiir. SSR’lar
kodominant markirlardir (12) ve genel olarak
bir ¢ok allele sahiptir. Bu yiizden hibritlerin
muhtemel orijini bulunabilir. PCR gii¢lendir-
mesi i¢in hizli olarak bireyleri ayirdedebilecek
rasgele tekrarlanan DNA’lar1  ¢evreleyen
primerler kullanilir. Allelik varyasyonlar tekrar-
lanan iinitelerin sayisindan kaynaklanir.

MATERYAL VE METOT

Bitki materyalleri

Seksen-dokuz genotip izoenzimler kullanila-
rak, 72 genotipe SSR 83 genotipe ise ISSR tek-
nigi kullanilmistir. Ornekler 57 limon (C. limon
(L.) Bur. f.), 6 aga¢ kavunu (C. medica L.), 4
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sadok (C. maxima (L) Osbeck), 9 kaba limon
(C. jambhiri Lush.), 1 laym (C. aurantifolia
(Christm.) Swing.) ve 1 adet mandarin (C.
clementina Hort. ex Tanaka or C. reticulata
Blanco)’le 18 adet diger turunggil ve akraba
cinslerden olusmustur (Cizelge 1). Calisilan li-
monlar ekonomik ve genetik olarak 6nemli
genotiplerle bazi hibrit oldugu belirtilen cesit-
lerden olugsmustur. Hem DNA hem de enzim
ektraksiyonu igin bitkilerin geng yapraklart kul-
lanilmistir.

DNA Ektraksiyonu

ISSR ve SSR calismalari igin toplam DNA
geng yapraklardan Webb ve Knapp (17)’1n
protokolunun modifiye edilmis sekli ile izole
edilmistir. DNA’y1 ¢6zmek i¢in 250 ul TE ilave
edilmistir.

Tzo0enzim Analizi

[zoenzimler Xiang ve Roose (18)’un meto-
duna gore analiz edilmistir. Allellerin agiklan-
mas1 Torres ve arkadaslar1 (15)’na gore yapil-
mistir. Asagida adlar1 verilen 4 enzim sistemi
analiz edilmistir; GOT (glutamate oxaloacetate
transaminase), IDH (isocitrate dehydrogenase),
MDH (malate dehydrogenase), ve SkDH
(shikimate dehydrogenase). ki lokusu analiz
edilen MDH sistemi harig, her sistemde yalniz-
ca 1 lokus ¢alisilmistir.

SSR Analizi

Cekirdek genomik DNA’y1 giiclendirmek i-
cin toplam 5 ¢ift primer kullanilmistir (9).
Fluoresan olarak isaretlenen dogrusal primerlar
LiCor firmasindan, isaretlenmemis ters
primerlar ise Cruachem Inc. veya Genosys Inc.
firmalarindan satin alinmistir. PCR giiclendir-
meleri 5 ng genomik DNA, 2 mM MgCl,, 0.2
mM dNTP, 0.2 iinite Taq polimeraz, 25 uM
dogru ve ters primerler ve 10 mM Tris-HCI (pH
9.0) iceren 10 ul’lik hacimler halinde yapilmis-
tir. Doksan-alti gozii olan PCR makinasi
RoboCycler Gradient 96 (STRATAGENER
Inc.) kullanilmistir. PCR sartlar1 Cizelge 2’de
gosterilmistir. LiCor durdurma cozeltisi her
PCR tiiptine ilave edilmistir. PCR iiriinlerinin



Cizelge 1. Izoenzim, ISSR ve SSR ¢alismasinda kullamlan genotipler “X” ile gosterilir ve Tanaka sistemindeki adlari, CRC (Citrus Research Center,
University of California, Riverside, ABD) numaralar1 verilir.
Table 1. Accessions used in isozyme, ISSR, and SSR studies are marked with X and are identified by Tanaka species name CRC
identification number
(Citrus Research Center, University of California, Riverside, USA)

Tanaka sistemine CRC Cesit ad1 Izoenzim SSR ISSR
gore tiir adlari-Latince No

C. aurantifolia (Christm.) Swing. 1710 Meksika laymi X X

C. aurantium L. 0628 Standard turuncu X X

C. aurantium L. 2438 Tunus turuncu X X

C. bergamia Risso and Poit. 2881 Bergamot X X

C. clementina Blanco 0279 Klemantin mandarini X X X
C. halimi B. C. Stone 3900 X X
C. indica Tan. 3163 Hindistan yabani portakali X X

C. jambbhiri Lush. 1222 Mazoe kaba limonu X X
C. jambbhiri Lush. 2325 Giliney African kaba limonu X
C. jambhiri Lush. 3385 Florida kaba limonu X X X
C. jambhiri Lush. 3386 Estes kaba limonu X X
C. jambhiri Lush. 3060 Kaba limonu X
C. limetta Risso 3492 Irak tatli limonu X X X
C. limetta Risso 2695 Faris tatli limonu X X
C. limetta Risso 0569 Millsweet tatli limonu X X X
C. limetta Risso 3093 Tatl1 limon X X X
C. limettioides Tan 3051 Mitha-Tulia X X X
C. limon (L.) Bur. f. 3009 Messina limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 0280 Villafranca limonu X X X
C.limon (L.) Bur. f. 3392 Monachello limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 0390 Villafranca limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 0565 Genoa limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 0599 Variegated Eureka limonu X X
C. limon (L.) Bur. f. 0710 Chinese limon X X X
C. limon (L.) Bur. f. 2317 Real limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 2323 India limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 2429 Amber limonu X X X
C. limon (L.) Bur. f. 2899 Italyan Pembe limonu X X
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3005
3007
3010
3013
3043
3159
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3387
3388
3389
3491
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3501
3505
3506
3590
3591
3593
3835
3836
3837
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Cekirdeksiz Lizbon limonu
Frost Eureka limonu
Allen Alacali limonu
Kaweah Lizbon limonu
Lupe nusellar limonu
Corona old line Eureka
Lunario limonu

Frost Lizbon limonu
Limui Sangui limonu
Wild limonu

Arancino limonu
Femminello oval limonu
Femminello Sfusato limonu
Primofiore limonu

Allen Newman Eureka
Cascade Eureka limonu
Blanchard Eureka limonu
Femminello Lizbon limonu
Limoneira 8A Lizbon
Prior Lizbon o. p. limonu
Bergamot limonu

Berna limonu

Corpaci limonu
Interdonato limonu
Galligan Lizbon limonu
Foothill Lizbon limonu
Cook Eureka limonu
Ross Eureka limonu
Monroe Lizbon limonu
Rosenberger Lizbon
Yerli iran limonu

Ricote limonu

Santa Teresa limonu
Lapithiotiki limonu
Taylor Eureka limonu
Kusner limonu

Kulu (gombru) limonu
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Iumia Risso and Poit
maxima Burm. Merril
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maxima Burm. Merril
maxima Burm. Merril

maxima Burm. Merril
medica L.

medica L.

medica L.

medica L.

medica L.

medica L.

. micrantha Wester

. sinensis (L.) Osbeck

. tengu Hort. ex Tan.
Eremocitrus glauca (L.) Swing.
Fortunella polyandra (Ridl.) Tan.
Microcitrus australis (Planch.)
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3199
3261
3265
3390
3841
3892
3924
3970
3737
3932
3925
2355
1224
1462
2240
2346
3555
2340
3819
3527
3532
3768
3891
3523
3605
2750
3464
3463
3901
3666

Soh Long limonu

Soh Synteng limonu
Bitrouni o.p. limonu

La Porto limonu
Nicaraguan limonu
Mesero Eureka limonu
Peretta limonu
Limonero Fino limonu
Improved Meyer limonu
Hangleson Rangpur laymi
Lumia

Kao Panne sadok

Sadok seedling

Kiiba sadogu

Siamese asitsiz

Afrikan sadogu
Cocktail altintop
Isimsiz sadok

Agac kavunu

Hiawassie agac kavunu
Papuan aga¢ kavunu
Buddha's Hand

Ethrog agac kavunu
Diamante aga¢ kavunu
Samuyao papeda
Olinda Valencia portakali
Isimsiz sadok hibridi
Avusturalyan ¢ol laymi
Malayan kamkat
Australyan round laymi
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92°C’de 3 dakika denaturasyonundan sonra o-
tomatik bir makine olan LiCor 4200LR
Sequencer’de 18 cm’lik % 6 Long Ranger™
jelleri kullanarak ayrilmis ve fragment biiyiik-
liikleri RFLPSCAN™ (Scananalytics) bilgisa-
yar programi ile saptanmistir.

ISSR Analizi

Daha 6nceden calisilan (5) toplam 8 primer
PCR (Cizelge 2) giiclendirmeleri i¢in kullanil-
mustir. Primerler Ingiliz Kolombiyasi Universi-
tesi ve Cruachem (Kaliforniya, USA) firmasin-
dan satin alinmistir. Her 15 ul’lik PCR reaksi-
yonu 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 2 mM MgCl,,
her bir dNTP'den 0.2 mM, 1 mM primer,
%0,01 gelatin, %2 formamide, 1 iinite Taq
polimeraz (Promega, Wisconsin) ve 25 ng ce-
kirdek DNA’s1 icermistir. PCR sartlar1 biitiin
primerler i¢in ayni olmustur. PCR reaksiyonu
stiresince buharlagmayla hacim kaybimi onle-
mek icin her PCR tiipiine 50 ul mineral yag ila-
ve edilmistir. PCR reaksiyonlar1 doksan hazneli
Ericomp termal PCR makinasi (Ericomp Inc.,
Kaliforniya, USA) kullanilarak asagidaki sart-
larda yiiriitiilmiigtiir: 1 defa 94°C*de 3 dakika ve
daha sonra 27 defa 94°C*de 30 saniye, 52°C*de
45 saniye, 2°C"de 2 dakika ve son olarak 1 defa
72°C*de 7 dakika. Giiclendirilen DNA iiriinleri
320mm X 380 mm X 0.40 mm (kalinlik) % 6
denature etmeyen, 3 M iire ve 1 X TBE cozelti-
si iceren poliakrylamid jellerde ayrilmistir (19).
DNA'lar giimiis nitratla boyama yoOntemiyle
tespit edilmistir.

Veri analizleri

Sonuglarin etkinligini ve toplam polimorfik
bant sayisini arttirabilmek igin izoenzim ve
SSR’in allelik verileri birlestirilmistir. Miisterek
bantlar1 kullanarak ISSR ve izoenzim-SSR veri-
lerinin ayr1 ayr1 benzerlik matriksleri Dice
(4in metodu kullanarak  hesaplanmistir.
Gruplandirma sayisal taksonomi ve
multivaryasyon analizi yapabilen NTSYS-PC
version 1.80 paket programi kullanilarak tartil-
mamis ¢ift grup aritmetik ortalama (unweighted
pair-group method yada UPGMA) yla yiiriitiil-
miistiir (11).
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SONUCLAR VE TARTISMA
Tzoenzimler ve SSR

Bes lokusa ait 12 izoenzim alleli ve 5 primer
cifti ile olusturulmus 36 polimorfik SSR
fragmenti allelik karakterler olarak kaydedil-
mistir. Toplam olarak ise 48 allel tespit edilmis-
tir. Yetmis-iki genotip filojenik agac iizerinde
gruplandirilmistir. SSR calismasinda, en fazla
bant primer TAA41’dan (16 adet) elde edilmis-
tir. En az fragment ise primer CAC33’dan elde
edilmistir.

Cizelge 2. Limonlarda cesitlilik ve filojeni ¢a-
lismak  icin  kullamlan  ISSR
primerleri ile kaydedilen
fragmentlerin sayisi.

Table 2. ISSR primers used to study diversity
and phylogeny of lemon and the
numbers of fragments observed and
scored for each primer.

. Fragment Ka}fdedil'en

Primer sayist polimorfik

fragmentler
BDB(CA),C 50 15
DBDA(CA), 55 14
(GT)sYA 30 4
HVH(CA),T 55 18
VHVG(TG), 50 16
HVH(TCC), 37 13
(GA)YG 62 12
(TCC)sRY 35 11
Toplam 374 103

"R= purin, Y= pirimidin, B=non-A,
D=non-C, H=non-G, V=non-T

Her genotip i¢in 10 izoenzim ve SSR
lokusundaki fragment sayisi, heterozigotluk se-
viyesini tespit etmek icin sayillmigtir (Cizelge
verilmemistir). Uc temel tiir ve 3 akraba cinsin
ortalama 12 yada 13 fragmente sahip olmasina
ragmen limonlar 18 fragmentle en yiiksek allel
sayisina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu, li-
monlarin olduk¢a heterozigot yapida oldugunu
gostermektedir.



Limon cesitleri arasinda ¢ok az varyasyon
bulunmustur ki bu 6nceki ¢aligmalarla uyum i-
cerisindedir (1). Asagida da aciklandig gibi ¢o-
gu limonun ayni izoenzim yapisina sahip oldu-
gu tespit edilmistir. interdonato limonunun hem
IDH hem de SkDH i¢in SS, Cin limonunun ise
SkDH i¢in SS, IDH i¢cin MM ve MDH-1 ile -2
icin SS/FF oldugu tespit edilmistir. Sweet, Irak
ve Millsweet limonlariin IDH i¢in II oldugu
bulunmustur. Diger 48 limon cesidinin ise test
edilen 5 lokus i¢in heterozigot oldugu bulun-
mustur. Bunlar IDH i¢in SI, MDH i¢in FS/FF,
GOT i¢in FS ve SkDH i¢in ise FS’dir.
Homozigot lokus orani ile turunggil bitkilerinin
evrimsel orijini arasinda yakin bir iliski vardir.
Daha yiiksek oranlarda fikse edilmis homozigot
lokus oranina sahip tipler primitif olmasina
ragmen daha az oranlarda fikse edilmis
homozigot lokusa sahip olanlar ise hibrid oriji-
ne sahiptir (6).

[zoenzim ve SSR verileriyle olusturulan
filojeni agacinin ISSR verileriyle olusturulan
filojeni agacina benzedigi tespit edilmistir (aga-
giya bakiniz). Biitiin calisilan limonlarin agac
kavununa sadoklara nazaran daha benzer oldu-
gu ve 1.0 benzerlik katsayisi ile ¢ok kiiciik bir
varyasyona sahip oldugu saptanmigtir. Limon-
lar, tath limonlar, kaba limonlar, Bergamot,
Meksika laymi ve tatli laymlar arasinda O.75 ile
0.80 arasinda degisen oranlarda yiiksek benzer-
lik katsayilari tespit edilmistir. Ornekler arasin-
daki iligkilerin detaylar1 asagida tartisilmistir.

ISSR Markirlar

DNA"larin 8 ISSR primeri ile gii¢lendiril-
mesi ¢oklu bant profilleri ortaya g¢ikarmistir.
Primer basina bant sayisinin ise 30 ((GT)sYA)
ile 55 bant (DBDA(CA),) arasinda degistigi go-
rilmiistir. Kaydedilen bantlarin sayis1 ise 4
((GT)%YA)) ile 18 (HVH(CA),;) arasinda de-
Sismistir (Cizelge 2).

Bazi 6nemli gruplar arasinda miisterek olan
polimorfik ISSR bantlarinin sayisi tespit edil-
mistir (Cizelge 3). Bu cizelge gruplar arasindaki
akrabalik derecelerini tespit etmek igin kullani-
labilir.

Yiiz-ii¢ polimorfik ISSR bandini kullanarak
Dice (4) metoduna gore benzerlik matriksi ya-
pilmistir. Sekil 1, UPGMA gruplandirma meto-
duyla yapilan filojeni agacini gostermektedir.
Bu agaci kullanarak biitiin 6rnekler 0.47 ben-
zerlik katsayisiyla iki gruba ayrilabilir.

Birinci grup biitiin aga¢ kavunu ve limonlari
icerir ve 0.65 benzerlik katsayisina sahip olan
iki alt gruba sahiptir. Alt Grup 1 gergek limon-
lar1, kaba limonlari, limon hibritlerini, tatli li-
monlar1 ve bir adet tatli laymi igermektedir.
Yiiz-lic adet polimorfik bant kaydedilmesine
ragmen gercek Eureka ve Lizbon limonlarini da
iceren 18 limon arasinda herhangi bir genetik
farklilik goriilmemistir. Bu, bu gruba giren ve
yetistiriciligi yapilan 18 limon cesidinin seksuel
rekombinasyon ile degil de ¢ok fazla DNA de-
gisikligi icermeyen mutasyonlardan olustugunu

Cizelge 3. Cesitli onemli gruplar arasinda miisterek olan ISSR bantlarinin sayisi. Ikinci numara ise
her cift i¢in kaydedilen bantlarin sayisin1 gosterir. Biitiin ¢alisilan 6rneklerde bu miisterek
bantlara ilave olarak 6 monomorfik band tespit edilmistir.

Table 3. Number of polymorphicISSR bands shared by various pairs of groups. The second number
shows the number of potentially scorable bands in that pair of taxa. Six additional bands
were monomorphic in all taxa studied fragments.

< Olinda
Kaba Agag Sadok | Mandarin | Valencia Improyed
limon | kavunu Meyer limon
portakali

Limon (Ana grup) 45/98 | 40/103 | 25/98 30/103 28/103 45/103
Kaba limon - 37/96 | 19/96 25/96 22/96 40/98
Improved Meyer 40/98 | 34/103 | 15/101 26/103 24/103 -
Enterdonat 39/98 | 40/103 | 17/98 20/103 17/103 38/103
Tatli limon (C. limetta) 42/98 | 35/103 | 20/101 | 20/103 20/103 37/103
Hangleson (C.limonia) 41/98 | 35/103 | 14/102 | 23/103 19/103 37/103
Olinda Valencia portakal1 | 22/96 | 19/103 | 25/102 | 35/103 - 24/103
(C. sinensis)
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! Altgrup

EC fimon grup A lemonlan
. dmon ('Rosenberger Lisbon' lemonu)
C dimon (Lo Porto' limonu)
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Sekil 1. ISSR verilerinden 83 turuncgil ¢esidine ait UPGMA dendogrami.
Figure 1. UPGMA dendogram of 83 accessions of Citrus from ISSR data.
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gosterir. Bu grup asagida “Grup A” olarak ad-
landirilir ve Femminello Lizbon, Foothill Liz-
bon, Villafranka Eureka, Cook Eureka, Allen
Variegated, Messina, Femminello Sfusata,
Femminello oval, Corona old line, Eureka,
Arancino, Kusner, cekirdeksiz Lizbon, Genoa
Eureka, Ross Eureka, Ricote Eureka, Blanchard
Eureka, Lupe nusellar Lizbon ve Lunario li-
monlarini i¢ermistir. Ayni genotipe sahip olan
diger bir cift ise Taylor Eureka ve Limonero Fi-
no limonlaridir. Monachello, Villafranka
Eureka (CRC, 280) ve Allen Newman %99 o-
raninda ana grupta bulunan limonlara benze-
mektedir. RFLP calismas1 (1) Monachello li-
monunun genetik olarak diger limonlara benze-
digi icin zigotik orijine sahip olmadigint gos-
termistir ki bu, bu calismanin sonuglariyla u-
yum igerisindedir.

Ana gruba ait limonlar mandarin ve
sadoklarda bulunmayan 18 ISSR bandini agac
kavunlariyla paylasmistir. Ayrica bu 18 limon
cesidi mandarin ve sadoklarla diger muhtemel
ebeveynlerde bulunmayan, sirastyla 6 ve 8 ban-
d1 paylagsmistir. Bu yiizden limonlarin agag¢ ka-
vunu, mandarin ve sadok ebeveynlerine sahip
oldugu soylenebilir. Fakat nusellar oldugu goz-
lenen limon genomunun en biiyiik boliimiiniin
aga¢ kavunu tarafindan olusturuldugu tespit e-
dilmistir.

Sadece birka¢ tane farkli fragmente sahip
olan Berna, Lapithioki, Rosenberger ve Lo Por-
to limonlar1 0.96 benzerlik katsayisi ile ana
gruptaki limonlarla yakin akraba olduklar1 goz-
lenmistir. Calisilan 5 kaba limon ¢esidi Altgrup
1 igerisinde yer almistir. Onlar1 ana gruptaki li-
monlardan ayiran bir¢cok fargment tespit edil-
mesine ragmen kaba limonlar (C. jambhiri) ara-
sinda sadece birka¢ polimorfik fragment bu-
lunmustur. Dort kaba limonun ise izoenzim
paternleri ise tamamen ayni bulunmustur. Bun-
lar: MDH-1 ve -2 icin FS/FF, IDH icin MI ve
GOT i¢in FS. Bu grup ise ana grup limonlariyla
birlikte yalnizca mutasyonla olusan diger grup-
tur. Ornegin Mazoe ve Florida kaba limonlar
biitiin 103 polimorfik bant icin tamamen ben-
zer ISSR paternlerine sahiptir.

iki Villafranca Eureka limonunun 280 no'lu
olan1 (GA)sYG primeri i¢in bir adet ekstra ban-
da sahip oldugu tespit edilmistir. Bu farklilik ya
bu limonun mutasyon sonucu ektra bir bant ka-
zanmasiyla yada diger Villafanca limonunun

mutasyon sonucu bir bant kaybetmesiyle mey-
dana gelmis olabilecegiyle ifade edilebilir.

Yukarida anlatilanlardan bagka, diger limon-
lar 0.8 benzerlik katsayisi ile birbirinden gene-
tik olarak kolayca ayirt edilirler. Bu sonuglar
biitiin limonlarin 1/3"iiniin diger gercek limon-
lardan farkli bir orijine sahip oldugunu goster-
mektedir. Farkli orijine sahip olan limonlar sun-
lardir: Interdonato, Real limon, iran limonu,
Limoui Sangui, Peretta, Lumia (C. lumia Risso
ve Poit), Improved Meyer, Soh-Long, Soh
Synteng, Kulu, Bergamot limonu ve Bitrouni.
Bu sonuglar limonlarda yapilan RAPD
calismasiyla uyum igindedir (3). Hangleson
Rangpur (C. limonia Osbeck) ve Mitha-Tulia
(C. limettioides Tan.) limonlarla sirasiyla 0.76
ve 0.71 benzerlik katsayilarini vermistir. Dort
tath limon (C. limetta) g¢esidinden {i¢ tanesi,
Faris, Irak ve Millsweet birbirlerine yakin ola-
rak gruplandirlmistir. Fakat bu 3 tath limon
dordiincii tatli limon (3093 CRC numarali) u ile
0.64 gibi diisiik benzerlik katsayisina sahip ol-
dugu tespit edilmistir. Bu, son C. [limetta
genotipinin muhtemelen diger 3 tatli limon ¢e-
sidinden farkli bir orijine sahip oldugunu gos-
termektedir. Bu RFLP calismasiyla uyum icin-
dedir (7). Limonlarin 2/3%i ise muhtemelen bir
veya birka¢ ansestral limondan mutasyon veya
nuseller gelisme sonucu meydana gelmistir.

Altgrup 2, 4 aga¢ kavunu tiirii ve birkag
muhtemel hibrit orijinli limonu icermektedir.
Bu limonlar Cin limonu, Wild limon ve Nikara-
gua limonudur. Cin limonu {ii¢ lokustaki
izoenzim agisindan ii¢ agac kavunu genotipiyle
tamamen ayni fenotipi gostermistir ki bunlar:
MDH-1 ve -2 (SS/FF), IDH (MM) ve GOT
(FF). Wild limon MDH-1 ve -2 lokuslar i¢in
oteki agac kavunlariyla ayni genotipe sahiptir.
Bu ii¢ genotip gercek limonlara gore daha az
toplam bant sayisina sahiptir ki bu, aga¢ kavu-
nunda oldugu gibi diisiik heterozigotluk seviye-
sini gostermektedir. Bunlart limon hibritleri ola-
rak siniflandirmak yerine aga¢ kavunu veya
belkide aga¢ kavunu hibridi olarak siniflandir-
mak daha dogru olacaktir.

Grup 2, 0.55 benzerlik katsayisi ile iki alt
gruba sahiptir. Alt Grup 1 dort sadok (C.
maxima) igerir. Bunlar iki isimsiz sadok fidani,
Siamese asitsiz ve Gliney Afrika sadogudur.
Sadoklarla ana gruba ait limonlar arasindaki
miisterek bantlarin orami1 25/98’dir (Cizelge 3).
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Bu acikca sadoklarin aga¢ kavunlarindan daha
az miktarda niiklear genomu limonlara seksual
hibridizasyon sonucunda aktardigim gostermek-
tedir.

Alt grup 2 bir sadok ile mandarin hibridi
(Cocktail greyfurt), Olinda Valencia portakali,
Klemantin mandarini (C. clementina Hort. ex
Tanaka) ve sadok ile mandarin hibridi oldugu
diisiiniilen bir genopiti (C. tengu Hort. ex
Tanaka) icermistir. Ana gruptan limonlarla
mandarin ve Valencia portakali ile arasindaki
miisterek bantlarin orami sirasiyla 30/103 ve
28/103 (Cizelge 3). Olinda Valencia portakali
mandarinle 103 bandin % 35’ini, aga¢ kavunu
ile % 20’sini, sadokla % 25’ini paylasmistir.

Uc ansestral agac¢ kavunu igerisinde en yiik-
sek essiz banda sahip olan grubun aga¢ kavun-
lar1 grubu oldugu tespit edilmistir ki bu say1 103

banttan 24 tanesidir (Cizelgede gosterilmemis-
tir). Diger bir deyimle 24 bant sadok veya man-
darinde degil yalnizca agac kavunlarinda tespit
edilmistir. Sadok ve mandarinin 15 miisterek
banda sahip oldugu tespit edilmistir. Agac ka-
vunu ve mandarin 8 adet miisterek banda sahip-
tir. Limonlarin ve ii¢ ansestral tiir hari¢ biitiin
genotiplerin toplam 26 adet banda sahip olduk-
lar1 tespit edilmistir. Muhtemelen bu bantlar ba-
71 Oteki turunggil ve akraba cinsleri de igeren
hibridizasyonlar sonucu birikmis olmalidir. Bu
26 banttan sadece 6 tanesi ana gruptaki limon-
larda bulunmaktadir. Test edilen 83 genotipin
hepsinde de bulunan bant sayisi ise
6’dir.mandarinle 103 bandin %35’ini, agac ka-
vunu ile %?20’sini, sadokla %25’ini paylagmis-
tir.

SUMMARY

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY AND PHYLOGENETIC
RELATIONS TO CITRUS ANCESTORS IN LEMONS BY DNA MARKERS

Isozymes, inter-simple sequence repeats (ISSR), and simple sequence repeats
(SSR) or microsatellite markers were used to measure genetic diversity and phyloge-
netic relationships among 83 lemons, related taxa, and three proposed ancestral spe-
cies, C. maxima, C. medica, and C. reticulata. The ancestry of lemons and several
other suspected hybrids was also studied. Isozyme loci revealed relatively little varia-
tion among these lemons. Eight ISSR primers amplified a total of 103 polymorphic
fragments among the 83 accessions. A similarity matrix was calculated and a phyloge-
netic tree was derived using UPGMA cluster analysis. All lemons, rough lemons, and
sweet lemons, as well as some other suspected hybrids were clustered with citrons.
Most lemons had nearly identical marker phenotypes, suggesting that they originated
from a single clonal parent via a series of mutations. Citrons contributed the largest
part of the lemon genome and a major part of the genomes of rough lemons, sweet
lemons, and sweet limes. Bands that characterize C. reticulata and C. maxima were
detected in lemons. Like the two other markers studied, the five SSR primers tested
revealed almost no variation among lemons, but a high level of variation among the

relatively distant citrus taxa.

LITERATUR KAYNAKLARI

1. Albanese, G., M.Renis and R.G.Reforgiato,
1992. RFLP Analysis of Different Lemon
Cultivars. Proceedings of the International
Society of Citriculture 1:208-209.

2. Barrett, H.C. and A.M.Rhodes, 1976. A
Numerical Taxonomic Study of Affinity
Relationships in Cultivated Citrus and Its
Close Relatives. Sys. Bot. 1:105-136.

62

3. Deng, Z.N., A.Gentile, E.Nicolosi, A.Vardi
and E.Tribulato, 1995. Identification of In
Vivo and In Vitro Lemon Mutants by
RAPD Markers. J. Hort. Sci. 70:117-125.

4. Dice, L.R., 1945. Measures of the Amount of
Ecologic Association Between Species.
Ecology 26:297-302.

5. Fang, D.Q. and M.L.Roose, 1997. Identifi-
cation of Closely Related Citrus Cultivars
With Inter-Simple Sequence Repeat
Markers. Theor. Appl. Genet. 95: 408-417.



@)}

. Fang, D.Q., Z.Wen and X.Shun-Yuan, 1994.
Isozymes and Classification of Citrus
Species in China. Acta Botanica Sinica
36:124-138.

. Federici, C.T., D.Q.Fang, R.W.Scora and
M.L.  Roose, 1998.  Phylogenetic
Relationships Within the Genus Citrus
(Rutaceae) and Related Genera as
Revealed by RFLP and RAPD Analysis.
Theor. App. Genet. 96: 812-822.

8. Iwamasa, M., N.Nito and J.T.Ling, 1988.
Intra- and Intergeneric Hybridization in the
Orange Subfamily, Aurantioideae. (Editor;
R. Goren ve Mendel). Proc. Int Soc.
Citricult., Vol. 1, Balaban, Rehovot, Israel
and Margraf Publishers. Weikersheim.
Germany. pp: 123-130.

Kijas, JM.H., M.R.Thomas, J.C.S.Fowler
and M.L.Roose, 1997. Integration of
Trinucleotide = Microsatellites into a
Linkage Map of Citrus. Theor. Appl.
Genet. 94: 701-706.

10. Malik, M.N., R.W.Scora and R.K.Soost,
1974. Studies on the Origin of the Lemon.
Hilgardia 42:361-382.

11. Rohlf, F.J., 1993. NTSYS-PC, Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis
System. Version 1.80. Exeter Software,
Setauket, New York.

12. Staub, J.E. and F.C.Serquen, 1996. Genetic

Markers, Map Construction, and Their

Application in Plant Breeding.

HortScience 31: 729-741.

J

o

13

14

15.

16.

17

18

19

. Swingle, W.T. and P.C.Reece, 1967. The

Botany of Citrus and Its Wild Relatives.
(Editor; W. Reuther, H.J. Webber ve D.L
Batchelor). The Citrus Industry, Vol. 1.
University of California, Berkeley. pp:
190-430.

. Tanaka, T., 1977. Fundamental Discussion

of Citrus Classification. Stud. Citrol. 14:1-

6.

Torres, A.M., R.K.Soost and T.Mau-
Lastovicka, 1982. Citrus Isozymes;
Genetics and Distinguishing Nucellar

From Zygotic Seedlings. J. Hered. 73:335-
339.
and U

Diedenhofen, 1978. Leaf Isozymes as
Genetic Markers in Citrus. Amer. J. Bot.
65:869-881.

. Webb, D.M. and S.J.Knapp, 1990. DNA

Extraction From A Previously Recalcitrant
Plant Genus. Plant Mol. Biol. Rep. 8:180-
185.

. Xiang, C. and M.L.Roose, 1988. Frequency

and Characteristics of Nucellar and
Zygotic Seedlings in 12 Citrus Rootstocks.
Sci. Horticulturae 37:47-59.

. Zietkiewicz, E., A.Rafalski and D.Labuda,

1994. Genome Fingerprinting by Simple
Sequence Repeat (SSR)-Anchored
Polymerase Chain Reaction Amplification.
Genomics 20:176-183.

63



