MANDARIN (citrus spp.) CESITLERININ KAGIT KROMATOGRAF!
TEXNIGI ILE TANIMLANMASI UZERINDE ARASTIRMALAR1,2 1.2
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OZET

Citrus cinsi, evriminde en yiiksek diizeyine ulagmi bulunmaktadir. Gerek bu cinse giren tiirler, ge-
rekse akraba cinsler arasindaki hibritlerin aseksiiel iiretim yollariyla stabilize oluglar1, taksonomik sorunlar
dogurraugtur. Bu sorunu ¢bzmek igin klasik taksonomik karakterler yaninda, kimyasal karakterler de
kull>nilmaktadir.

Bu aragtirmada yaprak fenolik bilesikleri kagit kromatografi yoluyla belitlenmis; cesitli aywraclar,
UV ve spektroskopi yardimiyla da simflandinimiglardir. Ozgiin spotlarin ele alinan Rize, Satsuma owari,
Yerli, Wilking, Kinnow, Klemantin, Ponkan, Fremont, Fortune ve Fairchild varyetelerindeki varhig1 bilgi-
sayarla degerlendirilerek varyeteler arasi iligkiler dendrogram olarak saptanmigtrr. Dendogram, ii¢ farkh
grurun birbirine farklt diizeylerde baglandifini gostermigtir,

Aragtirma, fenolik bilesiklerin siniflandima amactyla gesit diizeyinde kullanilabilecefini gistermek-
tedir,

GIRIS

Citrus cinsi ve yakin akrabalar1 Fortunella, Poncirus, Microcitrus, Eremocitrus v.b. cinsler Rutaceae
familyasinin Aurantioideae alt familyas: kapsamma girerler. Citrus cinsi portakal, limon, aitintop, manda-
rin gibi ekonomik degeri yiiksek turunggil meyvelerini biinyesinde toplar.

Citrus cinsi yaklagik 20 milyon yil 6nce Avustralya'min Yeni Gine ve Asya ile olan kita baglantisindan
kopusundan beri baglayan evrimsel durumunda bugiin en yiiksek diizeyine varmis bulunmaktadir. Bu uzun
evrim siirecinde 6nemli derecede farklhilagma meydana gelmistir, (32).

Citrus cinsi ve onun yakin akrabalarinin taksonomik ayrimi uzun zamandan beri karmasgik olagelmis-
ti~. Bu sorun spdece aymi cinsin tiirleri arasindaki dogal melezlerle degil, ayni zamanda cinsler arasindaki
(bi-tri-generik) melezlerle de iginden gikilmas zor bir duruma gelmigtir, Apomiksis veya poliembryoni
gibi aseksiiel tohum iiretimi yoluyla stabilize olan bu hibrit populasyonlar birbirine benzer tipler olarak ge-

1 Yayin kuruiuna gelis tarlhi: Subat 1982
2 Bu arastirmea, 1977 yilinda Birmingham Universitesi Fen ve MUhendislik Bilimlerl Faikiltesinde,

M.Sc. tez calismasi  olarak sunuimustur.
3 Uz., Ege Bblge Ziral Arastirma Enstitisl, Menemen — | ZMIR
4 Dept. of Plant clalogy, Unly, of Sirmingham, P.O. Box 363 B15 2TT ENGLAND
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nig bir dizide sonuglanmgtir. Citrus cinsi icerisinde tiirlerin ayrimini karmagik hale getiren en 6nemli fak-
torler;
1. Etkin bir iireme izolasyonunun yoklugu,
II. Melezleme, agilma, mutasyon ve niisellar embriyoni sonucunda dogan varyabilitenin korunmas,

III. Kromozom morfolojisi ile ilgili bilgi noksanhgidir.

Bu taksonomik sorunlarm ¢oziilmesi igin 6ncii caligmalarin baglangicl Lineaus'a kadar uzamir,
Linneaus (18) ve Hooker (16) siniflandirmalarinda 3 veya 4 tiir 6ne siirerken, Swingle (32) 16 tiir, Tanaka
(33, 34) 2 alt cins ve 159 tiir kabul etmiglerdir. Wolfe (36) bu iki biiyiik smiflandirma sistemini elegtirerek
Swingle'a ait olani tutucu, Tanaka'ninkini ise agm1 ayrimei olarak nitelendirmigtir. Hodgson (14) bu iki
sistemi &zetlemis ve biitiinlegtirerek ara bir sistemle 36 tiir Snermigtir. Malik (20) Citrus cinsi meyvelerinin
sadece bir bitki tiiriiniin yani Citrus citrus‘un varyeteleri veya inter varyetal hibritleri olarak diigiiniilmesini
ortaya koymustur. Barret ve Rhodes (2) killtiire almmug Citrus ve onun yakin akrabalarinin afinite Higki-
lerinin numerik taksonomi ¢alismalarinda, C.grandis, C.medica ve C.reticulata'nin gercek biolojik tiirleri
oldugunu, C.gurantifolia, C.aurantium, C. limon, C.paradisi ve C.sinensis'in muhtemelen hibrit orijinlk
apomiktik olarak dogmus biotipler olarak varsayilmasi gerektigini ortaya koymuslardir.

Klasik botanik karakterler (yani anatomik, morfolojik, sitolojik, genetik ve fizyolojik) bugiin igin
boyle karmagik taksonomik sorunlar1 ¢6zmede yetersiz kalmaktadir, Bunun yaninda ana¢.kalem uyugma
caligmalari, islah programlar: ve patolojik ¢aligmalarda da ele alinan materyalin kesinlikle ne oldugunun
bilinmesi gerekmektedir.

Yillar boyunca Citrus cinsini tanimlamak i¢in cesitli yontemler uygulanagelmistir. Hendrickson (13),
Halma ve Haas (11), Furr ve Reece (8),Singh ve Schroeder (28) kolorimetrik metotlarla, Selle (27) spot
kromatografi yoluyla, Giacometti (9) viriis reaksiyonlar: gibi yollarla tanimlama yoluna gitmiglerdir.;

Biitiin bu ¢aligmalar Citrus cinsinin tamimlanmasinda kesin sonu¢ vermekten uzak kalmigtrr, Yirminci
yiizyihn ikinci yarisinda gelistirilen ve gabuk giivenilir sonug veren kromatografi, elektroforezis, spektros-
kopi gibi ayrim ve tammlama ara¢lar1 kimyasal bilegiklerin de taksonomik ¢alismalarda, klasik karakter-
lere yrrdimei olmasint saglamgtr (31).;

Swingle'in (32), Rutecea familyasinda belirli gliikositlerin varhif1 ve yoklugunu belirtmesinden sonra
cesitli aragtiricilar ; flavonoitler (15), flavononlar (1), ucucu yaglar (17, 26), kumarin ve psoralenler (30),
karotenoitler (10), yag asitleri ve hidrokarbon profilleri (21, 23), steroller (24), yaprak mum alkanlar
(25), kik peroksidaz izoenzimleri (3), geng siirgiin homojenatlatmnin koagiilasyonu (7) gibi farkl: kimyasal
bilesikleri ve reaksiyonlarini taksonomik amaglarla kullanmglardn.;

Diger Citrus tiirlerinde oldugu gibi mandarinler de taksonomik olarak bir komplekstir. Her ne kadar
belirgin bir gekilde stkica iligkili olmalarina karsin, mandarinler agik bir sekilde gesiili dogal gruplara ay-
rilabilir. Swingle (32) mandarinleri 3 tiir olarak belirlerken, Tanaka (33) 36 tir, Hodgson (1<) ise 4 tiir
(C.unshiu, C.nobilis, C.deliciosa ve C.reticulata) olarak bildirmistir.;

Ele aliran bu galismz ile Citrus cinsi yapraklarinin icermis oldugu fenolik bilesiklerin kdgit kron:a-
tografi teknigi kullanarak tanimlanmasi ve bu yolia elde edilen sonuglarin, bilgisayarla degerlendirilmesi
sonucu mandarin gesitleri arasindaki iligki aragtmilmigtir.;

MATERYAL VE METOT

1. Yapro’ ornekleri;
10 farkh gesidin (Rize, Satsuma owari, Yerli, Fremont, Ponkan, Klemantin, Fairchild, Wilking, Kin-

now ve Fortune ) sa3likh ve olgun vapraklari, Ege Bolge Zirai Aragtirma Enstitiisii narexciye bahcesinden
1977 yih Ocak ayinda alinnugtw, Yapraklar oda sicakliinda kurutulmus ve aragtirma baslangicina kadar
polietilen torbalarda tutulmustur.;

2, Yaprak ekstraksiyonu;
Kurumug yapraklar Whatman No. 1 kagitlar i¢in 0.5 g; 3 MM kagitlar icin § g olarak tartilmig,
bir cam gubuk yardinuyla ezilmis ve % C.5 Hcl igeren metanolle ekstrakte edilip gece boyunca karanlkia

saklanmistir (0.5 g ezilrig yaprak i¢in 1.5 ml metanol kullanilmigtr ) 4
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3. Kagit kromatografi;

Her bir gesit icin 4 adet kagit kullanilmigtir , Yaprak akstraktlari kagdin orijin noktasina 5 defa
uygulanmig ve uygulamalar arasinda kurutma tabancast kullantinugtir.;

Kromatogramlar Shandon tank 'lari igersinde 2- yonlii olarak gelistirilmigtir. Kullanlan eriyikler ve za-
man; 1, yon icin butan—1—ol: asetik asit: su (3:1:1) ve 12 saat (No. 1i¢in), 15 saat (3 MM igin); 2.yon
icin % 15 asetik asit: % 85 su ve 2 saat 45 dakika (No. 1 igin), 4 saat ( 3 MM igin)tm.;

4. Spotlarin tammi;

Hazrrianan kromatogramlarin bir setine fenolik bilesiklerin tamimlanmas: % 1 demir kloriir ve % 1 po-
tasyum fermi siyanit igeren taze bir karigim piiskiirtiilmiistiir. Bilindigi gibi bu genel ayrragla, fenolik bile-
sikler Prusya mavi lekelerini meydana getirirler (6). Diger iki set kromatogram érce UV 151¢1 altinda ince-
lenerek herhangi bir 6zel Rf deggerindeki farkli renkte spotlarm her biri ayr: karakter olarak belirlenmig ve
daha sonra amonyak buharmin varliinda meydana gelen renk degismeleri gozlenmistir. Kromatogramia-
rin en son setine % 5 Aliminyum kloriir i ceren metanol piiskiirtillmiis ve spotlar hem normal i5ik ve hem de
UV altinda kontrol edilmistir. Cesitlerin igerdigi spot numaralari cetvel - 1'de, ana (Master) kromatogram
sekil - 1'de, spot dzellikleri ve renk degistirmeleri ise cetvel - 2'de sunulmustur.;

5. Spektrofotometrik analizler;

Her bir 6zgiin spot (farkli Rf ve renk igeren) 3 MM kagtlarmin 10 adedinden kesilerek spektroskopik
metanolle eliit edilmigtir (yikanmigtir). Elde edilen bu eliit, UNICAM--SP—800 UV spektrofotometrenin
ornek hiicresine konmugtur. Aym zamanda orijin noktasinin altindan kesilen bir ka1t pargasinin ekstas-
yonu ile hazirlanan soliisyon referans hiicresine konmustur. Fenolik bilesikler 190 - 450 milimikron dalga
hoyunda olduklarindan (19), spektrofotometre bu dalga boylarina ayarlanarak, her bir spotun gosterdigi
zirveler (peak) saptanmigtir, Bazi fenolik bilesikler, aliminyum kloriir ile zirvelerde bir vinelim gésterdik-
lerinden (12), her bir spot eliitii'niin aynt zamanda 6 damla AICI ilavesi ile zirveleri elde edilmistir (Cetvel
- 2). Spotlarm tam clarak tammlanmast ve isimlendirilmesi; kaynama noktas, erime noktasi, refraktif

indeksi gibi bazi bilgileri gerektirdiginden kimyasal tanimlama igin daha iieri gidilmemigtir. ;

Butan—1-9l: Aeetik asi!:Su
T utan--1-0l: Acetic acid: Weter

@&

% 15 Asetik asmt
15 ‘% Acetic acd

Sekil t - Mandarin gegitlerindeki spot modellerinin an2 krumatogranu.
Figure 1:The Master chromaatogram of spot patterns on the mandarin cultivars.
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Cetvel 1, Mandarin gesitlerinde spotlarm varhifi ve yoklugu
Table 1. Presence and absence of spots ¢f mandarin cultivars
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Cetvel 2. Spotlarir renkleri, Rf cegerleri ve SPektral maksimalari

_Ezﬂg 2. Colnurs, Iif values and Spectral maximas of spots

Renkler Rf deferleri |  Speitrai maxima (rilimikron)
Colours (Rf values) (Spectral maxima (milimicron)
ALCL,
Epot Ne UV + | (giin 15181) ALCL,
AlCL,
Spot
numbers) UV | NI | (Sunlight)| + UV BAW HoAc MeOH MeOH+ ALCL
1 | Gri | - - - 0,50 0.50 :50m, 771,328 | 250sh,271,328
2 kM| S S KaS |0.4C 0.30 | 268, 34€ 275.295sh,350
3 kM | SveKa S Kas |0.25 o0.60 | 275, 337 280.303sh,345
4 ¥M | aKa 8 S 052 051 | 270, 342 278,300sh.345
5 S - - - 076 0.06 | — -
3 My | — - -~ 0.24 0.80 | — -
7 kiY [ — SoS akiY | 0.91 0.13 | 275sh, 340 290sh,355
8 P - - - 070 0.06 | — -
9 Ka | Kas S KaS |0.62 0.64 | 267, 350 267, 350
12 kMe| - - - 0.85 0.60 | — -
1 S £S SoS | fMvY|0.88 0'26 | 270sh, 327 270sh, 328
12 Me | - - - 0.88 0.27 | 268sh, 327 26¢sh, 327
13 SKa| — - - 083 0.15 | — -
14 Siv | fMvy S kiY [0.87 90.20 {280, 337 255, 287,353
15 Me | kMe - - €77 0.11 | 271, 342 272, 356
14 Siv | -- — - 055 038 | — -
17 Me | -- - - 0.48 .16 | — -
18 Mv| — - - 0.14 090 |- -
19 Me | — - - n.18 90.9¢ |-- -
20 Ka | KiY S fY |0.60 0.84 |285, 323si 305, 330sh
21 fulv | fY - yMv {059 078 |283, 332 304, 345
22 ke | fMe — - 0.60 0.91 | 277, 282sh 277, 263sh,305sk
23 Ys | — - - 0.73 068 |— -
24 fMv | 1Y - yMv [0.73 0.80 | 287sh, 322 310, 225sh
2 fitv | fY - yMv (040 0.85 |283 305
26 Me | kMe - - 0.75 0.90 | 275, 282sh 275, 282sh
27 kika| -- - - n38 0.73 |— -
28 Lika| - - — 0.50 0.64 |— -
29 a¥ | — - - 0.30 0.5 |- 1l - o]
a - Acik (light) P — Portakal (orange)
f — fluoresane (Fluor scence) S — 3San (Yellow)
k -- koyu {Dark) Siy- Siyah (Black)
ki —Kirii (Dirty) Y — Yesil (Green)
sh — Yan zirve (Shoulder) BAW-Butan —1-01:Asetik asit:su (3:1:i)
So— Soluk (Paie) Butan—1—o1.:Acetic Acid:water.
Y - Yoggun (Dense) HoAc%15 Asetik asit 785 su
Ka—ZXahverersi (B1av.0) 15% Acetic Acid 859 water
M --Mor (Purnle) MeD H- Metanol (Methanol)

Ae- Menekge(Viole?)
My--Mavi (hiue)
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6. Numerik ¢alismalar

Spotlarin varhgifyoklugu, bilgisayar kartlarina islenerek ve basit uyusum katsayisi ve grup ortalama kii
meleme metndlar: (29) kullanarak kiime analizine tabi tutulmustur. Cesitler arasindaki iligki bir dendrogram
halinde elde edilmistir. (Sekil :2).
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Sekil 2 : Spot modellerine dayah mandarin varyetelerinin dendrogra:ni
Figirre 2: Dendrogram of mandarin cultivars based on spot patterms

SONUCLAR

1. Kromatograri ve Spektroskopi . .
&n denen:eler, farklt mevsimde toplanan ve farkh derecelerde (20—45 C ) kurutulan ve yesi! kalan

yapraklar arasinda kromatografik modeller bakimindan herhangi bir fark olmadigini gostermigtir.

Kromategramlarda 29 farkli spot sayilrust (Cetvel 1 ve Sekil 1). 1, 2, 3,10, 12, 18, 19, 20, 22, 24
ve 25 nolu spotlar biitiin gesitlerde bulunmugtur. Yerli mandarin, diger ¢esitlerde olmayzr, 26 nolu sopt'a
sahiptir, Fortune i¢in no. 29 karakteristiktir. No. 4 ve 16, Rize ve Satsuma owari harig, biitiin gesitlerde
vardir, Diger taraftan bu iki gesit digerlerinin igermedigi no. 9'a sahiptir, Spot no. 23 ise ¢ok zayif olarak.
ve sadece Xlemantin ve Fairchild cesitlerinde bulunmugtur. Spot no. 7 ve 11'uigeren grup (Rize, S. owari
Kiemantin, Fortune ve Fairchild) spot no.14'e sahip degilken buna sahip diger grup (Yeri, Wilking, Kin-
now, Ponkan ve Fremort) spot no, 7 ve 11'i icermemistir.
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Her ne kadar spot no. 5 ve 9 ayn1 Rf degerinin sahibiyse de farkli renkler gostermektedir. .

Spektroskopik analizler ve UV 111 altindaki analizler yardimiyla bazi spotlarin kismi karakterizas-
yonu saptanmigtir. Spot no. 12, 15, 17, 19, 22 ve 26 furokumarinler; spot no. 16, 18, 21, 24 ve 25 muhte-
melen basit fenolik asitier (kaffeik, sinnamik, kumarik asit gibi); spot no. 2,3 ve 4 flavonlar ve flavonol -7-
giikositler; spot no. 9,biflavonil spot no. 20, flavon glikosit, spot no. 5 pozisyon—3'ii serbest olan .flavonol
glikosit; spet no. 7 ve 11, pozisyon—35 hidroksi grubu icermeyen flavonolier ve spot no. 14 ve 20 ise muh-
ternelen Naringenin, isasakuranetin veya hesperidin olan flavonol glikositler olarak tarimlanmigtir (19).

2. Numerik Taisonomik ¢aligmalar

CLUSTAN 24 analizinden elde edilen sonuglar dendrogram olarak elde edilmistir. U'q farkli grup Qif.'
tt; (4-5), (1—2) ve (6—10), sirasiyla en diigitkk benzemezlik indeksini vermiglerdir, Ug farkli grup, yani
(1-2),(45,7,8 ve 3) ve (6, 10 ve 9) dendrogram'dan kolayca ayrt edilmigtir. Grup (1—2) diéerleri?den
bariz olarak farkldm. Diger iki grup ise birbirlerine zayif olarak yiiksek benzemezlik indeksinde baglan-
maktadir.

TARTISMA

En biiyiik benzerlik Wilking ve Kinnow arasinda goriilmiigtir, Her ikisi de melezleme yoluyla elde edi-
len ces:tler olup, ayn1 ebeveynlere (King ve Willowleaf) sahiptirler. Spot ozellikleri no. 17 hari¢ aym bu-
lunmugtur. Bu bakimdan spot No. 17, her iki varyeteyi tanimlamada énemlidir,

Rize ve Satsuma cwari, ikinei en biiyiik benzerligi gostermiglerdir. Satsuma owari, farkli olarak spot
no.6'y1 icermektedir. Hodgson (14) ve Tanaka (33, 34), bu cesitleri farkl bir grup olarak (C.unshiu
Mare.) smiflandirmaktadir.

Klemantin ve Fairchild dendrogram'da bir ¢ift olugturmustur. Fairchild, Klemantin ile Orlando
Tangelo arasmda Lir hibrittir ve spot modeli tohum ebeveyni olan Klemantin'e benzemektedir. Pf)nkan,
Wilking-Kinnow ¢iftine baglanmigtir, Benzer spotlar bu ii¢ varyetede de bulunmustur. Wilking ve Kinnow,
daha Gnee belirtildigi gibi, King ve Willowleaf arasindaki melezlenmeden elde edilen Siblign'lerdir. Ponk'an
mandarini, King mandarinine bazi morfolojik ozellikler yoniinden benzerlikler gosterir. Bu da, Ponkan'in
bu iki hibrite henzerligini agiklamaktadir, Ayni zamanda, Ponkan'm orijini bilinmemekte, fakat muhteme-
len Cin'de yani King (C.nobilis) mandarininin orijin ettigi yerde, kaynaklandi¥1 varsayiimaktadir.

Fremont; Klemantin ve Ponkan arasinda bir hibrit olup, diger ebeveyne gére Ponkan'a daha gox ben-
zerlik gostermektedir. Cameron ve Frost (4), Citrus dél karakterlerinin heterozigoti'ye bagh olarak paren-
tal dizinin digma tasabilecegini gostermiglerdir.

Fortune, Kiemantin X Dancy tangerine melezidir. Klemantin—Fairchild grubuna yiiksek bir benze-
mezEklk indeksinde baglanmistir,

Yerli mandarin diger varyetelere ¢ok az bir benzerlik gostermigtir. Onun ebeveynleri ve orijin modeli
bilinmemekte fakat Cin'deki bir mandarin varyetesinin ¢Ogiirii olarak geligtigi varsayilmaktadwr, Tanaka
(33), bu varyeteyi C.delicicsa olarak siniflayarak, kiiciik yaprakiar ve cicekler ile orta ve orta—tiiyik mey-
veler olarak karakterize edilen alt grup Megacarpa icersinde C.reticulata, C.tangering ve C.clementina ile
bir araya koymustur, .

Diger kirnyassl maddeler gihi, 6rnegin ugucu yaglar, hidrokarbonlar, v.b. fenolik bilesikler de tijrler?n
ve cesitlerin aymiminda 6nemli bir rol oynamaktadr. Dass, Randhawa ve Kaur (5), yaprak fenoliklerinin
Citrus taksonomisinde faydal olabilecegini belirtmektedirler. Nishiura ve ark. (22), flavonoitler yardi-
miyla Citrus cinsinde Femosistematik caligmalar yapmiglardrr. Ueno ve ark. (35) kagit kromatografi tek-
nigi ile Cit-us tiirleri ve onlarmn hibritlerini tanimlama ¢aligmalarmda bulunmuslardir. .

Kromatc,rafik, spektroskopik ve numerik calismalar, mandarin cesitlerinin tanimlanmasi ve tiirlqie-
risindeki gruplarin arasindaki iligkilerin aciklanmasinda fenolik bilesiklerin faydal olabilecegini gostermisg-
tir.
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SUMMARY
THE RECOGNITION OF MANDARIN (CITRUS SPP.) CULTIVARS BY
PAPER CHROMATOGRAPHY

The genus Citrus reached its peak of progressive evolution after a very long period. The taxonomic
problem of this genus is complicated by the broad inter fertility, not only of intrageneric hybrids, but also
intergeneric hybrids and a long period of natural hybridization. To solve this complication, chemical
characters have been used with together botanical ones in taxonomical studies.

In this study, ten different mandarin cultivars, Rize, Satsuma Owari, Yerli, Wilking, Kinnow, Kle-
mantin, Ponkan, Frement, Fairchild and Fortune were screened for their leaf phenolic patterns with the
help of paper chromatography. The dendrogram showed three distinet groups of cultivars, linked with
each other at different levels.

In contrast to other chemical characters of which most are used at the species level, phenolic
compounds can be used at the varietal level for classification.
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